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Resumen del proyecto

Existe un renovado interés en el uso de bacterias modificadas para el desarrollo de nuevas inmunoterapias
contra el cdncer, y en particular Salmonella ha demostrado un enorme potencial. Nuestro grupo trabaja
desde hace mas de una década en el drea y hemos demostrado en distintos modelos preclinicos de cdncer
que la administracién de Salmonella viva atenuada enlentece el crecimiento tumoral y extiende la
sobrevida. Sin embargo, los efectos inducidos son siempre transitorios y salvo excepciones, no se obtiene
remision completa. Una comprensiéon mayor de los efectores moleculares y celulares involucrados tanto en
la efectividad terapéutica de Salmonella como en la regulacién negativa de dichos efectos, nos permitiria
avanzar en el desarrollo de cepas mas efectivas con capacidad de generar efectos mas potentes y
duraderos.

Estudios recientes de nuestro grupo demostraron que la efectividad terapéutica de Salmonella depende de
macrofagos y células NK que son fuertemente reclutados hacia el tumor inmediatamente después de la
administracién intratumoral de la bacteria. En el presente proyecto investigaremos si Salmonella induce
inmunidad entrenada en dichas poblaciones celulares lo que daria fundamento mecanistico a su relevancia
en la terapia. La administracién intratumoral de Salmonella induce ademds una rdpida polarizacién en
macroéfagos infiltrantes de tumor hacia un fenotipo M1 con actividad tumoral, pero luego de varios dias esa
polarizacion se pierde coincidiendo con la pérdida de actividad antitumoral. Investigaremos si la autofagia
gue Salmonella induce en macréfagos, explica esa pérdida de polarizacién M1. Evaluaremos ademds si una
mutante de Salmonella que no induce autofagia mejora la efectividad terapéutica.

En su conjunto entendemos que los resultados de este proyecto aportardn a la comprensiéon mecanistica de
la actividad de las inmunoterapias basadas en Salmonella y permitirdn el desarrollo de cepas con mayor
efectividad para el tratamiento del cdncer acercando estas inmunoterapias a su aplicacion clinica.

Ciencias Médicas y de la Salud / Medicina Bdsica / Inmunologia / Inmunoterapias

Palabras clave: Inmunoterapia del cancer / Salmonella / Inmunidad entrenada / Autofagia /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

Las inmunoterapias para el tratamiento del cancer han progresado sustantivamente en los ultimos anos, con
la incorporacion de nuevas herramientas como los inhibidores de puntos de control o la terapia CAR-T. Sin
embargo, y pese a todos estos avances, un porcentaje importante de los pacientes no responden
adecuadamente o desarrollan resistencia a algunas de estas terapias, sumado a que son procedimientos
con costos extremadamente altos, complejos de implementar y con efectos secundarios muy severos en el
caso de las CAR-T [revisado en Robert, 2020; Larson & Maus, 2021]. El uso de bacterias para el tratamiento
del cdncer tiene una larga historia. Las descripciones de pacientes con cdncer que entraban en remision
luego de una infeccién con Streptococcus pyogenes se remontan a fines del siglo XIX. Esta estrategia fue
adoptada y promovida por William B. Coley, un médico del New York Cancer Hospital, quien durante varios
anos traté pacientes con cdncer, primero infectdndolos con S. pyogenes y luego administrando el conjunto
de ésta y otra bacteria muerta, en lo que se dio en llamar la toxina de Coley. Si bien esos trabajos fueron
luego interrumpidos por sus efectos téxicos y el surgimiento de radioterapia y quimioterapia, igualmente se
considera a Coley el padre de la inmunoterapia del cdncer. En tiempos mas cercanos, el uso de la BCG
(Mycobacterium bovis) en concentraciones muy superiores a las usadas para vacunar contra tuberculosis
se convirtid en la primera inmunoterapia moderna para el tratamiento de cdncer de vejiga [revisado en
Alexandroff, 1999] y lleva ya mas de 40 aios ininterrumpidos de uso en la clinica. En las dos ultimas décadas
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ha surgido un renovado interés en el uso de agentes microbianos (bacterias y virus) para el desarrollo de
nuevas inmunoterapias en cdncer, con algunos hitos especiales como fue la aprobacion de la primer
terapéutica viral para el tratamiento local de lesiones irresecables en pacientes con melanoma [Amgen
press release, 2015], y numerosos ensayos clinicos en curso con candidatos bacterianos y virales.
Recientemente, se reevaluaron los antecedentes y posibilidades futuras del uso de terapias microbianas
para el tratamiento del cancer generdndose un reporte de expertos (White paper) [Forbes, 2018] y en 2019
se abrié un nuevo programa del NIH con llamados especificos a proyectos sobre “Microbial-based Cancer
Therapy -Bugs as Drugs”, demostrando el interés que suscitan estos desarrollos. En ese contexto, hace ya
mds de dos décadas se ha ido generando un cimulo importante de trabajos reportando el uso de Salmonella
para terapias del cancer, usdndola tanto como vector para moléculas relevantes (citoquinas, antigenos
especificos del cancer, enzimas convertidoras de prodrogas, RNAi para interferir con puntos de control
inmunolégicos, etc.), asi también como agente oncolitico [revisado en Moreno, 2010; Herndndez-Luna, 2018;
Pangilinan, 2019] que ameritaron incluso el desarrollo de ensayos clinicos en varios tipos de cancer. Nuestro
grupo ha venido trabajando intensamente en el drea por varios anos con aproximaciones diversas.
Utilizando una cepa atenuada de Salmonella Typhimurium (LVRO01) construida especialmente en nuestros
laboratorios, hemos demostrado que una inmunoterapia oral con Salmonella portando genes de citoquinas
es efectiva para la terapia de melanoma [Agorio, 2007], asi como que la administracién intratumoral de
Salmonella en terapia neoadyuvante combinada con un vector de Semliki Forest virus expresando IL-12 es
capaz de eliminar las metdstasis en cdncer de mama [Kramer, 2015], o que la administracion intratumoral
de Salmonella mejora la efectividad de agonistas de TLR de uso clinico en melanoma [Vola, 2018].
Igualmente demostramos fuerte actividad antitumoral de la administracién intratumoral de Salmonella
LVRO1 en animales con linfoma No-Hodgkin (NHL) [Grille, 2013; Grille, 2014]. Mds recientemente demostramos
su eficacia como terapia neoadyuvante en animales con NHL y melanoma bajo tratamientos
quimioterapéuticos [Bascuas, 2018; Chilibroste, en revision]. Sin embargo, mds alld de lo promisorio de los
resultados obtenidos por nosotros y otros varios grupos en el mundo, es claro que los efectos inducidos por
Salmonella en modelos experimentales en general son transitorios y salvo excepciones, no se obtiene
remisién completa, y todavia no han sido transferidos a la clinica. Una comprension mayor de los efectores
moleculares y celulares involucrados tanto en la efectividad terapéutica de Salmonella, como en la
regulacién negativa de dichos efectos que determina lo parcial de la misma, nos permitiria avanzar en el
desarrollo de cepas mds efectivas con capacidad de generar efectos mas potentes y duraderos que
puedan avanzar hacia su aplicacién clinica. En ese sentido, en estudios recientes de nuestro grupo hemos
demostrado que la efectividad terapéutica de la administracién intratumoral de LVR01 es dependiente de
macrofagos y células NK que son fuertemente reclutados hacia el tumor inmediatamente después de la
administracién de la bacteria [Ménaco, enviado a revisidn], resultados que sientan la base para las
hipétesis de investigacion planteadas en el presente proyecto.

En los ultimos anos se ha evidenciado que vacunas basadas en bacterias y/o virus atenuados pueden
inducir efectos no especificos de proteccién contra otras patologias infecciosas y no-infecciosas. En
particular, estudios epidemioldgicos iniciales con la vacuna BCG contra la tuberculosis demostraban que la
misma inducia proteccion no especifica contra patégenos no relacionados [Ponnighaus, 1992; Garly, 2003;
Stensballe, 2005; Aaby, 2011]. Mecanisticamente, sucedia que monocitos de pacientes vacunados con BCG
respondian mads potentemente frente a un estimulo no-relacionado (Candida albicans) [Wout, 1992]. Estudios
posteriores de los Dres. Netea y Joosten de la Radboud Universiteit (Nijmegen, Paises Bajos), demostraron
gue estos efectos son el resultado de modificaciones funcionales inducidas por organismos atenuados o
algunos de sus componentes, via reprogramacion metabélica y epigenética en células de la inmunidad
innata tanto de la linea mieloide (monocito, macréfagos, células dendriticas) como linfoide (células NK,
células linfoides innatas), que les permiten responder mads eficientemente a desafios no relacionados, un
proceso que se denomind inmunidad entrenada [Saeed, 2014; Netea, 2015; Netea, 2016]. Postularon entonces
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que la estimulacién de la inmunidad entrenada era una alternativa con gran potencial para el desarrollo de
terapias adyuvantes en cdncer [Netea, 2017], y demostraron que es un mecanismo crucial detrds de la
efectividad terapéutica de la administracidn vesical de BCG en cdncer de vejiga [van Puffelen, 2020]. Desde
hace 2 anos hemos iniciado una sélida colaboracién con dichos autores para evaluar el rol de la inmunidad
entrenada en el desarrollo de nuevas inmunoterapias, demostrando que la administracidn de un preparado
de Leishmania braziliensis induce inmunidad entrenada y tiene alta efectividad terapéutica en el modelo
experimental de NHL [Manuscrito en preparacidn]. En base a todos estos antecedentes, en el presente
proyecto pretendemos investigar si Salmonella induce inmunidad entrenada en células NK y macréfagos
reclutados al tumor y esenciales para la actividad terapéutica. Dichos estudios contardn con la
colaboracidn de los Dres. Joosten y Netea para andlisis de la inmunidad entrenada potencialmente inducida
por Salmonella en los modelos de melanoma y NHL (ver carta de colaboracién).

De igual manera, en sustento a las hipotesis planteadas en el presente proyecto, nuestros estudios
recientes también demostraron que la administracién intratumoral de Salmonella induce una rdpida
polarizacién en macréfagos infiltrantes de tumor hacia un fenotipo M1 con actividad tumoral, pero que luego
de varios dias esa polarizacidn se pierde coincidiendo con la pérdida de la actividad antitumoral [Ménaco,
enviado a revisidn]. Salmonella induce autofagia células tumorales [Lee, 2014; Liu, 2016] y en macréfagos
[Herndndez, 2003; Birmingham, 2005] y en otros estudios recientes se ha demostrado que la inhibicidon
farmacoldgica de la autofagia induce un cambio en macroéfagos asociados a tumor de un fenotipo M2 pro-
tumoral a uno M1 anti-tumoral [Chen, 2018]. En funcién de todos estos antecedentes, planteamos evaluar si la
autofagia inducida por Salmonella estd involucrada en la pérdida de polarizacién a fenotipo M1 en
macrofagos infiltrantes de tumor y por ende relacionado con lo transitorio del efecto antitumoral observado.
Se ha demostrado que la induccion de autofagia en macréfagos por Salmonella es dependiente de SipB, una
proteina que la bacteria inyecta en las células del hospedador via el sistema de secrecién tipo III de la isla
de patogenicidad 1 [Herndndez, 2003]. Hemos construido un mutante de LVR01 SipB- y pretendemos evaluar
la influencia de esta cepa en el fenotipo de los macréfagos infiltrantes de tumor y su actividad antitumoral.
Por otro lado, es sabido que el rol de la autofagia en cdncer es dual [Towers, 2020], y contrariamente a lo
anterior, se ha demostrado que la autofagia contribuye a la inmunidad entrenada inducida por BCG y a la
efectividad de la terapia en cdncer de vejiga, ya que la inhibicién farmacoldgica de la autofagia bloquea la
reprogramacion epigenética inducida por BCG, inhibiendo su actividad antitumoral [Buffen, 2014]. Con esos
dos antecedentes opuestos, investigaremos el rol de la autofagia en las inmunoterapias basadas en
Salmonella, evaluando la efectividad de la terapia en presencia de inhibidores o promotores de la autofagia
en dos modelos diferentes de cdncer.

En su conjunto entendemos que los resultados de este proyecto aportardn a la comprension mecanistica de
la efectividad de las inmunoterapias basadas en Salmonella y permitirdn el desarrollo de cepas con mayor
efectividad para el tratamiento del cdncer acercando esta aproximacidn a su aplicacion clinica.

Metodologia/Disefio del estudio

La metodologia utilizada involucréd el uso de modelos experimentales de cdncer (ratones con tumor
implantado), y el andlisis exhaustivo de la respuesta inmune innata sistémica. Se analizaron muestras de
sangre, medula osea y tumores, utilizando ensayos in vivo (muestras tomadas del animal y analizadas
directamente), ensayos ex vivo (muestras tomadas del animal y externalmente sometidas a diversas
condiciones experimentales antes de ser analizadas) e in vitro (células derivadas de muestras animales
adaptadas a crecimiento in vitro, analizadas luego de ser sometidas a diversas condiciones
experimentales). Igualmente se realiz6 evaluacidn de la efectividad antitumoral en las diversas condiciones
estudiadas (induccidn de inmunidad entrenada in vivo a corto y largo plazo, inhibicién de la autofagia, entre
otras), evaluando el crecimiento tumoral (medido dia de por medio con calibres especiales) y la sobrevida
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global de los animales con tumor. Al respecto de esto ultimo es importante aclarar que la medida de
sobrevida es tomada por muerte directa del animal, o por eutanasia de los mismos cuando el tumor
alcanzaba los tamahos mdaximos permitidos segun las regulaciones de la Comision Honoraria de
Experimentacion Animal, adonde todos los protocolos de experimentacién deben ser enviados para su
aprobacion previo al comienzo de los experimentos.

Resultados, andlisis y discusién

Los resultados principales obtenidos durante el proyecto son:

* Salmonella incrementa la produccion de citoquinas proinflamatorias en células de médula 6sea. Durante
dichos estudios se logro identificar a las células de linaje mieloide como las responsables de producir
TNFalfa.

* La administracion de Salmonella induce cambios en células de la inmunidad innata que resultan en
actividad antitumoral cuando los tumores son implantados a posteriori. Estos actividad se demostro en
modelos preclinicos tanto de melanoma como de linfoma no-Hodgkin implantados 7 y hasta 30 dias
posteriores a la terapia con Salmonella.

* Salmonella induce tolerancia en monocitos periféricos humanos analizados in vitro. Este mismo efecto de
tolerancia lo observamos tambien usando Salmonella inactivada por calor en ratones.

* Un resultado no esperado y sorprendente fue que la inhibicién de la autofagia in vivo en modelos
preclinicos de melanoma no afecta el efecto antitumoral de Salmonella. Este resultado nos llevo a definir
nuevas estrategias de andlisis que ya estamos comenzando a realizar por fuera de los alcances del
presente proyecto

Un resultado adicional fue que el proyecto nos permitio dar solidez a la colaboracion con investigadores de
Radboud Universiteit (Nijmegen, Paises Bajos), colaboracion que continua con posterioridad al presente
proyecto

Conclusiones y recomendaciones

El proyecto permitié avanzar en el conocimiento de las bases celulares y moleculares del efecto
antitumoral de la inmunoterapia con Salmonella, y en base a ellos delinear hipétesis mds claras de porqué
dicho efecto es potente pero transitorio. Las principales conclusiones basadas en los resultados obtenidos
son:

1) Salmonella modula la respuesta inmune innata generando un preacondicionamiento de la misma que le
permite inducir una respuesta inmune antitumoral en desafios posteriores. Esto es un efecto que tiene
similitudes con el fendmeno de inmunidad entrenada planteado en la hipotesis de partida del proyecto.

2) Sin embargo al mismo tiempo, la administracion de Salmonella genera una modulacién en monocitos con
caracteristicas clara de pardlisis inmune. Este resultado es antagdnico del anterior, y podria servir para
explicar el efecto transitorio de la inmunoterapia con Salmonella, fendmeno que ha sido observado tanto por
nosotros como por otros equipos de investigacion en esta drea.

3) La autofagia inducida por Salmonella no parece tener un rol en la actividad antitumoral de la misma.
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Como recomendacion principal se entiende que es necesario seguir estudiando esto fendmenos. Para ello
ya nos encontramos disenando un estudio para evaluar las modificaciones epigenéticas inducidas por
Salmonella en el microambiente tumoral. Ademds, nos encontramos disefiando una cepa mutante de
Salmonella que no exprese LPS en su superficie, para evaluar su efectividad como inmunoterapia, ya que
esta descrito que el LPS es el principal responsable de generar la pardlisis inmune en las células de la
inmunidad innata.
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