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Resumen.

El cancer es la enfermedad a nivel mundial que causa mas muertes, después de la
enfermedad cardiovascular. Cada tumor posee un fenotipo diferente, por lo que se considera
una enfermedad multiple. Sin embargo, podemos definirlo empleando sefias de identidad
comunes, con impacto en su evolucion y malignidad. Entre las sefias de identidad recientes,
podemos encontrar a los microrganismos, destacando aquellos que, provenientes de la
microbiota, son capaces de invadir la célula tumoral. La invasion bacteriana, en el contexto
tumoral, no ha sido estudiada en profundidad, sin embargo, existen multiples factores en el
microambiente tumoral que afectan al comportamiento de las células tumorales, normales y a
las bacterias de la microbiota. En este trabajo estudiamos diversos aspectos del ambiente
tumoral que alteran las capacidades de invasion, de las células HelLa, por las bacterias
colonizadoras de tumores Staphylococcus xylosus, Enterococcus faecalis y Lactobacillus
animalis. El principal factor que increment6 la invasion en S. xylosus y L. animalis fue la
adicioén de suero fetal bovino, mientras que el uso de la gelatina como matriz extracelular y el
fosfato célcico como adyuvante de endocitosis no mostraron diferencias significativas. En
conclusion, la diversidad de mecanismos en la invasion de las células tumorales observados,
pone de manifiesto la diversidad existente en la enfermedad, haciendo imprescindible la
investigacion dirigida hacia la medicina personalizada del paciente oncoldgico.

Palabras clave: cancer, HelLa, microbiota intratumoral, Staphylococcus xylosus,

Lactobacillus animalis, Enterococcus faecalis.

Abstract.

Cancer is the second deadliest disease in the world after cardiovascular disease. Each
tumour has a different phenotype and is therefore considered a multi-disease. However, it can
be defined by common hallmarks that impact on its development and malignancy. Recent
evidence suggests that microorganisms, particularly those from the microbiota, are able to
invade the tumour cell. Bacterial tumour invasion has not been studied in depth, however, there
are many factors in the tumour microenvironment that influence the behaviour of tumour cells,
normal cells and microbiota bacteria. In this work, we investigated several aspects of the tumour
environment that alter the invasion ability of HelLa cells by the tumour colonising bacteria
Staphylococcus xylosus, Enterococcus faecalis and Lactobacillus animalis. The main factor
that increased invasion in S. xylosus and L. animalis was the addition of fetal bovine serum,

whereas the use of gelatin as an extracellular matrix and calcium phosphate as an endocytosis
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adjuvant showed no significant differences. In conclusion, the diversity of mechanisms of
tumour cell invasion observed highlights the diversity of the disease, making research into

personalised medicine for cancer patients essential.

Key words: cancer, HeLa, intratumoral microbiota Staphylococcus xylosus, Lactobacillus

animalis, Enterococcus faecalis.

1. Introduccion.
1.1.El cancer.

Se conoce como cancer a un grupo de enfermedades que, en la actualidad, se diagnostica
anualmente a mas de 18 millones de personas en el mundo, de las cuales 9,6 millones fallece.
Seguln la Organizacion Mundial de la Salud, se trata de la segunda causa de muerte, a nivel
mundial, detras de las enfermedades cardiovasculares. La prevalencia del cancer a 5 afios se
estima en el 1,3% de la poblacién mundial, esto representa que mas de 100 millones de personas
sufren la enfermedad y, por tanto, es de vital importancia su estudio. En particular, el cancer de
pulmon, prostata, colorrectal, estdmago e higado son los mas comunes en hombres, mientras
que el cancer de mama, colorrectal, pulmon, cuello uterino y tiroides son los mas comunes en
mujeres (Didkowska & Koczkodaj, 2022).

En las ultimas décadas, se ha producido un gran avance en la comprension del cancer
reconociéndolo como un ecosistema complejo, pero altamente estructurado, involucrando
células cancerosas, células epiteliales anormales, una variedad de células estromales (células
mesenquimales y fibroblastos asociados al cancer (CAF)), células inmunes (células linfoides y
mieloides pro y antitumorales), células endoteliales y pericitos (componen los vasos sanguineos
tumorales), nervios y, recientemente, se han incluido a los microorganismos. Todas estas
células se encuentran embebidas en una red de proteinas que conforman la matriz extracelular
(ECM, del inglés “Extra Cellular Matrix™) y que, en su conjunto, constituyen el microambiente
tumoral (TME, del inglés “Tumour Micro Environment”; De Visser & Joyce, 2023; Rojo De
La Vega, 2023). Esta complejidad estructural y diversidad existente entre los diferentes
tumores, se ha simplificado con la definicion y actualizacion periddica de las caracteristicas y
factores tumorales basicos comunes que, ademas de ser las sefias de identidad de cada tumor,
son dianas donde centrar la investigacion para encontrar soluciones terapeuticas (Figura 1;
Lythgoe et al., 2022; Swanton et al., 2024).
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Figura 1. Sefas de identidad del cancer y factores que influyen en este grupo de enfermedades
(Lythgoe et al., 2022; Swanton et al., 2024).

Una de las primeras sefias de identidad descrita fue la autosuficiencia tumoral en las
sefiales de proliferacién, donde las células cancerosas producen y liberan sus propios factores
de crecimiento, activan receptores en la superficie celular y expresan oncogenes que impulsan
el desarrollo y la diferenciacion del tumor (Sobti et al., 2024). Otras sefias de identidad como
la inestabilidad gendmica, la reprogramacién epigenética y las interacciones celulares dentro
del TME facilitan la diversificacion de las células tumorales (Figura 2; Ciriello et al., 2024).
Una caracteristica remarcable, debido a su impacto en la supervivencia del paciente, es la
capacidad de invasion de tejidos sanos lejanos al tumor o metastasis, donde intervienen la
secrecion de proteasas, enzimas que descomponen la ECM, alterando su composicién y rigidez
(Sobti et al., 2024). Aunque las sefias de identidad se tratan separadamente, existe una estrecha
interaccion entre ellas. Por ejemplo, la proliferacion y crecimiento del tumor altera la
sefializacion celular y la ECM, promoviendo la angiogénesis tumoral, regulando positivamente
proteinas proangiogénicas como el factor de crecimiento endotelial vascular VEGF (del inglés
“Vascular Endothelial Growth Factor”) y regulando negativamente las antiangiogénicas como
la angiostatina. La accion conjunta de todas estas actividades, permite que las células tumorales
proliferen y escapen del tumor primario, invadan y se establezcan en tejidos sanos distantes
(Hanahan & Weinberg, 2011). En conclusion, la tumorigénesis es un proceso complejo y
dindmico que evade la supresion del crecimiento, resiste a la apoptosis, presenta multiplicacion
ilimitada, modula el metabolismo celular, escapa a la destruccion inmune e invade otros tejidos
(Belli et al., 2018).
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Figura 2. Evolucion del cancer. En este proceso participan factores como la inestabilidad genémica, la
reprogramacion epigenética e interacciones entre las células tumorales y el microambiente tumoral (TME)
(Ciriello et al., 2024).

1.2.Lineas celulares.

Los tumores son sistemas complejos, dificiles de estudiar directamente, por ello, en el
laboratorio se emplean modelos més sencillos de manipular e interpretar. En este sentido, los
cultivos celulares, mas sencillos y manipulables, representan una alternativa a los experimentos
con animales, siendo modelos indispensables para la investigacion biomédica, asi como para
ensayos en la industria farmacéutica (Bauer etal., 2021). Muchas de las lineas celulares
actuales, derivan de tumores reales y contienen cientos o miles de aberraciones surgidas en el
lugar de procedencia, alterando su estructura normal y convirtiéndolas en modelos especificos
para la investigacion del cancer (Goodspeed et al., 2016). Es por ello que la seleccidn correcta
de las lineas celulares, durante el disefio experimental, es fundamental para alcanzar los

objetivos del investigador (Ruiz-Moreno et al., 2018).

1.2.1. HelLa.

La linea celular HeLa, originada a partir de un tumor de cancer de cuello uterino de la
paciente Henrietta Lacks, fue el primer cultivo celular estable (Devor et al., 2020; Landry et al.,
2013). Estas células presentan unas caracteristicas que facilitan su manipulacion en el
laboratorio, siendo un modelo celular muy robusto, altamente resistente y que prolifera en
diversas condiciones de laboratorio. Ademas, proliferan in vitro dos veces mas rapido que las
células de tejidos normales, facilitando su manipulacion y reduciendo los tiempos de los
experimentos (Lyapun etal.,, 2019). Como valor afiadido, se pueden congelar, para su
almacenamiento y conservacion, durante décadas, siendo un buen ejemplo de la inmortalidad

caracteristica de las células cancerosas.



1.3.Factores que influencian los cultivos celulares.

Las células eucariotas poseen multiples estimulos en el organismo vivo que son
imposibles de reproducir en el laboratorio de forma simple. Sin embargo, si es posible introducir
variables en los cultivos celulares, que, individualmente, simulan algunas de las sefias de
identidad tumorales descritas anteriormente. En el presente trabajo ensayaremos algunas de

estas propiedades del TME.

1.3.1. Sefalizacion celular y el suero fetal bovino (FBS).

Los medios de cultivo y sus suplementos juegan un papel muy importante en los cultivos
celulares, siendo el suero fetal bovino (FBS) uno de los principales componentes. EI FBS
contiene aproximadamente 1800 proteinas y mas de 4000 metabolitos, entre los que podemos
encontrar hormonas, factores de crecimiento, aminoacidos, proteinas, vitaminas, sales
inorganicas, oligoelementos, carbohidratos, lipidos, etc. Gracias al FBS se estimula el
metabolismo celular y favorece la adhesion, union, proliferacion y mantenimiento de las células
en cultivo. También ayuda a mejorar la capacidad amortiguadora del pH del medio y reducir el
dafio fisico causado por la manipulacion del cultivo (Subbiahanadar Chelladurai et al., 2021).
En resumen, el FBS es fundamental para la supervivencia y proliferacion de las lineas celulares

en cultivo.

1.3.2. Matriz extracelular y la gelatina.

La ECM es una red de proteinas y otras biomoléculas que rodean, sostienen y dan
estructura a las células y los tejidos del cuerpo. La ECM se caracteriza por su composicion,
principalmente constituida por proteinas como el colageno, la elastina, la fibronectina y la
laminina, y por otras caracteristicas intrinsecas como su rigidez y elasticidad. En su conjunto,
estas caracteristicas desempefian funciones en la migracién, adhesion, proliferacion y

diferenciacion celular (Mogha et al., 2023).

Existen maltiples tipos de ECM que se emplean en los cultivos celulares, entre las que
encontramos la gelatina. Esta es un compuesto biodegradable y biocompatible, derivado del
colageno tipo I, con una amplia variedad de aplicaciones alimentarias, cosméticas y
farmacéuticas. Es un biopolimero, no tumoral, que presenta una menor organizacion que el
colageno, pero una composicion molecular muy similar. Debido a esto, la gelatina tiene la
capacidad de reemplazar y realizar funciones similares a las del colageno y, por tanto, se utiliza
a menudo en cultivos celulares a modo de modelo de la ECM (Bello et al., 2020; Liu et al.,
2015; Yang & Ou, 2005).



1.3.3. Endocitosis y el fosfato calcico.

La transfeccidn es un proceso por el cual se introducen &cidos nucleicos foraneos en
células vivas, para producir células genéticamente modificadas. Existen muchos métodos de
transfeccion, siendo los métodos quimicos los primeros que se utilizaron en la manipulacién de
células de mamiferos. Entre las moléculas mas empleadas encontramos polimeros, lipidos,
aminoacidos cationicos y el fosfato célcico (CaPOs), donde cada uno de ellos emplea
mecanismos diferentes, pero con el mismo objetivo, introducir moléculas impermeables a la
membrana plasmatica en el interior celular. En general, los métodos quimicos de transfeccion
se basan en un mismo principio: en primer lugar, los productos quimicos, cargados
positivamente, forman complejos con el &cido nucleico, el cual esta cargado negativamente. A
continuacion, estos complejos, cargados positivamente, son atraidos por la carga negativa de la
membrana celular para, finalmente, pasar a través de la membrana, posiblemente por

estimulacion de la endocitosis y fagocitosis (Kim & Eberwine, 2010).

En més detalle, la transfeccién con CaPO4 es un método versatil que permite introducir
diferentes vectores en una misma célula con una alta eficiencia, ademéas del bajo costo
econdmico que supone el compuesto (Gaunitz et al., 1996). EI método consiste en mezclar el
ADN o ARN con cloruro célcico (CaCly), en presencia de tampdn fosfato, para formar cristales
mixtos de acidos nucleicos y CaPO4. Cuando estos cristales se depositan sobre las células
cultivadas, estimulan su internalizacion por endocitosis (Smale, 2010). De igual forma, las
bacterias cargadas negativamente podrian formar cristales mixtos con CaPOs y favorecer su

internalizacion por endocitosis.

1.4.Microbiota y cancer.

El cuerpo humano alberga una amplia variedad de microorganismos como bacterias,
virus y hongos que, en su conjunto, forman la microbiota humana. La podemos encontrar en la
piel, el tracto respiratorio, genital y gastrointestinal, siendo ademas caracteristica de cada una
de las areas, tanto en las especies de microorganismos que la componen como en sus funciones.
Por ejemplo, la flora intestinal juega un papel fundamental participando en la absorcion de
nutrientes, la regulacion del sistema inmunoldgico del huésped y la defensa contra
microorganismos patdgenos (Gebrayel et al., 2022). Ademas, estas complejas interacciones
entre el huésped y los microorganismos se han encontrado en otros contextos patolégicos, como
el cancer. Sabemos que los microorganismos se encuentran implicados en el 20% de las
neoplasias malignas humanas y existen evidencias de que su presencia afecta directamente a la
tumorigénesis, progresion tumoral y sensibilidad a las terapias. Por ejemplo, las bacterias
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asociadas a tumores pueden inducir el dafio del ADN aumentando las mutaciones, activando
oncogenes (regulando oncogenes o regulando positivamente vias de sefializacion oncogénica)
y alterando el sistema inmunoldgico. En este punto, cabe resaltar que el tratamiento con
antibioticos de enfermos oncologicos, de forma légica, deberia ser ventajosa. Sin embargo, este
se asocia paralelamente con una reduccion de la microbiota normal y, en consecuencia, de la
respuesta inmunitaria. Favoreciendo, por tanto, la progresién tumoral y la metastasis,

invalidando esta aproximacion terapéutica (Wong-Rolle et al., 2021).

A pesar de la controversia que pueda existir al asumir la existencia de microorganismos
en tejidos considerados estériles, los tumores parecen favorecer su presencia debido a la
formacion de areas anaerdbicas y necroticas, consecuencia del rapido crecimiento y la presencia
de una red vascular anormal. Por ello, el ndcleo del tumor es un area hipoxica que evade al
sistema inmune, lo que da lugar a un nicho 6ptimo para la colonizacién de microorganismos
anaerdbicos obligados y facultativos (Du et al., 2023). La colonizacion de los tumores se cree
que proviene de la microbiota de los tejidos normales adyacentes, el sistema circulatorio y las
mucosas (Figura 3; Wang et al., 2023). Sin embargo, existen evidencias de la presencia de
microorganismos en canceres que no estan en contacto intimo con la microbiota como el cancer
de pancreas, donde se cree que las bacterias podrian acceder desde el intestino ascendiendo por
el conducto pancreatico (Fu etal., 2022). También se pueden encontrar microorganismos,
provenientes de microbiotas distantes al tumor, como en el cancer de pulmon y de cuello uterino
donde se han identificado bacterias de la microbiota intestinal. En el caso del cancer de cuello
de utero (similar a nuestro modelo celular HeLa), predominan, en el tumor respecto al tejido
sano, los microorganismos pertenecientes a las familias Bacillaceae, Halobacteriaceae y

Prevotellaceae junto con el género Lactobacillus (Wang et al., 2023).
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Figura 3. Origenes potenciales de la microbiota intratumoral (Wang et al., 2023).

En los dltimos afios, se ha establecido una relacion entre los microorganismos y las
células tumorales aun mas estrecha, al demostrar, ademas de su mayor presencia en el tumor,
su localizacion intracelular. En experimentos realizados con un modelo de cancer de mama
murino espontaneo (cepa MMTV-PYMT) se detectd la presencia de 1,7x10* bacterias/g de
tejido en la mama normal del raton, frente a una carga bacteriana casi diez veces mayor en el
tejido tumoral (1,35x10° bacterias/g de tejido). Ademas, se encontrd en el tejido tumoral de los
ratones, bacterias intracelulares de los géneros Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus y
Lactobacillus. En experimentos posteriores, los autores demostraron la presencia intracelular
de las especies Staphylococcus xylosus, Lactobacillus animalis y Enterococcus faecalis las
cuales incrementaron la metéstasis del cancer de mama, sin afectar al crecimiento del tumor
primario (Fu et al., 2022). Por su relevancia, en el presente trabajo emplearemos estas mismas

cepas bacterianas.

1.4.1. Staphylococcus xylosus.

El género de bacterias Staphylococcus, perteneciente al filo Firmicutes, contiene
aproximadamente 60 especies y subespecies que colonizan una variedad de ecosistemas
diferentes, siendo un componente significativo del microbioma de la piel en muchos animales.
En este sentido, cabe resaltar su tolerancia a concentraciones de sal superiores al 10 %. El
fenotipo de este género comprende bacterias no moéviles, cocos Gram positivos agrupados en
racimos, anaerobicos facultativos, catalasa positivos y oxidasa negativos. En base a la prueba
de la coagulasa, los estafilococos se clasifican en coagulasa positivos (ECP) y coagulasa
negativos (ECN), siendo los ECP posibles patogenos como Staphylococcus aureus. Mientras
que los ECN, generalmente, no son patdgenos aunque pueden causar infecciones oportunistas
como Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus xylosus (Battaglia & Garrett-Sinha, 2023;
Zugic’-Petrovic’ et al., 2024).

En particular, S. xylosus es un comensal comun de la piel de humanos y otros mamiferos,
presenta un crecimiento éptimo a 15°C y pH de 5,5 tolerando concentraciones de NaCl del 10-
15%, es formador de biopeliculas y es capaz de internalizarse en las células eucariotas
(Battaglia & Garrett-Sinha, 2023; C. Schiffer et al., 2019).

1.4.2. Lactobacillus animalis.

Dentro del género Lactobacillus encontramos bacterias productoras de acido lactico,

conocidas por sus cualidades beneficiosas para el huésped, al crear ambientes acidos que



impiden el crecimiento de patégenos. EI género contiene méas de 180 especies Gram positivas,
con morfologia de bastdén y no productoras de esporas. Estan presentes en las mucosas oral, del
tracto gastrointestinal y genitourinario, siendo mas prevalentes y numéricos en el tracto genital
femenino, donde se cuentan 107-10% UFC/g de fluido vaginal en mujeres premenopausicas
sanas. Debido a sus cualidades beneficiosas, algunas especies son utilizadas como bacterias
probidticas, en forma liofilizada o como producto alimenticio fermentado, siendo eficaces en
diversas afecciones como la vaginitis candididsica (Borges etal., 2014; Lee etal., 2023;
Schulze et al., 2018; Toresano-Lopez et al., 2017).

Lactobacillus animalis, es un bacilo microaerdfilo, inmdévil, fermentador de glucosa,
negativo para las reacciones de catalasa y oxidasa. Ademas, en estudios previos ha mostrado
una actividad antagonista significativa contra bacterias patogenas, siendo una bacteria de

interés para el humano (Martin et al., 2010; Park et al., 2023; Toresano-Lépez et al., 2017).

1.4.3. Enterococcus faecalis.

El género Enterococcus son cocos Gram positivos, anaerobios facultativos,
representado por 58 especies y 2 subespecies. Se presentan de forma ubicua en la naturalezay,
por ejemplo, se encuentran en la microbiota de la cavidad bucal, el tracto genitourinario y el
tracto gastrointestinal, donde sus concentraciones oscilan entre los 103-10" células/g.
Normalmente son bacterias comensales, aunque pueden ser patdgenos oportunistas, siendo la
tercera causa mas comun de infecciones, principalmente de la sangre y del tracto urinario
(Ferchichi et al., 2021; Moro et al., 2024; Zaheer et al., 2020).

Enterococcus faecalis es una bacteria lactica que presenta la capacidad de sobrevivir en
condiciones adversas de pH y temperatura, entre los 10 y los 45°C, con crecimiento 6ptimo a
35°C. Esto sumado a su capacidad para formar biopeliculas, contribuye a su éxito como

patdgeno oportunista (Suriyanarayanan et al., 2024).

2. Objetivos.

En base a lo anteriormente expuesto, se ha propuesto como objetivo general del presente

trabajo:

Investigar como algunos de los factores del cultivo de las células HelLa influye en la

invasion bacteriana de Staphylococcus xylosus, Lactobacillus animalis y Enterococcus faecalis.

Para la consecucion del mismo, se abordaran como objetivos especificos los siguientes:



1. Determinar la concentracion del indculo inicial de bacterias que optimice la frecuencia de
invasion de las células HeL a, para facilitar su posterior analisis.

2. Determinar el efecto del suplemento, del medio de cultivo, el suero bovino fetal (FBS), en
la invasion bacteriana de las células HeL a.

3. Determinar el efecto de la gelatina, como modelo de matriz extracelular (ECM), en la
invasion bacteriana de las células HelLa.

4. Determinar el efecto del fosfato célcico (CaPO4), como estimulador de la endocitosis, en la
invasion bacteriana de las células HelL a.

5. Determinar la proliferacion bacteriana en el interior de la célula HeLa, a lo largo del tiempo.

3. Material y Métodos.
3.1.Cultivos bacterianos.

Previo a la realizacion de los experimentos, las bacterias S. xylosus, L. animalis y E.
faecalis, cedidas por Fu et al., 2022 (Fu et al., 2022) y aisladas de tumores provenientes de
pacientes, se reactivaron y garantizd su pureza mediante siembras por agotamiento. Para ello
se cultivaron en las condiciones de cultivo recomendadas por la Coleccidn Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT), como se describira en sucesivos apartados, y se conservaron, a largo plazo, en
criotubos junto con bolas porosas, en glicerol al 20% y a -80°C. También se realiz6 una
caracterizacion parcial de las bacterias, sometiendo las colonias aisladas a la tincion de Gram,
la prueba de la catalasa con peréxido de hidrogeno al 30%, la oxidasa con tiras reactivas
(Microbact), la coagulasa con plasma de conejo (Biomeriux), la DNasa con el uso del medio
solido DNasa agar preparado al efecto, la fermentacion del manitol con el agar salino manitol
(MSA, Scharlab) y la fermentacién de la lactosa con el agar Mac Conkey (Scharlab). Las
bacterias identificadas parcialmente se mantuvieron, para su uso rutinario, en los

correspondientes medios solidos correspondientes, a 4 °C, durante un maximo de 1 semana.

3.1.1. Staphylococcus xylosus.

S. xylosus se cultivd en medio sélido de agar nutritivo (28 g/L, Scharlab), el cual fue
preparado siguiendo las indicaciones del fabricante (esterilizado por autoclavado (Selecta) a
121°C durante 30 minutos). S. xylosus forma colonias visibles tras incubacion a 37°C durante
24 horas, tras lo cual se procedié con las pruebas fenotipicas descritas anteriormente. Antes de
su uso en los experimentos, la bacteria se incubo en caldo nutritivo (13 g/L Scharlab) y se
incubd a 37°C, 24 horas en agitacion (90 rpm).
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3.1.2. Lactobacillus animalis.

L. animalis se cultivo por siembra en doble capa en medio solido de Man, Rogosa y
Sharpe (MRS, 62 g/L, Scharlab), preparado acorde a las instrucciones del fabricante. Esta
bacteria forma colonias visibles tras incubacion a 37°C durante 48 horas. Antes de Su uso

experimental se cultivo en caldo MRS (52 g/L, Scharlab), 37°C, 24 horas en agitacion (90 rpm).

3.1.3. Enterococcus faecalis.

E. faecalis se sembr6 en medio solido Brain Heart Infusion (BHI, 52 g/L, Scharlab) y
se incubd a 37°C durante 24 horas. Igualmente, antes de los experimentos se incubd en caldo
de BHI (37g/L, Scharlab), 37°C, 24 horas en agitacion (90 rpm).

3.2.Cultivos eucariotas.

Las células HelLa, cedidas por la Dra. Laila Moujir, se recuperaron de viales de
criopreservacion en nitrégeno liquido y se cultivaron en placas de Petri estériles, tratadas para
cultivo celular, con un didmetro de 10 cm. El medio de cultivo empleado fue el Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM, 10 mL por placa, Corning), el cual fue suplementado con un
10% de suero fetal bovino (FBS, Corning) y un 1% de solucion 100X de
Penicilina/Estreptomicina (P/S, Corning), a este medio lo denominamos DMEM completo. En
algunos experimentos se empledé medio DMEM sin suplementos o sélo conteniendo alguno de
ellos (FBS y/o P/S), en cuyo caso se denomind DMEM mas el complemento correspondiente
(Ej: DMEM + FBS). Las células fueron incubadas a 37°C y 5% de CO,, durante 24-48 horas,
hasta que alcanzaron un 80% de confluencia, en cuyo momento se procedio a su expansion por
dilucién (1/3 a 1/5) en nuevas placas de cultivo, conteniendo medio fresco. Para disociar las
celulas de la placa de Petri madre, se retiré el medio de cultivo, se lavé con 5 ml de tampon
fosfato salino (PBS), esterilizado por autoclavado, y se incub6 con una solucién de tripsina (1
mL, tripsina al 0,025 % y 4&cido etildiaminotetraacético (EDTA) al 0,01 %, Corning). La
suspension celular obtenida se empled para inocular nuevos cultivos. Por otra parte, aquellas
placas de cultivo que mostraron una baja confluencia celular después de 48 h de incubacion, se
lavaron con PBS, afiadié medio DMEM completo fresco y se volvieron a incubar. Cuando fue
necesario, los antibidticos ampicilina y gentamicina (concentracion final de 200 pg/ml y

esterilizados por filtracion) se afiadieron directamente al medio de cultivo.
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3.3.Cuantificacion de la concentracion de bacterias por densidad
optica (OD).

La concentracion de las bacterias en solucion se estimé empleando la densidad Optica a
600 nm. Las absorbancias para las tres especies bacterianas ensayadas fueron similares,

ajustandose a la siguiente recta de correlacion:

Tabla 1. Correlacién entre OD a 600 nm y el nimero de bacterias por ml.

Ceélulas/ml OD (600 nm)
8,00E+08 1,000
7,20E+08 0,900
6,40E+08 0,800
5,60E+08 0,700
4,80E+08 0,600
4,00E+08 0,500
3,20E+08 0,400
2,40E+08 0,300
1,60E+08 0,200
8,00E+07 0,100

3.4.Co-cultivo de HelLa y bacterias, determinacion de la
concentracion optima de microorganismaos.

Los experimentos de co-cultivo se realizaron en placas de Petri de 3,5 cm de didmetro,
donde se cultivé 10° células HeLa en 2 ml de medio DMEM + FBS. A las 24 h de incubacion,
se retird el medio y las células se lavaron con PBS y se afiadié 1 mL de DMEM. A continuacion,
se inocularon las bacterias a diferentes concentraciones (5x10°, 5x108, 5x10”y 5x10°® bacterias
por placa) siguiendo el protocolo descrito por Chue-Gongalves et al., 2018. En pocas palabras,
las bacterias en crecimiento incubadas durante 24-48 h fueron centrifugadas (1500 rpm durante
5 minutos), decantadas y resuspendidas en DMEM, eliminando toxinas o metabolitos
secundarios que pudieran interferir con las células eucariotas. Como controles negativos se
incubaron las células HelLa o las bacterias independientemente y bajo las mismas condiciones.
Todas las condiciones experimentales se incubaron durante 3 horas, a 37°C y 5% de COo, tras
lo cual se afadieron los antibioticos ampicilina (concentracion final de 200 pg/ml) y

12



gentamicina (concentracion final de 200 pg/ml) durante 1 hora adicional bajo las mismas
condiciones de incubacion. Finalmente, las células HelLa se disociaron de la placa con 300 pl
de tripsina y se sembraron en sus respectivos medios bacterioldgicos sélidos para el recuento

de unidades formadoras de colonias (UFC).

3.5.Test de sensibilidad a gentamicina y ampicilina.

El test de sensibilidad se dispuso en una placa de 96 pocillos conteniendo
concentraciones crecientes de cada bacteria (desde 10* hasta 10 bacterias por pocillo). Cada
pocillo fue tratado con una solucion de ampicilina/gentamicina (concentracién final de 200
pg/ml) por 20 y 40 horas. Finalmente, se procedié a confirmar la viabilidad bacteriana, en el

correspondiente medio de cultivo bacterioldgico solido.

3.6.Modificacion del protocolo para la evaluaciéon de la
internalizacion de S. xylosus, L. animalis y E. faecalis en
células Hel a.

Para los siguientes experimentos, el protocolo descrito en el apartado 3.4 se modificd,
de forma que, tras el co-cultivo de las células HelLa y las bacterias (3 h), se realiz6 un lavado
con PBS, se afiadié 2 ml de DMEM conteniendo ampicilina (200 pug/ml) y gentamicina (200
pg/ml) y se extendid la incubacion por otras 20 h hasta la recoleccion de las células y el recuento
de UFC/placa (Figura 4).

Recuento de células

- % - A
¢ — [ v —> | 5= - 37°C,24 h
V- v oo
-« A = 3 h co-cultivo + 20 h antibiético
3,5 cm, DMEM (Amp. + Gent. + DMEM)
. . 1+1076 células
10 cm, DMEM + FBS
- = = '
> — DO 600 nm N @ D)
> >
= P@ Recuento de UFC
37°C, 90 rpm S ey
5 minutos, 1500 rpm Bacteria + DMEM

Figura 4. Esquema del protocolo bésico para la evaluacion de la internalizacion de bacterias en células
HelLa. Imagen creada con BioRender.
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3.7.Evaluacion de la internalizacion de los microorganismos
dependiente de diferentes factores.

3.7.1. Efecto del suero fetal bovino (FBS).

Con el fin de evaluar el efecto del FBS en la internalizacion bacteriana, se siguio el
protocolo descrito en el apartado 3.6. con la siguiente modificacion. Después de la incubacion
con las bacterias (3h) y del lavado con PBS, a las placas de cultivo se les afiadié 2 ml de DMEM

cony sin FBS, junto con el tratamiento con ampicilina/gentamicina (20h).

3.7.2. Efecto de la gelatina.

Siguiendo el protocolo establecido en el apartado 3.6 y previo a la inoculacién de las
células HeLa en las placas Petri de 3,5 cm de didmetro, se tratd la superficie de cultivo con
gelatina al 0,2 % en PBS, a 37°C durante 30 min. La gelatina sobrante se aspir6 y se procedid
con la siembra de las células HeLa sobre la capa de gelatina. La solucion stock de gelatina al

2% se esteriliz6 por autoclavado (20 min, a 121°C) y se almaceno a 4°C hasta su uso.

3.7.3. Efecto del fosfato calcico.

Estos experimentos se basan en la capacidad de formacion de cristales de fosfato calcico
en presencia de particulas cargadas negativamente. Para ello, inicialmente se prepar6 una
solucion de cloruro célcico (CaClz) 2.5 M y una soluciéon tampon de HEPES (HeBS) 0.05 M
para ser esterilizadas por filtracion (Kingston et al., 2003). A continuacién, 1 ml de cultivo de
la bacteria deseada se cuantifico por DO (600 nm) y se descarté el medio de cultivo por
centrifugacion (1500 rpm, 1 min). El precipitado se resuspendid en 450 ul de agua estéril y 50
ul de la solucién de CaClz 2.5 M, a los que se les afadid, lentamente, 500 pl de HeBS 0.05M,
agitando en vortex durante 5 segundos entre adiciones. La suspension se dejo reposar durante
30 minutos, para promover la formacion de cristales de fosfato calcico conteniendo las
bacterias. Finalmente, las placas con las células HeLa fueron inoculadas con los cristales mixtos

e incubadas durante 3h, para continuar con el protocolo basico (apartado 3.6.).

3.8.Evaluacion de la proliferacion de L. animalis en el interior de
la célula HelLa.

La proliferacion de las células HeLa y de L. animalis se evaluo a las 24, 48 y 72 h de
incubacion tras el co-cultivo. Todas las condiciones experimentales siguieron el protocolo
descrito en el apartado 3.6 durante las primeras 24 horas. A partir de las 24 h, las placas de

cultivo se lavaron con PBS y las condiciones restantes se dividieron en dos grupos: el primero
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continu6 con medio DMEM + FBS + antibi6tico y el segundo solo con DMEM+FBS vy sin
antibiotico. A la finalizacion de los periodos de incubacion se procedié al recuento de las células

HelLay, posteriormente, a los recuentos de UFC en MRS agar, como se describié anteriormente.

3.9.Estadistica.

Para el analisis de los datos se empled la prueba T de Student para muestras
independientes, utilizando el software GraphPad Prism (version 8.0.2). Se realizaron 2 0 3
réplicas bioldgicas, segun se indique en los diferentes experimentos.

4. Resultados y discusion.

La metéstasis es un proceso crucial en la progresion de la malignidad del céancer,
determinado por caracteristicas intrinsecas de las células cancerosas y por factores extrinsecos
ambientales. Recientemente, se ha incluido a la microbiota intracelular tumoral como un nuevo
factor extrinseco, destacando su papel en la progresion tumoral y la metéstasis (Fu et al., 2023).
A pesar de la diversidad bacteriana presente en la microbiota normal, solo unas pocas especies
se han encontrado localizadas intracelularmente en las células tumorales y, ademas, resultaron
ser diferentes dependiendo del tipo tumoral (Gong et al., 2023) , lo cual abre la cuestion de
cudles podrian ser los factores moleculares determinantes de tan alto grado de especificidad. En
este trabajo nos centramos en tres bacterias (S. xylosus, L. animalis y E. faecalis) que han sido
descritas como microorganismos intracelulares en el cancer de mama, promotores de
metastasis. Por otra parte, algunas de estas especies coinciden con especies predominantes de
la microbiota del Utero, siendo candidatas Idgicas para evaluar la eficacia de invasién en el
modelo de cultivo celular HeLa de cancer uterino.

4.1.Caracterizacion parcial de las bacterias objeto de estudio.

Los datos obtenidos tras realizar las pruebas identificativas parciales coinciden con los
fenotipos esperados para S. xylosus, L. animalis y E. faecalis (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracterizacion fenotipica parcial.

S. xylosus L. animalis E. faecalis
Morfologia Cocos Bacilos Cocos
Agrupamiento Racimos - En parejas
Gram + + +
Catalasa + - -
Coagulasa e
Oxidasa - - -
DNAsa - - -
Fermentacién de manitol + - +
Fermentacion de lactosa - - +

4.2.Determinacion de la concentracion  Optima de
microorganismos.

Con el fin de determinar una concentracion 6ptima de microorganismos para inocular a
las células HelLa y facilitar su posterior andlisis, ensayamos diferentes concentraciones de
bacterias, tomando como referencia la concentracién de 1 célula HelLa por cada 50 bacterias
(1/50) propuesta por Chue-Gongalvez et al., 2018. En las tres bacterias objeto de estudio, se
observa que, a medida que se incrementa la concentracion inicial de bacterias/ml inoculadas,
aumentan las UFC/placa (Figura 5). Las tres especies se comportaron de manera similar, por
ello, en lo sucesivo, emplearemos la concentracion de 5x108 bacterias/ml como indculo inicial
por cada 10° células HeLa. Cabe destacar que, a pesar de partir de una metodologia establecida
en la bibliografia, en los controles negativos de bacterias sin células HeLa y con antibioticos
(Amp./Gent.), registramos un nimero bajo de UFC/placa, poniendo de manifiesto la falta de
eficacia de los antibidticos en 1 h de incubacion. Esto indica que los recuentos realizados en el
experimento no se corresponden totalmente a bacterias intracelulares, aunque el error cometido
fue menor al 10%. Para los sucesivos experimentos, realizamos un ensayo para optimizar el

tratamiento con antibioticos, aumentando el tiempo de exposicion a 20h (Datos no mostrados).

Los mejores resultados se obtuvieron con L. animalis, posiblemente debido a sus
cualidades como probiotico y su capacidad de adhesion a las células (Jia etal., 2021). La

adhesion bacteriana al huésped es el paso inicial para su colonizacion que, posteriormente,
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puede conducir al comensalismo o enfermedades infecciosas. Sin embargo, Sophatha et al.,
2020 estudiaron la capacidad de diversas cepas de Lactobacillus usadas como probioticos para
inhibir la adhesion de los patdgenos a las células, donde demostraron el papel fundamental de
su internalizacién encontrando una correlacion positiva entre la internalizacion del probiotico

en la célulay la inhibicion de la adhesion del patdgeno a la misma (Sophatha et al., 2020).

En el caso de S. xylosus, se ha descrito como productor de biopeliculas, presentando
mecanismos de virulencia similares a los descritos en Staphylococcus aureus, lo que ademas
ayuda a su persistencia después de la colonizacion inicial (Battaglia & Garrett-Sinha, 2023; Fu
et al., 2022; C. Schiffer et al., 2019). Curiosamente, para el caso de E. faecalis se han descrito
proteinas de superficie de enterococos (ESP), una sustancia de agregacion (AS) y la presencia
de gelatinasa (GelE), entre otros factores que se encuentran asociados con la formacién de
biopeliculas, y que favorecen su internalizacion (Suriyanarayanan et al., 2024). Sin embargo,
en los resultados presentados por Fu et al., 2022, esta bacteria muestra una tasa de invasion bajo
o0 nula, lo cual contrasta con nuestros resultados. Esto puede ser debido a que nuestro ensayo
esta realizado in vitro, mientras que el de Fu y colaboradores se realizo en ratones donde entran

en juego muchos otros factores como el sistema inmune.
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= _ T 3 S. xylosus
1 1000 = (3 E. faecalis
8’ 3 L. animalis
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8
o
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N° bacterias inoculadas/ml

Figura 5. Determinacién de la concentracién de microorganismos inoculados en cultivos de células HelL a.
Las columnas del histograma representan la media del nimero de bacterias obtenidas (UFC/placa, eje Y) para el
n° de bacterias/ml inoculado por cada 108 células HeLa (eje X). Cada condicion experimental fue realizada por

triplicado (n=3) con cada uno de los microorganismos. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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4.3.Efecto del suero fetal bovino (FBS) en la internalizacion de
las bacterias.

La adicion al medio de cultivo del FBS incrementd el numero de bacterias internalizadas
en las células HeLa en L. animalis que present6 la mayor diferencia, seguida por S. xylosus. En
contraposicion, E. faecalis mostré un pequefio aumento, no significativo, en las UFC/placa en
presencia de FBS respecto al control (Figura 6).

En el caso de L. animalis observamos la mayor diferencia de internalizacion en
presencia de FBS respecto del control, coincidiendo con los resultados obtenidos en estudios
previos como es el caso de Sophatha et al., 2020. Igualmente, para la Gltima de nuestras
bacterias, S. xylosus observamos un incremento significativo en presencia de FBS, donde una
proteina de superficie llamada SxsA podria estar implicada mediando en la adhesion celular,
promoviendo la formacion de biopeliculas y favoreciendo la invasion (C. J. Schiffer et al.,
2022).

Por su parte, E. faecalis presenté la mayor internalizacion basal, en comparacién con
las otras dos bacterias, posiblemente debido a la presencia de la proteina AS que acttia mediando
la adhesion de los cocos a una variedad de celulas eucariotas in vitro (Kayaoglu & @rstavik,
2004). Curiosamente la expresion de dicha proteina puede ser inducida por la presencia de FBS,

el cual parece no ser nuestro caso, puesto que la invasion no es dependiente del FBS.

Para explicar los resultados observados, también podemos considerar una de las
cualidades del FBS, reducir el dafio fisico causado por la manipulacién del cultivo, aumentando
la viabilidad de las células. El incremento de la viabilidad podria explicar el incremento de la
eficacia de la internalizacion en aquellos casos en el que la presencia de las bacterias causen
algun tipo de dafio, aun por estudiar, en las células HeLa (Subbiahanadar Chelladurai et al.,
2021).
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Figura 6. Internalizacion bacteriana en las células HelL a, con y sin FBS en el medio de cultivo. Las columnas
del histograma representan la media del nimero de bacterias recuperadas (UFC/placa, eje Y), en el medio
suplementado con y sin FBS (eje X). Las bacterias se inocularon a la concentracion de 5x108 bacterias/ml sobre
un cultivo de 108 células HeLa. Cada condicion experimental fue realizada por triplicado (n=3) para cada uno de
los microorganismos. Las barras de error representan la desviacion estdndar, ns = no significativo (p>0,05), *

corresponde a p<0,05 y ** corresponde a p<0,01.

4.4.Efecto de la gelatina, como modelo de ECM, en la
internalizacion bacteriana.

En estos experimentos, tanto en E. faecalis como en L. animalis se aprecia una ligera
tendencia a disminuir el nimero de bacterias internalizadas, pero sin presentar una diferencia

estadisticamente significativa (Figura 7).

Centrdndonos en E. faecalis, nuevamente podemos encontrar una explicacion en la
combinacion de diferentes actividades: la presencia de la AS, que se une al colageno tipo I,
siendo la gelatina un derivado de este, y quizas afectando la internalizacion en las células HelLa
(Bello et al., 2020; Kayaoglu & @rstavik, 2004); y la proteina GelE, que es capaz de hidrolizar
la gelatina, el colageno y el fibrindgeno, entre otros componentes de la ECM (Kayaoglu &
@rstavik, 2004). La presencia de ambas actividades, que podrian ser contrapuestas, podrian
explicar porque la gelatina no posee efecto en la internalizacion, a diferencia de lo observado
con otras bacterias, como Escherichia coli, ensayadas simultaneamente en el laboratorio (TFG
realizado por la alumna Paula Gonzalez Gonzélez). Igualmente, L. animalis tampoco mostréd
una diferencia significativa y no se han descrito mecanismos asociados a la matriz extracelular.
Por tanto, es esperable que la invasion no este mediada por la gelatina. La diversidad de
resultados, positivos y negativos, en la internalizacion, respecto al papel de la ECM obtenidos
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en el laboratorio, considerando los TFG realizados conjuntamente, pone de manifiesto la gran

diversidad de mecanismos existentes en las diferentes bacterias.

Debemos decir que los datos para S. xylosus no son mostrados pues, debido a un defecto

no identificado en los experimentos, no obtuvimos datos cuantificables.
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Figura 7. Efecto de la gelatina en la internalizacién bacteriana. Las columnas del histograma representan la
media del nimero de bacterias recuperadas (UFC/placa, eje Y)) en las placas de Petri tratadas con y sin gelatina
(eje X). Las bacterias se inocularon a la concentracién dptima de 5x108 bacterias/ml. Cada condicién experimental
fue realizada por duplicado (n=2) para cada uno de los microorganismos. Las barras de error representan la

desviacion estandar y ns = no significativo (p=0,05).

4.5.Efecto del fosfato calcico (CaPOa4) en la internalizacién de los
microorganismos.

La invasion celular de E. faecalis y L. animalis no mostré diferencias significativas en
el nimero de UFC/placa recuperadas con y sin CaPO. (Figura 8). Al igual que en el
experimento anterior, sufrimos dificultades técnicas en el cultivo de S. xylosus y, por tanto, no

podemos aportar datos.

Al comparar los resultados obtenidos en los TFG conjuntos, solo en la bacteria
Staphylococcus aureus se observo una diferencia significativa en la invasion de las células
HelL a, cuando se empled el CaPO.. En este sentido, nuestros resultados negativos en la mejora
de la internalizacion, podria indicar que E. faecalis y L. animalis no emplean la endocitosis para
invadir las células HeLa o presentan dificultad para formar cristales mixtos con el CaPOa.

Estos resultados destacan la diversidad de los mecanismos de invasién empleados por las
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bacterias y la importancia de realizar investigaciones especificas para cada bacteria

individualmente.
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Figura 8. Efecto del fosfato célcico en la internalizacion bacteriana en las células HelLa. Las columnas del
histograma representan la media del nimero de bacterias recuperadas (UFC/placa) con y sin CaPO., como
adyuvante de la endocitosis. Las bacterias se inocularon a la concentracion 6ptima de 5x108 bacterias/ml en un
cultivo de 106 células HeLa. Cada condicion experimental fue realizada por duplicado (n=2), para cada uno de los

microorganismos. Las barras de error representan la desviacion estandar y ns = no significativo (p>0,05).

4.6.Evaluacion de la proliferacion de L. animalis en el interior de
las células HeL a.

A fin de investigar la proliferacion de L. animalis en el interior de la célula HeLa, se
establecieron 3 periodos de incubacion (24, 48 y 72h). Recapitulando, este ensayo se llevo a
cabo con y sin antibioticos (Amp./Gent.). En aquellas en las que se elimind el antibiético, las
bacterias proliferaron haciendo imposible llevar a término el experimento. Esto puede ser
debido a que algunas células HeLa infectadas sean inviables, mueran y liberen las bacterias al
medio, que sin la presencia de antibioticos proliferan incontroladamente. Por tanto, en la Figura
9, se representan los resultados obtenidos con el tratamiento continuo de antibiéticos donde
observamos que el nimero de UFC/placa disminuye conforme avanza el tiempo. Al mismo
tiempo, las células Hela proliferaron de forma normal, indicando una pérdida progresiva de las
bacterias (Tabla 3). Acorde a la hipétesis anterior, las células HeLa colonizadas por L. animalis
podrian perder viabilidad tras 24h, exponer la bacteria a los antibioticos causando su muerte.
Otra posible explicacion seria la existencia de una sefializacion especifica entre la célula HeLa

y la bacteria que impida la proliferacién bacteriana en el interior celular. En cualquier caso, que
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la proliferacion bacteriana se detenga, en las primeras 24h de invasion, resulta de gran interés
para futuros estudios y tal vez podria concluir con el descubrimiento de un nuevo mecanismo

de control de la proliferacién bacteriana.
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Figura 7. Evaluacion de la proliferacién de L. animalis en el interior de la célula eucariota en el tiempo. Las
columnas del histograma representan la media del nimero de bacterias recuperadas (UFC/placa) tras 24, 48 y 72
horas de incubacion. L. animalis se inocul6 a la concentracion optima de 5x108 bacterias/ml. Cada condicién

experimental fue realizada por duplicado (n=2). Las barras de error representan la desviacion estandar.

Tabla 3. Proliferacion de las células HeLa tras 24, 48 y 72h de incubacién con L. animalis. El indculo inicial de

células fue de 8x105 células/ml.

Tiempo de incubacién (horas) Células/mi
24 1,20x10°
48 2,72x10°
72 5,04x10°

Como conclusion, en este trabajo se refleja la diversidad de mecanismos que poseen las
bacterias, destacando el papel del suero fetal bovino en la internalizacion de S. xylosus y L.
animalis. Resaltan las diferencias encontradas en estudios in vitro donde, por ejemplo, E.
faecalis se internalizd en las células HeLa con 6ptimos resultados e in vivo presentaba poca
eficiencia de internalizacion (Fu et al., 2022). Por ello, seria interesante investigar mas en
profundidad, por ejemplo, cada bacteria por separado, asi como su accién conjunta para evaluar
si existe competencia o sinergia entre ellas en la invasion celular. Por otra parte, seria

interesante ensayar la invasion bacteriana empleando otras ECM con caracteristicas tumorales,
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simulando un TME mas préximo al observado in vivo. Finalmente, elucidar los mecanismos de

invasion bacteriana de los tumores podria derivar en tratamientos personalizados e importantes

avances en las terapias contra el cancer.

5. Conclusiones:

1. La capacidad de internalizacion de bacterias en las células HelLa aumenta con la
concentracion bacteriana inoculada inicialmente y varia entre especies. Lactobacillus
animalis fue la mas eficaz, sequida de Enterococcus faecalis y Staphylococcus xylosus.

2. La adicion de suero fetal bovino (FBS) incrementa la capacidad de internalizacion
bacteriana, especialmente en el caso de L. animalis y S. xylosus en comparacién con E.
faecalis.

3. El uso de gelatina como matriz extracelular (ECM) no tuvo un impacto significativo en la
eficacia de la internalizacion de las bacterias objeto de estudio.

4. Eluso de fosfato calcico (CaPO4), como adyuvante de endocitosis, no mostro una diferencia
significativa en la internalizacion bacteriana.

5. L. animalis no prolifera en el interior de las células HeLa durante las primeras 24h y su
viabilidad disminuye a las 48-72h.

Conclusions:

1. Bacterial internalization capacity in HeLa cells increases with the bacterial concentration
initially inoculated and varies among the differentbacterial species tested. Lactobacillus
animalis was the most effective, followed by Enterococcus faecalis and Staphylococcus
xylosus.

2. The addition of fetal bovine serum (FBS) increases bacterial internalization capacity,
especially in the case of L. animalis and S. xylosus compared to E. faecalis.

3. The use of gelatin as an extracellular matrix (ECM) did not have a significant impact on the
internalization efficiency of the bacteria under study.

4. The use of calcium phosphate (CaPOs) as an endocytosis adjuvant did not show a significant
difference in bacterial internalization.

5. L. animalis does not proliferate inside HelLa cells during the first 48h and its viability

decreases after 72h.
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