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1.Abreviaturas

AIM-2 Absent in Melanoma-2

ASC Adaptor Protein Apoptosis-Associated Speck

BCG Bacilo Calmette Guerin

BMDM Bone marrow derived macrophages/Macrdéfagos derivados de medula ésea
CASP-1 Caspasa-1

CLR C-type Lectin Receptor/Receptor de lectina tipo C

CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

DAMPs Damage Associated Molecular Patterns/Patrones moleculares asociados al dafio
DC Dendritic Cells/Células Dendriticas

DX Doxorrubicina

FDA Food and Drug Administration

GFP Green Fluorescent Protein/Proteina verde fluorescente

GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor

GSDM-D Gasdermina D

HMGB-1 High Mobility Group Box 1

ICD Immunogenic Cell Death/Muerte Celular Inmunogénica

IDO Indoleamine 2,3-dioxygenase

IFNy Interfer6n gamma

ILX Interleuquina x

KO knock out

LPS Lipopolisacarido

MET Macrophage Extracellular Traps/Trampas Extracelulares de Macréfagos
MOI Multiplicity of Infection/Multiplicidad de infecciéon

MRD Minimal Residual Disease/Enfermedad Minima Residual

NAIP NLR family, apoptosis inhibitory proteins

NET Neutrophil Extracellular Traps/Trampas Extracelulares de Neutroéfilos



NK Natural killer cells
NLR Nod-like Receptor/Receptor del tipo Nod

PAMPs Pathogen Associated Molecular Patterns/Patrones moleculares asociados a
patégenos

PCR Polymerase Chain Reaction/Reaccién en cadena de la polimerasa
PRR Pattern Recognition Receptor/Receptor de Reconocimiento de Patron
PYHIN Pyrin and HIN domain-containing protein

qPCR PCR cuantitativa

rhIL18 Interleuquina 18 recombinante humana

RLR RIG-I Like Receptor/Receptor del tipo RIG-1

ROS Reactive Oxigen Species/Especies reactivas del oxigeno

SCV Salmonella containing vacuole/Vacuola contenedora de Salmonella
SPI-1/2 Salmonella Pathogenicity Island/Isla de patogenicidad de Salmonella 1/2
SST3 Sistema de secrecion de tipo 3

TAA Tumor Associated Antigens/Antigenos asociados a tumor

TGF-f Transforming Growth Factor beta

TI Trained Immunity /Inmunidad Entrenada

TLR Toll-like Receptor/Receptor del tipo Toll

Tregs Células T reguladoras

ufc unidades formadoras de colonia



2.Resumen

Dentro de la gran variedad de tipos de cancer, cuya mortalidad ajustada por cambios
demograficos en general ha disminuido con el paso de los afios, el melanoma resalta por el
gran aumento en su incidencia a nivel mundial, particularmente en personas jévenes. Dada
su inmunogenicidad, es un buen candidato para inmunoterapias y en particular aquellas
basadas en el uso de bacterias como Salmonella se vuelven atractivas por su naturaleza
antitumoral intrinseca. La misma estd mediada en parte por la cantidad de moléculas que
posee que pueden ser sensadas por el sistema inmune desencadenando el inicio de una
respuesta inmune efectiva.

En el presente trabajo nos propusimos avanzar hacia la comprensién de las bases
celulares y moleculares por las que Salmonella Typhimurium LVRO1 (una cepa mutante
metabdlica atenuada) ejerce su efecto anti tumoral en melanoma, en un intento por
generar conocimiento que permita mejorar las estrategias terapéuticas actuales.
Observamos que el tratamiento de melanoma con LVRO1 rdpidamente induce un
programa de expresiéon génica proinflamatorio en el microambiente tumoral. El mismo
promueve el reclutamiento neutroéfilos, macréfagos y células NK, siendo estas dos ultimas
células relevantes en el efecto antitumoral. LVR0O1 también demostré ser capaz de inducir
muerte celular inmunogénica en células tumorales, y particularmente piroptosis,
contribuyendo al ambiente proinflamatorio mencionado mdas arriba. Asimismo,
determinamos que la caspasa-1 es indispensable para el efecto antitumoral de LVR0O1. Por
su parte, evaluamos la relevancia de otras moléculas de LVR01 que podrian contribuir a la
activacion del inflamasoma como Prg], SipB e InvG, determinando que la contribucién
individual de las mismas es limitada y la falta de una se ve aunque sea parcialmente
compensada por las otras. Finalmente, hemos descrito por primera vez un nuevo
mecanismo inmune inducido por Salmonella que actuaria efectivamente eliminandola, que
es la liberacién de trampas extracelulares de macrdfagos. Si bien el andlisis de su
relevancia en el contexto del cancer excede los limites de este trabajo, entendemos que es
un primer paso de suma importancia que cabe profundizar en el futuro cercano.

En suma, entendemos que hemos abordado distintos aspectos que hacen al efecto
antitumoral de Salmonella LVR01 y que estos conocimientos permitirdn avanzar hacia el
uso racional de estas inmunoterapias como complemento de las terapias actuales en un

futuro proéximo.



3.Introduccion

Melanoma

Dentro de todos los tipos de cancer de piel, el melanoma es el tipo de tumor mas agresivo
y aunque no tiene tanta incidencia como otras variantes (ej. carcinomas), es el mas mortal,
dada su habilidad de diseminar rdpidamente a otros 6rganos [1, 2]. En términos generales,
el perfil epidemiolégico del cancer en Uruguay se parece al exhibido por paises
desarrollados, con algunas excepciones, y de hecho Uruguay integra un conjunto de 48
paises en los cuales esta enfermedad ya es la primera causa de muerte prematura (Figura
3.1) [3]. Particularmente el melanoma ha mostrado en Uruguay y el mundo ascensos

significativos tanto en su incidencia como en su tasa de mortalidad [4].

Ranking de cancer
Mortalidad prematura [0-63)

1 (48)
243
3-4(22)
5-10/(59)

Bl sindstes [_] n/=

Figura 3.1. Mapa global que presenta la clasificacion nacional del cancer como causa de
muerte en edades inferiores a 70 afios en el afio 2015. El numero de paises dentro de cada
grupo de clasificacion estan incluidos en la leyenda. Fuente: Organizacién Mundial de la Salud.

Imagen extraida y modificada de Bray et al. 2018 [3].

Terapéutica

El tratamiento estandar consiste desde hace mucho tiempo en la remocién del tumor
localizado mediante cirugia, siendo este acercamiento inefectivo cuando la enfermedad ya
ha diseminado. Asimismo, las células metastasicas remanentes (en caso de que se escinda
el tumor primario) exhiben extrema resistencia a otros tipos de tratamiento [1]. Cuando
la cirugia estad contraindicada para el melanoma in situ, abordajes “convencionales” no
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quirurgicos como el uso de quimioterapia o radioterapia, o imiquimod son aceptados [5].
Histéricamente se asumié que el mecanismo de accidén de estas terapias convencionales
era a través de la generacion de efectos citotéxicos directos sobre las células tumorales,
pero actualmente se sabe que tienen otros efectos, como la induccién de muerte celular
inmunogénica (ICD). La ICD impulsa la inmunidad adaptativa y el establecimiento de la
memoria inmunolégica a largo plazo, inclinando el equilibrio cancer-inmunidad hacia la
inmunidad antitumoral. Esto se logra a través de la liberacién de patrones moleculares
asociados al dafio (DAMPs) que actian como sefiales adyuvantes para impulsar y
potenciar la presentacidon de antigenos tumorales en un contexto activo de la inmunidad
[6].

Las pautas para el tratamiento de enfermedad diseminada han experimentado
muchisimos avances en los ultimos tiempos y son actualizadas peridédicamente, e
involucran tanto el uso de inhibidores de BRAF (vemurafenib, dabrafenib) y MEK
(trametinib, cobimetinib) asi como bloqueo de puntos de control (anticuerpos
monoclonales anti CTLA4 -ipilimumab-, PD1 -pembrolizumab, nivolumab-, PDL1 -
atezolizumab, avelumab, durvalumab-). A pesar de su efectividad, estas terapias presentan
un alto costo y muchas veces vienen acompafiadas de toxicidad y reacciones autoinmunes
(revisado en [7]). Hace menos tiempo aun, la FDA aprobé el uso del primer agente vivo
contra melanoma, un herpesvirus oncolitico genéticamente modificado (talimogene
laherparepvec). Las inyecciones periddicas de este agente mostraron ser efectivas en la

reduccidén del tamafio de las lesiones sin inducir grandes efectos secundarios.

Uso de bacterias como inmunoterapia

Otras alternativas alin en fase de investigaciéon involucran el uso de bacterias para el
tratamiento de melanoma, solas o en combinacidn con otras terapias. A mediados del siglo
XIX algunas bacterias y sus productos fueron utilizados como agentes terapéuticos para
tratar tumores soélidos. El cirujano William Coley observé la regresién de tumores en
pacientes que cursaban infecciones bacterianas y como consecuencia desarrolld una
modalidad de tratamiento basada en extractos bacterianos. La denominada "toxina de
Coley"”, un preparado de S. pyogenes y S. marcescens inducia estados febriles que
estimularian la eliminacién de las células tumorales por el propio sistema inmune del
paciente [8, 9]. Si bien esta modalidad terapéutica luego cay6 en desuso, mas de un siglo
mas tarde, en 2012, se concluyd un fase 1 en el que se evaludé la administraciéon subcutanea
de la toxina de Coley y su consecuente induccién de fiebre. La misma vino acompafiada del
aumento de citoquinas proinflamatorias en suero (IL-6, TNF-a, IFN-y e IL1-3) e incluso se

registré un caso de remisién parcial de cancer de vejiga metastasico [10]. Actualmente el
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unico tratamiento contra el cancer basado en el uso de bacterias fue aprobado por la FDA
hace casi 50 afos para el tratamiento del cancer de vejiga invasivo superficial, y consiste
en instilaciones intravesicales de un preparado concentrado de la cepa atenuada de
Mycobacterium bovis que se utiliza regularmente para inmunizaciones contra tuberculosis
(BCG), mostrando una efectividad de mas del 70% [11, 12]. Respecto a melanoma, se ha
evaluado en ensayos clinicos el uso de BCG en combinacién con inmunoterapias u otros
tratamientos. En el caso particular de ipilimumab el ensayo fue terminado
prematuramente debido al desarrollo de reacciones adversas de alto grado asociadas al
uso de ipilimumab como monoterapia (puntualmente, desarrollo de auto-anticuerpos)
(ClinicalTrials.gov identifier: NCT01838200). Sin embargo, debido al niimero pequefio de
participantes reclutados, los resultados carecen de significancia estadistica y por lo que
aun son necesarios ensayos mas esclarecedores. De todas formas, se ha revisado los
resultados del distintos ensayos clinicos que utilizan tratamiento con BCG en diferentes
estadios de melanoma con resultados un tanto alentadores [13]. Los mecanismos de
accion propuestos para su uso como terapia adyuvante son la liberacién de citoquinas,
activacion y reclutamiento de células inmunes, regulacion de moléculas de adhesiéon y
polarizacién del microambiente tumoral (revisado en [14]).

Otra aproximacién diferente pero que también involucra el uso de bacterias es el
transplante de microbiota fecal (FMT). El mismo se ha evaluado en combinacién con el
tratamiento estdndar para melanoma avanzado (ClinicalTrials.gov identifier:
NCT03772899) o FMT de donantes respondedores a receptores no respondedores frente a
inmunoterapia (ClinicalTrials.gov identifier: NCT03353402) pero ambos ensayos aun se
encuentran en etapa de reclutamiento para un fase 1.

Respecto a Salmonella puntualmente, el inico ensayo clinico en el que se evalud su uso en
el contexto de melanoma fue realizado por Toso y colaboradores en 2002 [15]. En el
mismo se evalud la toxicidad, replicacidn selectiva en tumores y efecto antitumoral de la
cepa de Salmonella Typhimurium atenuada VNP20009. Si bien se alcanz6 niveles elevados
de IL-6, IL-12, TNF-a e IL1-B en suero e incluso colonizacién tumoral en algunos casos,

ningun paciente experiment6 regresion tumoral objetiva.

Sistema inmune: PRRs y PAMPs

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa ante células infectadas o
transformadas, iniciando el proceso de eliminaciéon de las mismas -asi como los agentes
causantes en el primer caso- y reparacién de tejidos. Para esto, cuenta con un amplio
repertorio de receptores de reconocimiento (PRRs) que detectan diferentes patrones

moleculares asociados a patégenos o a dafio (PAMPs y DAMPs, respectivamente) e inician
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la respuesta apropiada para volver a la homeostasis [16]. Los mismos se expresan en
membranas o citosol de macréfagos y células dendriticas, asi como en células inmunes “no
profesionales” como epiteliales, endoteliales o fibroblastos. Se pueden clasificar en cuatro
familias: los de tipo Toll (TLR), los de tipo NOD (NLR), los de tipo RIG-I (RLR) y los de

lectina tipo C (CLR) [17] y se presentan junto con sus ligandos mas importantes en la

Figura 3.2.
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Figura 3.2. Representacion esquematica de la localizacion subcelular de los distintos tipos de
receptores de reconocimiento de patrones asi como sus ligandos mas importantes. Imagen extraida

de Netea y van der Meer 2011[18] .
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Bacterias como Salmonella pueden estimular la activacion de distintos receptores TLR de
la membrana de células del hospedero a través de sus distintos PAMPs, siendo los mas
relevantes en el contexto de la infeccién el LPS constituyente de la membrana y la
flagelina, proteina estructural del flagelo [19, 20]. Estos son reconocidos por los TLR4 y 5,
respectivamente, llevando a una cascada de activacién mediada por la transduccién de
sefiales del adaptador Myd88 [21]. Esto culminara en la produccién de distintas citoquinas
proinflamatorias, quimioquinas y otras moléculas co-estimuladoras a través de la via del
factor nuclear NF-kB cuya finalidad sera controlar la infeccién del patégeno en particular

que desencadend la respuesta en primera instancia [22].

Inflamasomas

A diferencia de los TLR, que son transmembrana, los NLR son receptores citosélicos que
desencadenan una cascada de sefalizacién que se superpone parcialmente con la de los
TLR pero adicionalmente terminara en la activaciéon del complejo del inflamasoma,
descrito por primera vez hace dos décadas por Martinon y colaboradores [23]. Si bien su
estructura es variable, el andamiaje basico de los mismos consiste en un dominio que
actua como sensor y que en general es del tipo NLR o PYHIN, una proteina adaptadora
ASC, que puede o no estar presente, y caspasa-1, que actia como proteasa efectora [24]. La
activacion de estos complejos macromoleculares, inducida por una gran variedad de
estimulos (revisado en [25]), desencadena el autoclivaje de procaspasa-1 inducido por
proximidad, que lleva al clivaje de los precursores pro-IL13 y pro-IL18 a sus formas
maduras, asi como el de gasdermina D (GSDMD), que forma poros en la membrana celular
llevando un tipo de muerte celular programada inflamatoria llamada piroptosis (Figura
3.3) [26-28]. Recientemente se le han atribuido funciones adicionales a la GSDMD. Una de
ellas es formar los poros que facilitan la rapida secrecién de citoquinas inflamatorias de la
familia de la IL1, ya que las mismas carecen de sefial de secrecidn para su liberacién [29].
De hecho, se ha planteado que la abundancia de estos poros, que a su vez depende de la
naturaleza del estimulo [30], puede determinar que las células viables secreten citoquinas
y luego la membrana se autorepare o si se sobrepasa determinado umbral, se entre en
piroptosis y la célula muera [31, 32]. Por su parte GSDMD también tiene funciones
antibacterianas, tanto directa como indirectamente. Por un lado, puede disrumpir la
envoltura nuclear en etapas tempranas de la NETosis para que la cromatina se asocie con
los granulos citoplasmaticos y posteriormente en etapas mas tardias generar los poros
necesarios para que se liberen las trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) que
atrapen y maten patogenos extracelulares [33]. Por otro lado, incluso puede formar poros

directamente sobre la membrana bacteriana al unirse con fosfolipidos de la misma [34].
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Nueva evidencia también expande las funciones del complejo del inflamasoma. Luego de la
activacion y la subsecuente muerte de macréfagos por piroptosis, inflamasomas
funcionales (evidenciados por la presencia de "ASC specks") se acumulan en el ambiente
extracelular, ejerciendo sus funciones habituales de clivaje de pro-IL1B fuera de las
células. Asimismo, macroéfagos viables fagocitan estos complejos, lo que lleva a dafio
lisosomal y activacion del inflamasoma de estos fagocitos, resultando en la amplificacién
de la respuesta inflamatoria. Adicionalmente, otra forma de propagacion de la respuesta
estd causada directamente por la acumulaciéon de ASC, que presentaria caracteristicas
prionoides en medida que los ASC specks extracelulares, altamente resistentes a
proteasas, inducirian la oligomerizacion de ASC dentro de las células [35, 36]. Por todo lo
anteriormente expuesto, las nociones mas actuales al respecto indican que la activacion de
caspasa-1 tiene una variedad de resultados posibles, que se esquematizan en la Figura 3.4.
Esto es particularmente importante en el entendido en que la piroptosis no es
necesariamente beneficiosa, por ejemplo, matar las células prematuramente interrumpiria
la produccion de citoquinas necesaria para atraer células inmunes que pudieran contener
una infeccion. Esta dualidad ha sido ampliamente revisada por otros autores [37] y
abordarla no es el objetivo de este trabajo por lo que para nuestros fines, nos enfocaremos
con los efectos beneficiosos de la piroptosis inducida por Salmonella en el contexto de las

inmunoterapias contra el cancer.
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infectadas. La unidén directa de LPS a la procaspasa-11 causa su dimerizacion y subsecuente
activacion. Esta a su vez recluta procaspasa-1 de la forma descrita anteriormente. Activada por
cualquiera de las dos vias, finalmente la caspasa-1 procesa las citoquinas proinflamatorias pro-IL13
y pro-IL18 para generar IL1f e IL18 maduras, respectivamente. La caspasa-1 también puede iniciar
la piroptosis al escindir la gasdermina D, cuyo fragmento N-terminal formara poros en la
membrana. Asimismo estos fragmentos, a través de su afinidad por la cardiolipina y la
fosfatidilserina, también pueden atacar y matar las bacterias intracelulares. Imagen extraida y

modificada de Qiu et al 2017 [38].
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Figura 3.4. Diferentes resultados de la activacién de caspasa-1. La activacion del inflamasoma

en respuesta a varios estimulos nuclea ASC e induce la maduracion de caspasa-1 que puede causar

piroptosis dependiente de GSDM-D asi como la maduracidén y liberacién de IL1{ e IL18 (abajo,

derecha). Sin embargo, en algunos tipos celulares y fondos genéticos se puede desencadenar solo

piroptosis en ausencia de ASC specks (abajo, izquierda), o solo liberacién de citoquinas en ausencia

(arriba, izquierda) o presencia (arriba, derecha) de ASC specks. Extraido de Franklin et al, 2017

[39].
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Como se mencion6 mas arriba, dentro de la amplia variedad de estimulos activadores del
inflamasoma, se encuentra la bacteria patégena Salmonella, que posee varios PAMPs
capaces de unir a distintos receptores [40]. De esta manera, ella sola es capaz de proveer
los dos estimulos necesarios: el de priming, provisto por LPS u otros PAMPs sensados
extracelularmente por los TLR, y luego el de activacion, sensado a nivel intracelular por

NLRP3 como se describira a continuacién (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Secuencia de dos sefiales necesaria para la activacion del inflamasoma. Para evitar
una respuesta inflamatoria excesiva, la activacion del inflamasoma NLRP3 esta estrictamente
regulada y requiere un proceso de dos pasos. El primer paso es la regulacion al alza de NLRP3 y
pro-IL-1B, que es inducida por la detecciéon de PAMP extracelulares por receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), como LPS por receptor tipo Toll (TLR) 4. El segundo paso es el

ensamblaje del inflamasoma provocado por la detecciéon de PAMPs/DAMPs intracelulares. Imagen

extraida y modificada de https://www.invivogen.com/review-inflammasome-inducers.

Inflamasomas y Salmonella

El inflamasoma NLRC4 presenta algunas particularidades respecto a otros inflamasomas, y
una de ellas es que el oligdmero central del mismo estd formado por dos miembros de la
familia NLR: NLRC4 propiamente dicho y NAIP. La especificidad del complejo esta dada
por este dltimo, que interactia directamente con el ligando bacteriano inyectado en la
célula hospedera mediante el sistema de secrecion del tipo 3 (SST3, se describird mas

adelante). Este inflamasoma responde a flagelina, sensada por NAIP5 y NAIP6, mientras
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que otros componentes del inyectosoma como Prg] o la proteina de la aguja son
reconocidos por NAIP2 y NAIP1, respectivamente. Una vez que NAIP se une a su ligando
especifico, se une a NLRC4 y comienza la formacion del complejo [41, 42]. Cabe destacar
que lo anterior se ha descrito para ratones, ya que en humanos ha sido caracterizado un
unico NAIP que es capaz de reconocer todos estos patrones [43].

Por su parte NLRP3 responde a Salmonella mediante una sefial aun no identificada,
independiente del SST3 (Figura 3.6a y 3.6b). Dada la amplia diversidad en la naturaleza de
los activadores de este receptor es poco probable que NLRP3 los reconozca directamente,
por lo que el consenso es que se sensan sefales celulares inducidas por estos activadores
[44], como por ejemplo el flujo de iones [45]. El sistema de doble sefial mencionado
anteriormente facilita la rapida respuesta ya que NLRP3 se expresa en cantidades
limitadas en condiciones basales pero solo frente a la segunda sefial se ensambla y activa
el complejo, lo que evita inflamacién desmedida que podria generar consecuencias fatales
para el huésped [24, 25]. Ademas de la via candnica de activaciéon, NLRP3 también puede
ser activado de forma no canénica, mediante la unién directa entre LPS citosélico y
caspasa-11 a nivel intracelular que lleva al clivaje de GSDMD (Figura 3.3) [32].

Aunque ambos inflamasomas presentan algunas diferencias, recientemente se ha
reportado la formacién mixta de un Unico inflamasoma que contiene ambos receptores,
inducida en macroéfagos por infeccién con S. Typhimurium [46]. Por otra parte, Broz y
colaboradores demostraron que las cinéticas de ensamblaje de ambos varian, siendo la
activacion via NLRC4 en cuestiéon de minutos luego de la infeccidn mientras que la de
NLRP3 es mas lenta [47]. Una tercera via de activacién por Salmonella fue posteriormente
descrita en células epiteliales, en la cual el factor de virulencia SopE seria el inductor de la
activacion de caspasa-1 (Figura 3.6c) mediante una via adn desconocida. Miiller y
colaboradores demostraron que esta activaciéon jugaria un rol significativo en la
inflamacién intestinal aunque no es suficiente para restringir la replicacién bacteriana
[48]. Finalmente, cabe destacar que NLRP3 y NLRC4 son redundantes frente a la infeccion
por Salmonella, hecho que se comprobé mediante el uso de ratones mutantes para cada
uno o ambos receptores. En el primer caso, los ratones cualquiera de las mutaciones eran
tan susceptibles a la infeccién como los salvajes, mientras que los ratones doble mutantes

demostraron ser mas susceptibles, al mismo nivel que los deficientes en caspasa-1 [49].
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Figura 3.6. Representacion esquematica de las vias de activacién de caspasa-1 en células
infectadas por Salmonella. Ay B son macrdéfagos, C células de origen no hematopoyético. Imagen

extraida y modificada de Franchi et al 2011 [50].

Ademas de las vias anteriormente descritas, una extensiva bisqueda bibliografica reveld
que distintas moléculas presentes en bacterias del género Salmonella podrian tener la
capacidad de activar el inflamasoma y sorprendentemente, todas estan relacionadas con
los sistemas de secrecion de tipo SST3. Estos complejos multiproteicos son empleados por
muchas bacterias Gram negativas para inyectar proteinas efectoras dentro de células
eucariotas, modulando las funciones celulares y promoviendo asi su propia supervivencia
y colonizacién [51, 52]. Particularmente las bacterias del género Salmonella poseen dos
SST3 diferentes, codificados en dos islas de patogenicidad (SPIs por su sigla en inglés) que
actuan secuencialmente en diferentes momentos de la infecciéon [53]. E1 SST3 codificado
en SPI-1 funciona durante el contacto inicial entre la bacteria y la célula eucariota,
translocando efectores que generaran modificaciones en el citoesqueleto celular y llevaran
a su internalizacién (por células no fagociticas). El SST3 codificado en SPI-2, en cambio,
actia una vez que la bacteria se encuentra dentro del fagosoma, y es esencial para la
supervivencia y replicaciéon bacteriana dentro de la célula. Respecto a su papel en la
activacion del inflamasoma, se ha determinado la esencialidad de un SST3 funcional para
la activaciéon de caspasa-1 mediada por Salmonella [54]. De todas las proteinas que

conforman el SST3, algunas estructurales y otras efectoras han sido descritas por
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diferentes investigadores como posibles activadoras del inflamasoma y se resefiaran
brevemente a continuacién (ver Figura 3.7).

Prg] es una proteina estructural que forma parte del aparato de secrecion del SST3 y es
homologa a la flagelina en el extremo C-terminal, por lo que también es reconocida por
NLRC4. Por su parte, InvG también es una proteina estructural, y debido a que forma el
complejo de aguja también se la denomina “secretina”. Si bien hasta la fecha no se sabe
como desencadena la activaciéon de caspasa-1, se postula que al ser estructural podria
favorecer el ingreso de efectores como SipB [55]. SipB y SopE son proteinas efectoras
secretadas por el SST3-SPI-1. Particularmente, SipB es inyectada durante la fase de
invasion celular e induce apoptosis de macréfagos cuando se une y activa caspasa-1,
resultando en la liberacién de IL1beta activa [56]. A pesar de ello, el grupo de Hoffmann no
logro activar caspasa-1 mediante transfeccién con SipB [48]. Por otra parte SipB también
es capaz de generar muerte celular de forma independiente de caspasa-1, conllevando a la
disrupcion de la mitocondria y la induccién de autofagia [57]. Ambos procesos se dan a
diferentes tiempos, ocurriendo el primero en menos de una hora mientras que el segundo
llevaria aproximadamente 5 horas [47]. Ademdas de su funcién efectora directa, SipB
también es requerida para la translocaciéon de otros efectores. Finalmente, SopE es un
activador de Rho GTPasas que induce rearreglos en el citoesqueleto de actina y estimula el
“ruffling” de la membrana, promoviendo el ingreso de la bacteria a células no fagociticas
[58]. En su conjunto, se encontré que la disrupcion de SipB o de InvG suprime
completamente la activaciéon de caspasa-1, incluso en presencia de FliC y SopE,
postuldndose asi que estas proteinas pueden ser responsables del estimulo inicial de
activacion de caspasa-1, mientras que FliC y SopE son responsables de potenciar esta

activacion [55].
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Figura 3.7. Modelo del complejo de aguja de SST3. Se destacan los componentes involucrados en
el control de la longitud de la aguja y el cambio de especificidad del sustrato. El montaje de la aguja
y la “varilla” interna se ve facilitado por la secrecién temprana de los sustratos Prgl, Prg] e Inv].
Luego de que la aguja alcanza una longitud suficiente, el sistema cambia la especificidad del
sustrato a la secrecion de sustratos intermedios (por ejemplo, SipB) y sustratos tardios (por
ejemplo, SptP). La evidencia sugiere que las proteinas Inv] (mostradas en rojo) y las proteinas SpaS
(mostradas en azul) estan involucradas en estos procesos. Imagen extraida y modificada de

Monjaras Feria et al. 2015 [51].
La Triada: Cancer, Inflamasomas y Salmonella

Existe un fuerte vinculo entre inflamacién y cancer, siendo IL1f -y por lo tanto, el
inflamasoma- de los principales actores involucrados en ambos procesos [59]. Dada la
pleiotropia de las citoquinas que se producen frente a estas situaciones, no es evidente si
son beneficiosas o detrimentales, tornandose necesario el andlisis del papel de las mismas
en cada situacion particular. Hasta la fecha, los unicos reportes sobre la activacion del
inflamasoma inducida por una inmunoterapia contra cdncer basada en el uso de
Salmonella fueron publicados por un mismo grupo de investigaciéon en 2015 [60, 61], poco
después del comienzo de esta linea de investigacion. En estos trabajos, la administraciéon
intravenosa de Salmonella Typhimurium atenuada llev6 a la reduccion del tamafio tumoral
de ratones portadores de carcinoma de colon. A nivel de tumor y ganglio drenante se
determiné un reclutamiento aumentado de macré6fagos y dendriticas asi como un aumento

significativo de la expresion y produccién de TNFa, IL1f3 e IL18 a nivel intratumoral.

21



Asimismo, Salmonella indujo in vitro la expresién de varias proteinas relativas al

inflamasoma en macréfagos derivados de médula 6sea (BMDMs) infectados.

Este trabajo de tesis se abocé a la evaluaciéon de una aproximacién inmunoterapéutica
basada en el uso de Salmonella sobre ratones portadores de melanoma. Esto esta apoyado
en las muchas ventajas de Salmonella como inmunoterapia contra el cancer, que han sido
revisadas ampliamente, tanto por nuestro grupo de investigacién como por otros [62, 63].
Entre ellas se destacan:

- Es un bacilo anaerobio facultativo movil, lo que le permite dirigirse y replicar tanto en
zonas hipoéxicas y necréticas de grandes tumores -generalmente refractarias a terapias
estandar [64]- como en areas oxigenadas de tumores mas pequefios o metastasis. Ademas
no es exigente desde el punto de vista nutricional, y presenta bajo costo y facil manejo en
el laboratorio [62].

- Es facilmente modificable, tanto para generar atenuacién como para utilizarla como
vector para expresion de antigenos, ya que la cepa de referencia LT2 fue secuenciada en
2001 y se conoce su genoma completo [65]. Esto hace que pueda presentar patogenia
limitada en individuos inmunocompetentes y a su vez es facilmente controlada con
antibidticos. Asimismo, multiples mutaciones se han llevado a cabo para mejorar su perfil
de seguridad, con aproximaciones novedosas como la atenuacién condicional en el LPS
(inducible, de forma de no sobre-atenuar, lo que llevaria a la disminucién de la
efectividad) [66, 67]. Cabe destacar también en este punto que recientemente se ha
descrito que la inactivacion en el gen aroA, clasicamente utilizada para atenuar cepas que
se utilizardn como vectores vacunales, no solo genera la atenuacién esperada sino que
también aumenta la inmunogenicidad, subrayando su buen potencial como terapia anti-
tumoral [68].

- Puede acumular y replicar preferentemente en el microambiente tumoral [69, 70].
También en este caso se han disefiado estrategias novedosas para maximizar la
acumulacion. Por ejemplo, se ha demostrado que la sobreexpresion del regulador maestro
de movilidad flhDC aumenta la acumulacién intracelular y la colonizacién tumoral hasta 5
veces respecto a la cepa control [71].

- Posee actividad antitumoral intrinseca, dependiente de la cepa y el modelo experimental
[72-74].

Desde el punto de vista inmunolégico, Salmonella subvierte el estado de inmunosupresiéon
del microambiente tumoral regulando a la baja factores inmunosupresores como arginasa-
1, IL-4 y TGF-B, y potenciando la expresiéon de la sintetasa de d6xido nitrico inducible
(INOS) e IFN-y. Esto induce reclutamiento de neutrofilos, macrofagos, linfocitos T

citotoxicos y células NK activadas, induciéndose la muerte celular por distintas vias [75].
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Asimismo mediante la muerte y liberaciéon de antigenos tumorales se genera una especie
de retroalimentacion positiva, donde células presentadoras de antigeno pueden captarlos
y presentarlos a linfocitos T virgenes, generandose asi una respuesta T especifica de tumor
[76, 77]. Por otra parte, Salmonella disminuye la agresividad del tumor mediante la
inhibicién de la angiogénesis y el retraso de la actividad metastasica, hechos que se
encuentran conectados dado que la generaciéon de nuevos vasos no solo permite que el
tumor crezca sino que también provee de una ruta para la diseminacién y establecimiento
de metastasis lejanas [78]. La regulacién de la angiogénesis se orquesta a través del factor
angiogénico VEGF, que es inducido en condiciones de hipoxia por la activacién del factor
de transcripcion HIF-la. Hace poco se ha demostrado que Salmonella induce la
disminucién de la expresién de HIF-1 a y por lo tanto disminuye la expresién de VEGF en
células de melanoma B16F10. Como resultado, animales portadores de tumor inoculados
con Salmonella intraperitoneal mostraron una densidad vascular reducida luego de dos
semanas del tratamiento [79]. Todos estos mecanismos se esquematizan brevemente en la

Figura 3.8.
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Figura 3.8. Inmunoterapia tumoral mediada por Salmonella. Salmonella desencadena el
infiltrado de células inmunes en el tejido tumoral y provoca la autodestruccién de células tumorales
mientras previene la microvascularizacién del tumor y retrasa la migracion de las células

tumorales. Imagen extraida y modificada de Pangilinan et al. 2019 [63].
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En lo que respecta al grupo de trabajo en el que se enmarca esta tesis, también hemos
generado abundantes antecedentes que se mencionan brevemente a continuacién. Hace ya
mas de una década comenzamos la evaluacion el uso de Salmonella como inmunoterapia
en el contexto de melanoma. Inicialmente testeamos su administracion oral, encontrando
que no generaba mejoras significativa en la sobrevida, a menos que estuviera modificada
genéticamente para producir citoquinas como IL4 o IL18 [80]. Posteriormente la
utilizamos via intratumoral, caso en el cual si prolongé significativamente la sobrevida de
los animales sin necesidad de ninguna modificacién adicional, aunque encontramos que
junto con otras terapias como el imiquimod, agonista del TLR7, sus efectos se potenciaban
[81]. Hemos puesto a punto un modelo animal de baja carga tumoral para melanoma
mediante cirugia para la escisién del tumor primario, generando asi contextos semejantes
a los que nos enfrentariamos a nivel clinico. De esa forma corroboramos en ese escenario
el potencial de Salmonella LVRO1 como inmunoterapia anti-tumoral, observando un
retraso en el crecimiento tumoral y una extension de la sobrevida libre de enfermedad y
global de los animales tratados. Asimismo, hemos demostrado que el imiquimod (agente
utilizado cuando el abordaje quirdrgico para melanoma in situ estd contraindicado)
también seria efectivo -al menos en combinacién con Salmonella- para el control de
metastasis distantes, ampliando su potencialidad terapéutica a otros contextos mas
desfavorables [81]. Hemos evaluado favorablemente otras terapias combinacionales,
como la utilizacién conjunta de Salmonella como inmunoterapia y quimioterdpicos como
la dacarbazina, con muy buenos resultados (Chilibroste et al 2021, submitido, ver Anexo
1). A nivel molecular, encontramos que Salmonella induce la produccién de citoquinas y
quimioquinas con perfil tipo Th1 en el microambiente tumoral asi como IgG especificas
contra B16F1 en suero, lo que finalmente repercute en una disminucién de la ocurrencia,
cantidad y tamafio de metastasis comparando el grupo control con el grupo tratado [81,
82]. En forma paralela, en el contexto de mi Tesis de Maestria comenzamos a profundizar
en las bases que subyacen el potencial anti-tumoral de Salmonella, encontrando que la
respuesta inmune montada reside en el aumento en el infiltrado de neutréfilos inducido
por quimioquinas como CXCL1, CXCLZ y otras citoquinas, que a su vez ejerceran
mecanismos tumoricidas. Particularmente logramos mediante un analisis multivariado de
correspondencias establecer la expresion de IFNy como un biomarcador asociado al
tratamiento, que permite discriminar animales sin tratar de aquellos inoculados con
Salmonella intratumoral. Factores resultantes de la activacion del inflamasoma como IL1f3
e IL18 también mostraron tener gran peso en ese andlisis [83]. Por su parte, también
contamos con antecedentes en otros modelos tumorales, principalmente en linfoma a

células B. En ese contexto, también hemos demostrado que Salmonella LVR01 es efectiva
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como inmunoterapia anti-tumoral sola [84] o en combinacién con distintas
aproximaciones como IL2 [85] o quimioterapia (CHOP: ciclofosfamida, doxorrubiina,

vincristina y prednisona) [86].

Por todo lo anteriormente expuesto, entendemos que es necesario el estudio en
profundidad de las bases celulares y moleculares que subyacen el efecto antitumoral de
Salmonella en melanoma y a eso apuntamos con este trabajo. De esta manera esperamos
aportar evidencia que lleve al disefio racional de nuevas inmunoterapias basadas en

Salmonella, en un intento de acercarnos a una posible aplicacion clinica.
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4.0bjetivos

4.1.

4.2,

Objetivo general

Elucidar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la efectividad

de Salmonella como inmunoterapia para melanoma.

Objetivos especificos

1. Caracterizar las poblaciones celulares infiltrantes del tumor y evaluar la
relevancia de las mismas, asi como determinar moléculas y mecanismos
involucrados en la actividad anti-tumoral inducida por S. Typhimurium LVR01

en modelo de melanoma subcutaneo.

2. Establecer el rol del inflamasoma en la respuesta anti-melanoma inducida por

el tratamiento con Salmonella LVRO1.

3. Generar cepas de Salmonella LVRO1 carentes de moléculas activadoras del

inflamasoma para evaluar su contribucion individual al efecto antitumoral.
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5.Materiales y métodos

5.1. Lineas celulares

Los ensayos in vitro fueron realizados sobre las lineas celulares murinas B16F1
(melanoma de baja capacidad metastasica) y J774A.1 (macréfagos), ambas provenientes
de ATCC (American Type Culture Collection) o sobre macré6fagos derivados de médula
Osea, obtenidos como se describe en la siguiente seccién. Para induccién de tumores in
vivo se utilizé en todos los casos la linea celular B16F1, tal como se describe mas adelante
en la secciéon 5.15. Estas células fueron mantenidas en cultivo en medio DMEM High
Glucose (PAA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (PAA) en el caso de
B16F1 y (DMEMsup) y SFB inactivado por calor durante 30 minutos a 56°C en el caso de
J774A.1.

5.2. Obtencion de macrofagos derivados de médula 6sea

Para la obtencidn de macréfagos derivados de médula 6sea se sacrificaron por dislocacion
cervical dos ratones de la cepa salvaje y dos de la cepa caspasa 1/11 ko, de 5-6 semanas de
edad. La diseccién y extracciéon del fémur y tibia se llevé a cabo en condiciones de
esterilidad. Se extrajeron los huesos, eliminando restos de tejido muscular con bisturi, se
limpiaron con alcohol 70% y se colocaron en una placa de Petri con DMEM. Los huesos
fueron cortados en ambos extremos dejando expuesta la médula 6sea. Posteriormente se
inyectaron 5ml de DMEM, se recogieron las células en un tubo y se centrifugaron a 300 g
durante 5 min a 202C, descartdndose el sobrenadante. Luego de lisar los glébulos rojos
durante 1 minuto en hielo con 1ml de buffer ACK (Ammonium Chloride Potassium), las
células fueron lavadas y finalmente resuspendidas en 5 ml de DMEM. Se contaron en
camara de Neubauer con Trypan Blue y fueron resuspendidas a una concentracién final de
5x105 células/ml en DMEM suplementado con 10% SFB y 20% de sobrenadante de cultivo
de células L929 (linea celular que produce M-CSF, y por lo tanto, sesga la diferenciacion de
monocitos hacia macréfagos) junto con antibiético-antimicético 1x (mix de penicilina,
streptomicina y anfotericina B, Sigma). Se recambié el medio de cultivo a los 4 y 7 dias y

finalmente se despegaron los macréfagos con PBS frio y en hielo para sus posteriores usos.
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5.3. Generacion de cepas bacterianas de trabajo

En el contexto del presente trabajo se utilizaron una serie de cepas bacterianas que se
detallan en la Tabla 1. Algunas de ellas fueron desarrolladas especificamente para este
proyecto mediante el método de inactivacién génica en un solo paso descrito por Datsenko
[87]. La estrategia seleccionada se describird a continuacion, y consistié en sustituir los
genes a inactivar por cassettes de resistencia a diferentes antibiético de seleccién. Para
este fin, se comenz6 amplificando por PCR en tiempo final los cassettes de kanamicina
(kan) o cloranfenicol (Cm) o Cm de los plasmidos pKD3 o pKD4 (Tabla 2),
respectivamente, usando los cebadores P1 (forward) y P2 (reverse) reportados por los
autores (Tabla 3). Luego se disefiaron cebadores especificos para cada gen que se deseaba
anular fusionando la secuencia de los primers P1 y P2 a las regiones adyacentes a los
genes a inactivar (Tabla 3), de modo de obtener por PCR el cassette de resistencia
antibidtica fusionado a las regiones adyacentes al gen a inactivar. Estos amplicones
“hibridos” fueron separados en geles de agarosa y la banda correspondiente al tamafio
esperado fue recortada del gel y el ADN extraido con kit QIAEX II (Qiagen). Posteriormente
este ADN se transformd en células electrocompetentes de LVRO1 (previamente
transformadas con el plasmido pKD46 -ver Tabla 2- que contiene la Red recombinasa del
fago clonada bajo el control de un promotor inducible por arabinosa y cassette resistencia
a ampicilina), la cual permite reemplazar el ADN hibrido por el gen que se desea anular
mediante recombinacién homodloga. Las colonias seleccionadas fueron aquellas que
crecieron en presencia de cloranfenicol o kanamicina segliin correspondia, lo cual era
indicativo de la presencia del cassette de resistencia y que a su vez no crecieron en LB +
ampicilina ya que esto indica que perdieron el plasmido pKD46 (que una vez realizada la
recombinacién ya no interesa mantenerlo). Finalmente se verificd la sustitucién de los
genes a anular mediante distintas PCR.

Para el crecimiento de todas las cepas se utiliz6 el medio Luria Bertani (LB) y LB agar
(LBA) suplementado cuando fue necesario con ampicilina (100pg/mL), kanamicina

(100pg/mL) o cloranfenicol (25 pg/mL) (todos los reactivos de Sigma-Aldrich).
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Tabla 1. Descripcion de las cepas utilizadas en el presente trabajo

Nombre Descripcion Referencia
LVRO1 S. Typhimurium P228067 aroC- [88]
LVRO1flag- S. Typhimurium LVRO1 fliC::kanR/fljB::CmR [89]

S. Typhimurium LVRO1 portando el plasmido pKD46,
LVRO1-pKD46

AmpR
prgJ- S. Typhimurium LVRO1 prg/::CmR Este trabajo
sipB- S. Typhimurium LVRO1 sipB::kanR Este trabajo
invG- S. Typhimurium LVRO1 invG::CmR Este trabajo
LVRO1-gfp-rpsM S. Typhimurium LVRO1 expresando GFP bajo el control [90]*

del promotor de rpsM (expresion constitutiva)

* La Dra. Isabelle Hautefort (Institute of Food Research, Norwich, United Kingdom) nos cedid
gentilmente los lisados bacterianos a partir de los cuales la Dra. Lucia Veiga transdujo con fago P22
la cepa receptora (LVR01), generando las cepas de uso.

Tabla 2. Plasmidos utilizados para desarrollar las cepas mutantes mediante método de Datsenko

(87]

Plasmido Descripcién (vector que contiene...)

pKD3 gen cat flanqueado por dos sitios FRT y secuencias P1 y P2, AmpR, CmR
KD4 gen aph(3’) (amino O- fosfotransferasa) flanqueado por dos sitios FRT y

P secuencias P1y P2, AmpR, KanR

PKD46 genes del sistema Red de la recombinasa del fago lambda (y, B y exo) bajo

control del promotor de arabinosa Parap. Replicon termosensible, AmpR
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Tabla 3. Cebadores utilizados para desarrollar las cepas mutantes mediante método de Datsenko

[87]. Las secuencias de algunos de ellos fueron disefiadas especificamente para este trabajo

mientras que otras fueron provistas por los autores.

Nombre Secuencia Ref

P1 5-TGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3" [87]

P2 5’-CATATGAATATCCTCCTTAGTTC-3" [87]

prgJP1 5'TTGATGCTGCCATTATTCAGAACTTCCGTTAATCAGTTATAAGGTGG Este trabajo
ATTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3"

prgjP2 5’'CAGCCGGCAAGGGTCATTACCAGCAGAAAAGTATATAGATATCGACG Este trabajo
AATCATATGAATATCCTCCTTAGTTCC-3’

sipBP1 5'CTAAAAACGGCGGAGACAGAGCAGCACAGTGAACAAGAAAAGGAAT Este trabajo
AATTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3"

sipBP2 5'ATTCCCACATTACTAATTAACATATTTTTCTCCCTTTATTTTGGCAG Este trabajo
TTTATATGAATATCCTCCTTAGTTCCT-3’

invGP1 5'GCGTTTCGCCGCGGAAATTATCAAATATTATTCAATTGGCAGACAAA Este trabajo
TGATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3"

invGP2 5'TGCCGGGACAATATTCTGGAAAATGAAATACCGGAGGTTGAGCCAGG Este trabajo
AATCATATGAATATCCTCCTTAGTTCC-3"

C1b 5’-CGATTCAGGTTCATCATGC-3’ [87]

C2 5-GATCTTCCGTCACAGGTAGG-3’ [87]

prglF 5’-GTAACGCGCAATCGAACAC-3’ Este trabajo

prgkR 5-GCAAGGGTCATTACCAGCAG-3’ Este trabajo

sicAF 5’-GGCAAAAGCGTTGGTCTATC-3’ Este trabajo

sipCR 5-GATTGCGAAGCTGTCTGTGA-3" Este trabajo

invFF 5’-TCATCGCCTTCACATTTTTCT-3" Este trabajo

invER 5’-CAGTATGCTGGGTCGCATC-3’ Este trabajo

Para los casos en los que se utiliz6 la bacteria muerta por calor (LVR01hk), se calent6 a

70°C un cultivo previamente cuantificado durante 10 minutos y luego se reservé a -20°C

alicuotas para su uso posterior. Luego de utilizarse, un remanente se crecié en LB a 37°C

0/N con agitacion para corroborar ausencia de crecimiento bacteriano (en términos de

cambios en la turbidez del medio).
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5.4. Curvas de crecimiento

Para estudiar la relacién entre las modificaciones génicas y la cinética de crecimiento de
LVRO1 fue necesario realizar curvas de crecimiento. Para ello se realizaron diluciones
1/100 en LB a partir de cultivos O/N tanto de LVR01 como de las mutantes y se crecieron
a 37°C con agitacién (200 rpm). Cada una hora se midié la absorbancia a 600nm durante
un periodo de 6 horas aproximadamente y se grafico la densidad 6ptica en funcién del
tiempo. De forma de evaluar lo mismo en un contexto mas relevante para los ensayos

posteriores, se evalué lo mismo en medio DMEM en lugar de LB.

5.5. Ensayos de invasion y replicacion

Se incubaron 5x10°5 células B16F1 o ]J774A.1 en presencia de las distintas cepas de
Salmonella en una relacion bacteria:célula 100:1 durante 1 hora a 372 C en placas de 24
pocillos. Luego de la incubacién se reemplaz6 el medio por medio suplementado con
gentamicina (Sigma, 100 pg/mL) para eliminar las bacterias que no ingresaron a las
células. Luego de 1, 4 o 24 horas se lavaron las células con PBS y se lisaron con Triton-

X100 0,1%. Finalmente se plaquearon diluciones adecuadas en medio LBA para recuento.

5.6. Evaluacion de la capacidad de formacion de biofilms

Para evaluar la capacidad de formar biofilms de las cepas mutantes respecto a la cepa
parental se utilizé un protocolo previamente puesto a punto en nuestro laboratorio,
especificamente para este género bacteriano. Brevemente, se crecid las distintas cepas en
LB a 37°C con agitacién O/N. Posteriormente se realizé una dilucién 1/100 del cultivo en
medio SLB (LB sin cloruro de sodio) y se sembré 150 pL en cada pocillo de la microplaca
por diez-plicado. Se incubé por 3 dias a 20°C y posteriormente se descarté el liquido
cuidadosamente, se enjuagd 3 veces con agua destilada y una vez seca la placa, se
agregaron 200 pL de una solucion del colorante cristal violeta al 1%. Se incubé durante 10
minutos a TA y luego de 3 nuevos enjuagues, queda el colorante tifiendo Unicamente la
biomasa adherida al pocillo. El mismo se disolvié utilizando 200pL de una solucién de
etanol:acetona (80:20) y luego de agitaciéon durante 1 hora se midi6é absorbancia a 562nm
con un lector de placas convencional. La clasificaciéon de la capacidad de formacién de

biofilms se bas6 en lo reportado por Stepanovic et al 2000 [91]:
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OD obtenida Categoria

0D<0dc No formador de biofilm
0Dc<0D<(2x0Dc) Débil formador de biofilm
(2x0Dc) <OD<(4x0Dc) Moderado formador de biofilm
(4x0Dc) <OD Fuerte formador de biofilm

Siendo ODc la OD promedio de la condicién control (LB sin inéculo)

5.7. Evaluacion de la citotoxicidad inducida por Salmonella in
vitro

Para evaluar el efecto de la invasion de las distintas cepas de Salmonella sobre las lineas
B16F1 y J774A.1 se determind la viabilidad celular mediante ensayo con MTT. Para esto,
se incubaron 1x105 células B16F1 o J774A.1 en presencia de las distintas cepas de
Salmonella en una relacién bacteria:célula 100:1 durante 1 hora a 372 C en placas de 96
pocillos de fondo plano. Posteriormente se reemplazé el medio por medio suplementado
con gentamicina (100 pg/mL) para eliminar las bacterias que no ingresaron a las células y
se incubé durante 24 horas en las mismas condiciones. Luego se sustituy6 el medio
nuevamente, esta vez por medio suplementado con ciprofloxacina (50 pg/ml) para
eliminar las bacterias intracelulares capaces de procesar el MTT. Después de incubar
durante 1 hora a 372C y 5% CO, se agreg6 50 uL/pocillo de MTT (bromuro 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-y1)-2,5-difeniltetrazolio) (5 mg/ml) y se incub6 en camara oscura con
papel aluminio durante 4 horas a 372C y 5% CO.. Finalmente se agregé 50 pL/pocillo de
SDS 20% (en agua miliQ) y se incubdé nuevamente en camara oscura por al menos 6 horas
a temperatura ambiente para que se solubilicen los cristales de MTT-formazan. La lectura
de la placa se realiz6 a 570nm a las 16 horas. Se defini6é el porcentaje de citotoxicidad

como el porcentaje de células muertas luego de invasién con Salmonella, calculado como:

Citotoxicidad= 100 -|D.0.a20+salmonella = D.O.saimonella [x100
D.O.AZO - D-O-blanco
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5.8. Evaluacion de muerte celular inmunogénica

Para la determinacion de la capacidad de Salmonella de inducir muerte celular
inmunogénica (ICD) in vitro en células de melanoma, se evalu6 la exposicidn en superficie
de calreticulina y gasdermina-D (marcador de piroptosis, un tipo de ICD) mediante
citometria de flujo. Brevemente, se incubaron las células con las bacterias tal como se
describi6 mas arriba en la seccidn 5.5 hasta el paso de la gentamicina. Luego se incubaron
las células durante 20 horas, se reservd el sobrenadante a -802C y por otra parte las
células se lavaron, se marcaron con una dilucién 1/150 de anticuerpos monoclonales anti-
calreticulina en Alexa Fluor 647 y anti-gasdermina D purificado (ambos de Abcam). Para la
determinaciéon de gasdermina D fue necesario un paso adicional de incubacién con un
anticuerpo secundario anti-rabbit marcado en FITC (Thermo Fisher Scientific). Las células
se analizaron mediante citometria de flujo (FACS Canto II, Becton Dickinson). Por otra
parte, con los sobrenadantes reservados se evalu6 la liberacion extracelular de HMGB-1
utilizando el kit HMGB1 ELISA (IBL INTERNATIONAL), segun instrucciones del fabricante.
Como control positivo en todos los casos se utilizé doxorrubicina 2,5 pM (cedida

gentilmente por la Dra. Sofia Grille).

5.9. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Para todos los ensayos de inmunofluorescencia se comenz6 de la misma forma que los
ensayos de invasién/replicaciéon pero con una concentracién menor de células (1x105) y
poniendo antes un cubreobjetos estéril en cada pocillo. Luego de los tiempos estipulados
para cada tipo de ensayo, las células fueron fijadas durante 30 minutos a 4°C con
paraformaldehido (PFA) 4%. Previo al marcado se incubaron durante 20 minutos a TA con
buffer de no permeabilizacién (BNP) (PBS Ca**/Mg+* + BSA 2% + NH4Cl 50 mM), luego se
lavaron y se permeabilizaron durante 15 minutos a TA con buffer de permeabizaciéon (BNP
+ Tritbn100 0,3%). Para el marcado propiamente dicho se incub6é durante 30 minutos a
TA con una dilucién 1/100 de un anticuerpo primario anti-Salmonella (Pro-Lab
Diagnostics) y luego con el siguiente mix de secundarios, también diluidos 1/100: anti-
rabbit + WGA Texas Red+ Hoescht 33342. En los casos que se usé LVRO1-gfp-rpsM se
omiti6 el paso del anticuerpo primario y el anti-rabbit secundario. Para montar en
portaobjetos se utilizé una gota de ProLong™ Gold Antifade (ThermoFisher), se colocé el
cubre con las células hacia abajo y se sell6 los bordes con esmalte de ufias. Las muestras se
reservaron a -20°C y en el momento de su utilizacién se termostatizaron a TA unos
minutos antes. Para la adquisicién de videos en tiempo real se utilizaron placas de 27mm

con fondo de vidrio (Thermo Scientific). En todos los casos se utilizé el microscopio
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confocal Leica TCS LSI super-zoom del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente

Estable (IIBCE) y el andlisis se realiz6 con el software Image] /Fiji.

5.10. Cuantificacion del proceso de METosis

Para cuantificar el ADN liberado por los macréfagos METo6ticos, se utilizé como base el
ensayo de invasion-replicacién explicitado anteriormente pero en placas de 96 pocillos
compatibles con fluorescencia. Luego de la induccién de METs, ya sea con PMA (Sigma,
200 uM) o LVRO1 (MOI 40:1), en presencia o ausencia de pretratamiento con DNAsa I
(100U/ml), se transfiri6 los sobrenadantes a otra placa. Se completé los pocillos con
medio TE 1x fresco y se agreg6 a ambas placas igual volumen de PicoGreen (Invitrogen,
dilucién 1/200), siguiendo instrucciones del fabricante. Luego de 10 minutos se determind
la fluorescencia en cada pocillo a longitud de onda de excitacidn/emisién de
485nm/520nm con un lector de placas automatico (FLUOstar OPTIMA). Se compar¢ las
lecturas contra una curva standard, realizada a partir de un extracto total de ADN de
células J774A.1 obtenido con el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN) cuya calidad y
cantidad fue previamente chequeada mediante medidas espectrofotométricas a

260/280nm con un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

5.11. Evaluacion de la citotoxicidad de METs sobre Salmonella

Para determinar la citotoxicidad ejercida por las METs sobre LVRO01, se utiliz6 como base
el ensayo de invasion-replicacién explicitado anteriormente pero luego del tiempo de
incubacién de las bacterias con las células no se utiliz6 gentamicina, de manera de
plaquear todas las bacterias que no fueron eliminadas por los diferentes mecanismos
efectores de los macrofagos. Para diferenciar entre los procesos de fagocitosis y METosis
se realiz6 pretratamiento de las células con citocalasina D (Sigma, 10pM) como inhibidor
de fagocitosis o DNAsal (Sigma, 100U/ml) para degradar ADN extracelular, 30 minutos
antes de la infeccion. Finalmente las células se lisaron y se plaquearon diluciones

apropiadas para recuento.

5.12. Evaluacion de la activacion de caspasa-1

Para la evaluacién de activacion de caspasa-1 tanto in vitro (con las células infectadas en
adherencia como se describe en la seccion 5.5 hasta el paso de la gentamicina) como in
vivo (con suspensiones celulares provenientes de homogenizados de tumores tratados) se
utilizé el reactivo FLICA (Immunochemistry Technologies), ya sea en FITC o en APC segiin
correspondiese. Se siguieron las instrucciones del fabricante, incubando las células con el

reactivo durante 30 minutos a 4°C en oscuridad, y luego dejando difundir durante una
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hora adicional la sonda que no se unié especificamente a la caspasa-1 activada. En caso de
requerirse otras marcas, éstas se hicieron posteriormente, tal como se describe en la
seccion 5.17 ya que las temperaturas de incubacién entre ambos tipos de marcaje no son
compatibles. Finalmente las células se resuspendieron en el buffer para este fin provisto y

se analizaron mediante citometria de flujo (FACS Canto II, Becton Dickinson).

5.13. Animales

Para todos los ensayos in vivo se utilizaron ratones C57BL/6] (Dilave), caspasal/11 knock
out (ko) o nlrp3 ko (The Jackson Laboratory) y sus correspondientes littermate
(C57BL/6N]) (IPMont), todos de sexo femenino y 6-8 semanas de edad. Los mismos fueron
mantenidos en el bioterio del Instituto de Higiene, con ciclos de 12 horas luz - 12 horas
oscuridad, a 21 2 C y con agua y racién ad libitum. Todos los procedimientos realizados en
animales de experimentaciéon asi como los experimentadores involucrados en los mismos
fueron aprobados previamente por la Comisién Honoraria de Experimentaciéon Animal

(CHEA) y/o la Comisién Nacional de Experimentacién Animal (CNEA).

5.14. Induccion de tumores y evaluacion del efecto tumoricida
de las cepas de Salmonella

En todos los casos se utilizé6 un modelo cladsico de melanoma subcutaneo, en el que se
inocularon ratones a nivel del flanco derecho por puncidén subcutdnea (s.c.) con una
suspension de 2,5x105 células B16F1 en PBS. Luego de que los tumores se hicieron
palpables (entre los dias 10 y 11) los ratones se dividieron en tantos grupos como se
deseara analizar para el ensayo en particular, con la consideracién de que el volumen
tumoral medio fuera lo mas similar posible, y se les inyecté intratumoralmente (i.t.) una
Unica dosis de 1x10¢ ufc de la cepa de Salmonella en cuestién en un volumen de 100 ml. El
grupo control fue inyectado 100 pL de suero fisiolégico. Se monitore6 periédicamente el
tamafio tumoral, definido como largo x ancho x profundidad x m/6, asi como la sobrevida
de los ratones y se practico eutanasia humanitaria en aquellos que alcanzaron volimenes

tumorales de 4000mm3.

5.15. Deplecion de macrofagos y células NK

Con la finalidad de depletar los macréfagos se implementé un protocolo de inyecciones
intraperitoneales conteniendo liposomas de clodronato (Clophosome®-Clodronate
Liposomes (Neutral), FormuMax Liposome Reagents), utilizando como base las
sugerencias del fabricante asi como lo reportado por Miller y colaboradores en 2015 [92].

El mismo se estandariz6 para inyectar 700 ug en cada dosis, a los dias 9, 14 y 18 post
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implantacion tumoral de manera de cubrir la ventana a la que normalmente observamos
el mejor resultado de la terapia con Salmonella (co-administrada al dia 11). Como control
se utilizaron los liposomas vacios, provistos también por el kit.

Para evaluar la relevancia de las células NK se utilizaron anticuerpos depletantes anti
NK1.1, producidos en nuestro laboratorio (como parte de la tesina de grado de la Bach.
Maria Clara Plata, de quien soy co-orientadora). Brevemente, se cultivd de la linea de
hibridoma PK136 (ATCC), primeramente en DMEMsup y luego en OptiMEM libre de SFB.
Los sobrenadantes ricos en anticuerpos se purificaron mediante filtracion tangencial
seguida de cromatografia de afinidad (AKTA, GE Healthcare). El proceso de purificacién
fue evaluado mediante una electroforesis en gel y la concentracion final de anticuerpos
purificados fue determinada por método de Bradford. El protocolo de deplecion fue puesto
a punto para inyectar a nivel i.p. 100 pgal dia -1 y 0 de la administracién de Salmonella.

En ambos casos la depleciéon fue seguida mediante citometria de flujo de sangre periférica

a distintos tiempos.

5.5. Estudio de la expresion génica

El perfil transcripcional se evalué en lineas celulares infectadas con Salmonella y en
tumores tratados con Salmonella. Los cultivos celulares fueron resuspendidos
directamente en TRIzol. Por otra parte, se sacrificaron ratones a los 3, 8 y 17 dias del
tratamiento y se extrajo material tumoral que se conservo en TRIzol previo a la extraccién
de ARN total. El tejido tumoral se rompié mediante el uso del TissueRuptor (Qiagen). En
todos los casos se obtuvo el ARN mediante extracciéon con cloroformo. Luego de la misma,
su cantidad y calidad de evalué usando medidas espectrofotométricas a 260nm/280nm
mediante NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Previo a la sintesis de ADN copia se traté 1
ng de ARN total con DNAsal (Invitrogen) segin instrucciones del fabricante y luego se
llevé a cabo la retrotranscripcion en un volumen final de 20 pl en presencia de Random
primers (200 ng), dNTPs (0,5 mM), DTT (0,01 M), RNaseOUT (40 U) y enzima
retrotransciptasa M-MLV (Invitrogen). Finalmente se realizé PCR cuantitativa (qPCR) para
evaluar el nivel de expresién de los genes de las Tablas 4-6 utilizando el kit QuantiTect®
SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) en un termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett) o 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). El gen codificante para GAPDH elegido
como gen house-keeping para el andlisis de citoquinas, mientras que el gen codificante
para fB-actina se selecciond para los estudios asociados al inflamasoma y al fenotipo de
macrofagos infiltrantes. Los niveles relativos de ARNm en cada muestra fueron calculados
usando el método 2-24¢t ta] como se describié previamente [93], donde ACt = Ctgen de interss —

Cthousekeeping: A SU vez estos niveles fueron relativizados respecto al grupo control (células
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sin infectar o tumores sin tratamiento). Se utiliz6 la linea de macréfagos murinos J774A.1

como control positivo de presencia y activacion del inflamasoma.

Tabla 4. Secuencias nucleotidicas de cebadores utilizados para estudiar expresion de citoquinas

Nombre Secuencia del cebador
1 mGapdh_F 5-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’
mGapdh_R 5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT-3’
2 mlIFNg F 5-TCAGCAACAGCAAGGCGAAA-3’
mIFNg_R 5’-CCGCTTCCTGAGGCTGGAT-3’
3 mCXCL1_F 5-CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA-3’
mCXCL1_R 5-ACGGTGCCATCAGAGCAGTCT-3’
4 mCxcl2_F 5°-CCCTCAACGGAAGAACCAAA-3’
mCxcl2_R 5’-CACATCAGGTACGATCCAGGC-3’
5 mp35_1112_ F 5-ATCACACGGGACCAAACCA-3’
mp35_1112_ R 5-CAGGCAACTCTCGTTCTTGTGTAGT-3’
6 mCcl2_F 5-AGCTCTCTCTTCCTCCACCAC-3’
mCcl2_R 5’-CGTTAACTGCATCTGGCTGA-3’
7 CCL3F 5-AACATCATGAAGGTCTCCAC-3’
CCL3R 5’-CCAAGACTCTCAGGCATTCA-3’
8 CCL4F 5-GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT-3"
CCL4R 5-GTCTGCCTCTTTTGGTCAGG-3’
9 CCL5F 5-GGTACCATGAAGATCTCTGCA-3’
CCL5R 5°-AAACCCTCTATCCTAGCTCAT-3’
10 mCxcl9_F 5-TGGAGCAGTGTGGAGTTCGA -3’
mCxcl9_R 5’-CCTCGGCTGGTGCTGATG-3"
11 mCxcl10_F 5-GCCGTCATTTTCTGCCTCAT-3"
mCxcl10_R 5’-GCTTCCCTATGGCCCTCATT-3’
12 mTNFalfa_F 5-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3’
mTNFalfa_R 5°- CCTCCACTTGGTGGTTTGCT -3°
13 mlL-6_F 5-GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA-3"
m IL-6_R 5-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3’
14 mIL-10_F 5-CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA-3’
m IL-10_R 5’-TGCTCCACTGCCTTGCTCTT-3’
15 mlL-15_F 5’-CATCCATCTCGTGCTACTTGTGTT-3"
m IL-15_R 5’-AGGGAGACCTACACTGACACAGCCCAAAA-3’
16 mCXCR4_F 5-TTCTCATCCTGGCCTTCATC-3"
mCXCR4_R 5-CTTTTCAGCCAGCAGTTTCC-3’
17 mCXCR7_F 5-GCCGTACCATTTTGTGGTTC-3’
mCXCR7_R 5’-TGCAACGCTGTAAAGAGCAC-3’
18 mCXCL12_F 5-GAAGTGGAGCCATAGTAATGCC-3"
mCXCL12_R 5’-TCCAAGTGGAAAAATACACCG-3’
19 mCCL20_F 5-TTTTGGGATGGAATTGGACAC-3’
mCCL20_R 5-TGCAGGTGAAGCCTTCAACC-3’
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Tabla 5. Secuencias nucleotidicas de cebadores utilizados para estudiar expresion de componentes

moleculares asociados al inflamasoma

Nombre Secuencia del cebador

1 mB-actin_.F 5°-GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT-3"
mB-actin_.R 5°-CGTCATCCATGGCGAACTG-3’

2 m-nlrp3F 5°-TCCACAATTCTGACCCACAA-3’
m-nlrp3R 5-ACCTCACAGAGGGTCACCAC-3’

3 m-nlrc4F 5-CTGGAAAAGGATGGGAATGA-3’
m-nlrc4R 5’-CCAAGGCAGCATCAATGTAG-3’

4 m-ascF 5’-CAGAGTACAGCCAGAACAGGACAC-3’
m-ascR 5"-GTGGTCTCTGCACGAACTGCCTG-3’

5 CasplF 5’-CGCCCTGTTGGAAAGGAACT-3’
CasplR 5’-CCCTCAGGATCTTGTCAGCC-3’

6 mlllbeta_F 5°-CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG-3’
mlllbeta_R 5°-GATCCACACTCTCCAGCTGCA-3’

7 mIL18_F 5-CAGGCCTGACATCTTCTGCAA-3’
mIL18_R 5°-TCTGACATGGCAGCCATTGT-3’

8 mNIrpla F 5-ACAGACATGGACCTCATGGTGGTT-3"
mNIrpla_R 5"-CAACTCCTCCAGGTTTCTGGCTAAC-3’

9 mNIrp1b2 F 5-ATGTGATGGTATGGAATTCAAAAGAACTG-3’
mNIrp1b2_R 5-AACCATACTGGGCAACTGTCAGCTT-3’

10 mNIrplbl F 5-ACACGGTAATATGGAAATGGACAGAATTG-3’
mNIrplb1_R 5-AACCATCCTTGGGGATATCAGTGC-3’

11 mNIrplc_F 5-GACAAGGGCAGTGACAATTGAGATT-3’
mNIrplc_ R 5-ACATTTGGGGTCCTCAGTGTCACT-3’

12 mNIrp6_F 5-AGCTGAGAACGCTGTGTCG-3’
mNIrp6_R 5-AACTTGGGAACCCCGAAGC-3’

13 mNIrp12_F 5-GGACCTGAGCCAGGACAAAA-3’
mNIrp12_ R 5-TGAAAGGTGCTGAGAGCCAG-3’

14 mAIM-2_F  5-AAATGCTGTTGTTGACCGGC-3’
mAIM-2_ R 5-GAGTGTGCTCCTGGCAATCT-3"
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Tabla 6. Secuencias nucleotidicas de cebadores utilizados para evaluar el perfil de macréfagos
infiltrantes de tumor

Nombre Secuencia del cebador

1 Mrcl_F 5-GCATGGGTTTTACTGCTACTTGATT-3’
Mrcl_R 5-CAGGAATGCTTGTTCATATCTGTCTT-3"

2 Tgm2_F 5-CAGGAATGCTTGTTCATATCTGTCTT-3"
Tgm2_R 5"-CAGGAATGCTTGTTCATATCTGTCTT-3"

3 Argl F 5-CAGGAATGCTTGTTCATATCTGTCTT-3"
Argl_R 5’-GTCCTGAAAGGAGCCCTGTCT-3"

4 Retnla_F 5-GTCCTGAAAGGAGCCCTGTCT-3"
Retnla_R 5-GTCCTGAAAGGAGCCCTGTCT-3"

5 Nos2_F 5-GTCCTGAAAGGAGCCCTGTCT-3"
Nos2_R 5°-GTCCTGAAAGGAGCCCTGTCT-3"

5.6. Analisis de células infiltrantes de tumor o ganglio

Para estudiar el reclutamiento de células inmunes al sitio tumoral o a ganglio drenante
luego de la administracién de Salmonella asi como el estado de activacidn del inflamasoma
en neutrofilos y macréfagos o el fenotipo de macroéfagos infiltrantes de tumor se realizé
citometria de flujo. Para ello, los tumores y ganglios fueron extraidos (segun el caso),
mantenidos en hielo y homogeneizados en buffer PBS + 2% SFB + EDTA 1mM mediante el
uso de filtros celulares de manera de obtener una suspensién de células separadas.
Primeramente se bloqueé los receptores Fc de las mismas durante 20 minutos con Fc
block, luego se lavaron y posteriormente se marcaron durante 30 minutos adicionales en
oscuridad a 4°C. En el caso del co-marcado con FLICA (FAM-FLICA® Caspase-1 Assay Kit,
ImmunoChemistry Technologies, MN), este se realizé previo al marcaje con anticuerpos,
por 30 minutos at 37°C, segin protocolo del fabricante. Dependiendo de la finalidad del
experimento y de la disponibilidad y compatibilidad de reactivos se utilizaron distintos
paneles, que se detallan en la Tabla 7. La informacion fue colectada con el citbmetro FACS-

Canto II (Becton Dickinson) y analizada mediante FACS Diva.

Tabla 7. Anticuerpos conjugados a fluoréforos utilizados para inmunofenotipificacién

PANEL 1 PANEL 2 PANEL 3 PANEL 4
FITC FLICA CD8 Ly6G Grl
PE Ly6G CD49b F4/80 MHC-1I (1AY)
PercP Cy5.5 CD11b CD3 MHC-II(IAP)
PE Cy7 - CD4 CD11b CD11c
APC F4/80 CD19 CD11c CD206
APC Cy7 CD11b
Pacific Blue 450 F4/80
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5.7. Cuantificacion de citoquinas mediante ELISA

Para cuantificar la produccién de IL13 y TNFa en sobrenadantes de cultivo se utilizaron
los kit ELISA MAX Deluxe Set Mouse IL-1B o TNFa, respectivamente (BioLegend),
siguiendo instrucciones del fabricante. En el caso de la cuantificacién de IL1f activa en
tumores de ratones tratados, éstos se conservaron en PBS (manteniendo la relacién
masawmor/vVolumenpgs) y antes de la determinacién fueron procesados con TissueRuptor
(Qiagen), continuando posteriormente con el protocolo dictado por el fabricante. Las
placas fueron leidas con un lector de placas de ELISA (Dynex Technologies) a 450nm y los

resultados de lecturas fueron interpolados en la curva standard para este fin generada.

40



6.Resultados y discusion

6.1. Capitulo 1 - Células y moléculas involucradas en la actividad
anti-tumoral de Salmonella

El objetivo de este primer capitulo consiste en definir las moléculas y las células
responsables del efecto antitumoral de Salmonella LVRO1. Para ello, en una primera
instancia se abord¢ la interaccién de LVRO1 con las células tumorales B16F1. Estudios in
vitro realizados en el marco de mi trabajo de maestria no permitieron observar muerte
global de células tumorales inducida por LVRO1, por lo que en este trabajo decidimos
profundizar en este aspecto, diferenciando entre los posibles tipos de muerte inducida de
manera de encontrar algun tipo particular que si se viera modificado por el tratamiento.
Cabe destacar que si bien no se encontré induccién diferencial de apoptosis o necrosis
(datos no mostrados), encontramos indicios de que LVRO1 induce muerte celular
inmunogénica (ICD) in vitro en células de melanoma B16F1. Para esto, comparamos el
porcentaje de células positivas para calreticulina post infeccién, ya que la exposicién
temprana de la misma es una de las hallmarks de ICD [94]. Encontramos que LVRO1
induce un modesto, aunque significativo, aumento en el porcentaje de células no
necrdticas que exponen calreticulina en su superficie respecto a las células sin tratar
(Figura 6.1.1). Como control positivo utilizamos doxorrubicina (DX), ya que se ha descrito
ampliamente como un inductor bona fide de ICD [95], y efectivamente éste también

aumento significativamente (datos no mostrados).

Kk

% células PI/CRT*
5
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Figura 6.1.1. Porcentaje de células no necrdticas positivas para calreticulina 20 horas post

tratamiento de una hora. Datos representativos de tres experimentos independientes.

n=10/condicién. Student’s T test ***p<0,001
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Para continuar profundizando en el estudio de ICD inducida por Salmonella, evaluamos los
niveles de HMGB-1 (otra de las hallmarks de ICD, [96]) en sobrenadantes de cultivo de
células tratadas con LVRO1 o DX. En ese sentido encontramos que efectivamente el
tratamiento con Salmonella induce un discreto aumento en la liberacién de HMGB-1 al
medio extracelular (Figura 6.1.2). Nuevamente como control positivo utilizamos
doxorrubicina, y los niveles obtenidos en este caso (150 ng/ml aproximadamente) son
comparables con los reportados para distintas lineas celulares humanas de cancer de
mama [97], reforzando la validez de nuestro enfoque y nuestros resultados. La
caracterizacién de este mecanismo in vivo no fue posible debido la complejidad del
microambiente tumoral y la sutileza del evento a analizar. Aun asi los datos obtenidos in
vitro sugieren que Salmonella podria iniciar ICD y de esta manera generar el
establecimiento de memoria inmunolégica a largo plazo, influenciando el balance cancer-
inmunidad hacia la inmunidad antitumoral. De hecho, muchos son los agentes utilizados
como inmunoterapias contra el cincer que son conocidos inductores de ICD [98], por lo
que la induccién terapéutica de ICD a través de Salmonella podria representar una

estrategia interesante para estimular una respuesta antitumoral mas potente.
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Figura 6.1.2. Niveles de HMGB-1 en sobrenadantes de cultivos de células B16F1 20 horas post

tratamiento de una hora. n=10/condicién. Student’s T test ***p<0,001

Finalmente evaluamos la induccién de piroptosis, un tipo particular de muerte celular
inmunogénica, a través del estudio de la expresién de gasdermina-D (GSDM-D) en la
membrana de células tumorales. Encontramos que el tratamiento con LVR01 durante una
hora induce un aumento en la expresién de GSDM-D 20 horas post tratamiento (Figura
6.1.3). Esta molécula forma poros en la membrana, que conducen a un tipo de muerte
celular programada con caracteristicas proinflamatorias ya que se libera el contenido
citosdlico [99]. La factibilidad de que LVRO1 activamente induzca la activacién del

inflamasoma se abordara mas adelante en otro capitulo de este trabajo.
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Figura 6.1.3. Porcentaje de células no necrdticas positivas para gasdermina-D 20 horas post

tratamiento de una hora. n=10/condicién. Student’s T test ***p<0,001

Posteriormente se continué caracterizando la accién de LVR0O1 con estudios a nivel in vivo.
Una hipétesis muy aceptada es que el potencial antitumoral de Salmonella se debe a su
capacidad de estimular el sistema inmune. De hecho, sabemos por nuestros antecedentes
del grupo de trabajo que el tratamiento antitumoral con la Salmonella a ratones
portadores de distintos tumores induce unas cascada proinflamatoria de quimioquinas y
citoquinas que a su vez propician el reclutamiento de distintas células que actuaran de
diversas formas, como se resefié al final de la seccién 3 de este trabajo. Por tanto, quisimos
establecer si la mera presencia de los PAMPs era suficiente para que la bacteria pueda
ejercer su efecto antitumoral in vivo. Para ello, se comparé el crecimiento tumoral y la
sobrevida de animales portadores de tumor tratados con LVR0O1 viva o muerta por calor
(LVRO1hk, ver Materiales y Métodos, seccion 5.3). Como se observa en la Figura 6.1.4, el
crecimiento tumoral se ve inhibido solamente cuando se utiliza LVR01 viva, indicando que
ademas de la exposicidn de los PAMPs, se necesitan mecanismos activos de inyeccion de
los mismos y/o que alcancen determinados compartimientos para encontrar sus
receptores y desencadenar asf una respuesta inmune efectiva. A partir de estos resultados,

de aqui en adelante los siguientes experimentos se focalizaron solamente en LVR01 viva.
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Figura 6.1.4. Curva de crecimiento tumoral de ratones C57BL/6 portadores de melanoma tratados
con LVRO1 o LVRO1hk (izquierda), *p<0,05: LVRO1 vs control, 6<0,05: LVR01 vs LVR01hk; y curva
de sobrevida global (derecha), *p<0,05, **p<0,01. n=12-13/grupo.

Siguiendo en linea con la hipotesis planteada anteriormente, el trabajo continué

caracterizando profundamente la respuesta inmune desencadenada por Salmonella.

Perfil de citoquinas

Comenzamos por realizar PCR cuantitativa en tiempo real sobre ARN obtenido de
homogenizados de tumores extraidos a distintos tiempos luego del tratamiento con
Salmonella de manera de establecer el perfil de citoquinas y quimioquinas inducido.
Encontramos un aumento significativo en la expresion de once de las 18 analizadas (ver
Materiales y Métodos, seccién 5.13), al menos para algin punto de los tres evaluados. En
ninglin caso se observd una disminuciéon de la expresién de alguna de ellas luego del
tratamiento con Salmonella. En lineas generales las mayores diferencias en la expresion
ocurren en las 72 horas posteriores al tratamiento, por lo que podemos decir que
Salmonella induce la expresion temprana de un programa esencialmente proinflamatorio
en el microambiente tumoral (Figura 6.1.5). Este perfil molecular explicaria globalmente el
efecto antitumoral inducido por diversas vias que se describen a continuacion. IFNy es la
principal citoquina involucrada en el perfil de una respuesta tipo Th1, necesaria para
combatir el cancer. Tiene actividad antitumoral ampliamente descrita [100] y promueve la
actividad de células NK que a su vez la producen, generando un “loop” positivo. Cabe
destacar que la expresion de IFNy es elevada también a tiempos mas tardios, aunque no
encontramos diferencias significativas respecto al control. Esto se puede explicar por la
gran dispersiéon de los datos, ya que si bien el grupo control en general es bastante
consistente, la administracién de Salmonella amplia mucho la variabilidad del grupo,
considerando todas las variables medidas (distribucién evaluada en el contexto de mi
maestria mediante analisis de componentes principales). IFNy a su vez induce la secrecion

de CXCL9 y CXCL10, citoquinas cuya expresion también vimos aumentada. Ambas se han
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descrito como grandes quimioatrayentes, tanto de macréfagos como de células NK y T,
entre otras, y particularmente CXCL10 posee actividad antitumoral -probablemente
debido a que inhibe angiogénesis [101], por lo que pareceria ser relevante para nuestro
trabajo. Mas recientemente CXCL10 también se ha descrito como una citoquina
mecanisticamente unida a ICD en cancer, y junto con CXCL1 y CCL2 parecen contribuir a la
muerte de células tumorales residuales (revisado en [98]). En el caso de CXCL1 y CXCLZ2,
ambas quimioquinas son fuertemente reclutadoras de neutroéfilos. Sin embargo, resulta
interesante que CXCL1 es también secretada por células de melanoma humano y esta
implicada en su patogénesis [102]. CXCL1 y CXCL2 (que comparten una homologia de
secuencia de aproximadamente 90%) estan involucradas en procesos de angiogénesis,
tumorigenesis y metastasis [103-105] por lo cual su aumento seria un “arma de doble filo”.
IL12 es una potente citoquina que activa la inmunidad antitumoral tanto innata (ya que
activa células NK) como adaptativa a través de la activaciéon de linfocitos T citotoxicos.
Justamente estas células NKy T son grandes productoras de IFNy y TNFa bajo el estimulo
de IL12, y estas moléculas tienen gran relevancia en este contexto como se ha resefiado en
esta seccidn. Igualmente CXCL9, CCL2, CCL3, CCL4 y CCL5 promueven la migracién de LT
CD8+ efectores que ejercen efecto antitumoral. CCL5 también induce la proliferacién de
células NK [106]. Por su parte, la expresion del TNFa aumenta rapidamente (p=0,0009 al
dia 3), ejerciendo su efecto citotoxico en las células tumorales. El mismo se debe a la
activacion local del endotelio vascular (tanto vasodilatacion como aumento de la
permeabilidad vascular), que conduce al reclutamiento de las células inflamatorias

previamente mencionado que provoca la activacidn de los linfocitos T y B.
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Figura 6.1.5. Heat map en el que se representa el aumento relativo respecto al grupo control de los
niveles de ARNm de quimioquinas y citoquinas en homogenizados de tumor de ratones obtenidos
3,80 17 dias luego del tratamiento con Salmonella LVR01. n=4-7 por grupo. Los valores se han
representado como el logaritmo en base 2 del valor real para facilitar visualizacion. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre el grupo LVRO1 y el grupo control sin tratamiento * p<0,05,

% p<0,01, ¥** p<0,001

Si bien la expresién de CXCL12, CXCR4 y CXCR7 no se vio modificada por el tratamiento
con LVRO1 (datos no mostrados), la relacion CXCR4/CXCR7 se ve significativamente
aumentada (p=0,0146 al dia 3). Dado que CXCR7 es un receptor atipico de CXCL12 que
actia como antagonista (evitando su uniéon a su receptor convencional CXCR4), un
aumento en esta relacion reflejaria menor cantidad del antagonista circulante, por lo tanto
mayor disponibilidad de CXCL12 libre para unirse con CXCR4. Esto podria ser favorable ya
que CXCL12 es un fuerte quimiotactico de células inmunes. Sin embargo, también podria

ser negativo ya que se le atribuye un rol importante en la angiogénesis en la adultez [107].

Células involucradas

Respecto a la celularidad infiltrante al tumor, estudiamos el reclutamiento de distintas
células inmunes al microambiente tumoral luego del tratamiento con LVR0O1 mediante
citometria de flujo. Encontramos un aumento significativo en el infiltrado al tumor de

neutrdéfilos, macréfagos, células natural killer (NK) y dendriticas (DC), respecto a los

46



tumores control (Figura 6.1.6). La relevancia de estas poblaciones en el contexto del
cancer se describira en las siguientes secciones. Cabe mencionar que parte de este perfil
de reclutamiento celular coincide con lo reportado en el contexto de la infeccién natural
por Salmonella, en la que tanto neutréfilos como macréfagos y NK migran hacia las placas
de Peyer y los nddulos linfaticos mesentéricos luego de la infeccién [108]. También se han
reportado hallazgos similares en el contexto de cancer de colon, donde la inyeccion
intravenosa de Salmonella indujo reclutamiento de neutroéfilos, macréfagos y DCs tanto a
tumor como a ganglio drenante [60]. Asimismo, resultados previos de nuestro grupo de
trabajo ya han reportado el infiltrado tumoral de neutréfilos a 3 dias post tratamiento [81,
83]. Por otra parte, la evaluacién no arrojé diferencias significativas en los porcentajes en

tumor de células NKT, LT CD8+ o LT CD4+ entre animales tratados y control.
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Figura 6.1.6. Porcentaje de neutrdfilos, macréfagos o células NK respecto al total de células del
homogenizado tumoral 24 horas post tratamiento con Salmonella LVR01. n=4-6 por grupo. *

p<0,05.

Neutrdfilos

Los neutroéfilos son el granulocito mas importante en términos de abundancia en sangre.
Debido a su corto tiempo de vida son de rapida respuesta, por lo que es logico
encontrarlos en las primeras horas posteriores al tratamiento. En cuanto a su movilidad,
responden a estimulos inflamatorios atravesando las paredes de los vasos sanguineos
para migrar hacia los tejidos. Esta quimiotaxis depende de varias de las citoquinas que

encontramos aumentadas en el microambiente tumoral, como IFNy (probablemente
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liberado por las células NK) cuya relevancia se ha establecido previamente en nuestro
modelo [83] y TNFa (probablemente liberado por macréfagos). Una vez en el
microambiente tumoral, los mismos pueden cumplir funciones pro- o anti-tumorigénicas,
y en los dltimos afios se ha establecido que esto se debe a que los neutroéfilos asociados a
tumor (TAN) son en realidad una poblacién heterogénea, diferenciada por su perfil
transcriptomico y que puede ser tanto N1 (anti tumorigénica) como N2 (pro
tumorigénica) [109]. Particularmente, la diferencia mas importante entre los TAN y las
otras poblaciones de neutroéfilos es el gran aumento de produccién citoquinas y las
quimioquinas, lo que sugiere un papel importante de los neutréfilos tumorales en el
reclutamiento de otras células inmunes y en el equilibrio entre la activacién y la supresion
del sistema inmune. En un estudio realizado en ratones portadores de mesotelioma, entre
el amplio grupo de quimioquinas cuyos ARNm se encuentran regulados al alza se
reportaron CCL 2, 3,4, 8,12y 17 y CXCL 1, 2,9 y 16, por lo que los autores caracterizaron
esos TAN como neutroéfilos “clasicos” (o sea, con un perfil N1) [110], y muchas de esas
citoquinas son las mismas que nosotros también encontramos sobreexpresadas. Ademas
de estas funciones “indirectas”, los neutréfilos activados cumplen funciones més directas,
particularmente citotéxicas. Hace mucho tiempo se sabe que particularmente pueden
ejercer efectos antitumorales en distintas lineas celulares [111], y esto puede deberse a la
produccion de especies reactivas del oxigeno, proteasas, agentes perforantes de
membrana y factores solubles como TNFa, IL13 e IFNs (revisado en [112]) -y que nosotros
hemos detectado al alza-, asi como citélisis tumoral dependiente de anticuerpos (ADCC)
[113]. Aunque son poco reconocidos por este rol, también pueden actuar como células
presentadoras de antigeno, direccionando la respuesta inmune hacia tipo Th1 [114]. Sin
embargo, los neutréfilos también pueden ser detrimentales para la terapia antitumoral
basada en el uso de bacterias. En 2008, Westphal y colaboradores describieron que dentro
del tumor la regién necrética que contiene las bacterias estd separada de las células
tumorales viables por una barrera de neutréfilos infiltrantes, y que cuando esos
neutrofilos son depletados, aumentan los recuentos de bacterias intratumorales, tanto en
la zona necrética como en la viable, y que incluso, aumenta la necrosis total, lograndose la
erradicacidén total de tumores establecidos [115]. Resultados recientes de nuestro grupo
de trabajo en los que depletamos neutréfilos mediante la administracién de anticuerpo
anti-Grl (en el marco de la tesina de grado de la Bach. Maria Clara Plata, que co-dirijo),
muestran que tanto los animales depletados como los no depletados tratados con LVR01
exhiben un comportamiento similar, sugiriendo que los neutréfilos no serian relevantes
para la actividad antitumoral de Salmonella. De todas formas, entendemos que ain queda

mucho por estudiar en este sentido, ya que si bien completa, la deplecién fue transiente.
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Audn mas, los niveles de neutréfilos no solo se recuperan rapidamente sino que aumentan a
un 200-300% de los valores originales, cuestionando la validez de las conclusiones en este
sentido. Observamos también que no se hace menciéon a este efecto que nosotros
observamos sistematicamente en otros trabajos que involucran deplecion de estas células,
por lo que es dificil comparar nuestros resultados con los reportados. Sumado a esto,
como se menciona mas arriba seria interesante profundizar en el fenotipo de los
neutrofilos presentes en tumor. Ademas cabe recordar que el anticuerpo anti-Grl que
utilizamos no solo depleta neutréfilos ya que estos marcadores se observan en otras
células (ej. mieloides supresoras) por lo que se puede complejizar mucho mas el andlisis.

Por otra parte, hace algunos el grupo de Ferri y colaboradores de la Universidad de McGill
describi6 la correlacion entre los neutréfilos y las metdstasis en varios modelos de cancer
[116]. Se elucidé que la misma es a través de la producciéon de Neutrophil Extracellular
Traps (NETs), redes de ADN que los neutréfilos utilizan como estrategia para atrapar
patogenos y eliminarlos. Lo interesante es que estas NETs también pueden atrapar células
tumorales circulantes a través de interacciones de integrina 1, pero en lugar de
destruirlas, favorecen el desarrollo de metastasis [117-119]. Si bien ya se sabe que
Salmonella es capaz de inducir NETs [120], nosotros hemos descrito por primera vez que
también es capaz de inducir liberacidén de trampas extracelulares de macréfagos (METs,
del inglés Macrophage Extracellular Traps; ver seccidn 6.2, [121]). Hasta el momento no
hemos estudiado un vinculo entre las METs y melanoma aunque se ha sugerido el nexo
mecanistico entre la deteccién de ADN extracelular y la induccién de ICD en cancer ya que

este DAMP recluta y activa neutroéfilos [122].
Macroéfagos

Por su parte, los macréfagos son células inmunes esenciales para el reconocimiento y
destruccién de organismos, tanto patégenos como células infectadas o transformadas.
Ademas de fagocitar, secretan citoquinas y quimioquinas y presentan antigenos en el
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC-II), moldeando la respuesta
inmune. Son un tipo celular ubicuo y muy diverso, cambiante en funcién de diferentes
estimulos. En el contexto del cancer, son reclutados hacia el tumor atraidos por factores de
crecimiento y quimioquinas (como CCL2 o CCL5, las cuales encontramos aumentadas)
secretados tanto por las células tumorales propiamente dichas como por las del estroma, y
se los denomina Tumor Associated Macrophages (TAM), pudiendo representar hasta un
50% de la masa tumoral [123]. A groso modo, pueden polarizarse en dos tipos, con
funciones opuestas: los macréfagos activados clasicamente (M1) y los macréfagos

activados alternativamente (M2). Mientras que los M1 serian cruciales para la destruccion
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de células tumorales dada su produccion de citoquinas proinflamatorias y especies
reactivas de oxigeno/nitrégeno, los M2 producen citoquinas antiinflamatorias y participan
en la resolucién de la inflamacion. Estos se consideran desfavorables porque no solo
suprimen la inmunidad que eliminara células tumorales, sino que también promueven la
angiogénesis y la remodelacion de la matriz, lo que hace que el microambiente tumoral sea
propicio para la progresion tumoral y la metdastasis [124]. Dado que en nuestro modelo los
macro6fagos aumentan por el tratamiento y se asocian con menor tamafio tumoral esto
sugiere que se sesgarian hacia un fenotipo M1. Ademas, los tipicos estimulos para esta
polarizacién (LPS, IFNy y TNFa) estan todos presentes en el microambiente tumoral, ya
sea como PAMP de la propia bacteria o como citoquinas estimuladas por la presencia de la
misma (Fig. 6.1.5). Por su parte, recientemente se ha reportado que utilizando una cepa de
S. Typhimurium anaerobia estricta se puede, al menos in vitro, inducir el cambio del
fenotipo M2 a M1 [125], lo que in vivo podria reforzar la inmunidad antitumoral.
Asimismo, el grupo de Zheng y colaboradores demostré que utilizando una cepa de S.
Typhimurium modificada genéticamente para secretar flagelina heterdloga (FlaB de V.
vulnificus) se logra reducir el tamafo tumoral y prolongar la sobrevida en ratones
portadores de cancer de color, reduciendose el % M2 intratumorales y

concomitantemente aumentando el % M1, lo que optimiza la inmunoterapia [126].

Para discriminar el perfil de los macréfagos reclutados al tumor, realizamos PCR
cuantitativa en tiempo real sobre ARNm extraido de homogenizados de tumores tratados
con LVRO1, utilizando cebadores para genes cladsicamente asociados a uno u otro fenotipo
(Figura 6.1.7). Por una parte, encontramos que el tratamiento induce una tendencia al
aumento en la expresion de la oxido nitrico sintasa (nos2), consistente con el aumento en
la expresion de TNFa mencionado anteriormente (Figura 6.1.5). Si bien esta tendencia es
clara, la gran desviacion entre los resultados y el poco niimero de animales no nos permite
una conclusion estadisticamente significativa. Sin embargo, aunque ésta no se confirme,
existen indicios de que no solo seria importante un aumento a nivel de transcripto, sino
que también debe considerarse la regulaciéon a nivel epigenético. Se ha sefialado al
inflamasoma NLRC4 y particularmente la caspasa-1 como responsables del clivaje del
regulador de cromatina PARP1, que a su vez llevara a una potenciacion de la expresion de
genes proinflamatorios haciendo mas accesibles los sitios de acceso a NFkB [127]. Como
se presentara mas adelante en este trabajo, LVR01 activa Caspasa-1, por lo que es posible
que el tratamiento intratumoral con esta bacteria induzca modificaciones epigenéticas que
incrementen el ambiente proinflamatorio. Sumado a esto, la disminucién significativa en la

expresion de la resistina RELMa (retna), refuerza la idea de un sesgo M1. Sin embargo
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también observamos un aumento significativo en la expresion de tgm2 y argl, ambos
marcadores de M2. Por su parte mrcl, gen codificante para CD206, se mantuvo
incambiado. Si bien estos resultados en principio podrian parecer contradictorios, se ha
reportado que marcadores clasicos de macréfagos M2 como argl y mrcl también pueden
sobreexpresarse en M1 y por lo tanto no constituyen una marca incuestionable de este

fenotipo, tanto a nivel de ARNm como a nivel de proteina (revisado en [128]).
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Figura 6.1.7. Aumento relativo de los niveles de ARNm de genes clasicamente asociados a
fenotipos M1 0 M2 en homogenizados de tumor, 3 dias luego del tratamiento con Salmonella

LVRO1. n=5-6 por grupo. * p<0,05

De todas formas, para continuar la discriminacién del fenotipo dominante de los
macrofagos infiltrantes al tumor, evaluamos la expresion de CD206 en superficie a
distintos tiempos post tratamiento. Como se observa en la Fig. 6.1.8, la inoculacién
intratumoral de Salmonella rapidamente induce un aumento en la relacién M1/M2 en

homogenizado de tumor. Sin embargo este efecto es transiente ya que al pasar los dias,
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este fuerte sesgo M1 se va perdiendo, para llegar a los 7 dias post tratamiento a niveles

similares al grupo sin tratar.

-e- Control
-~ LVRO1

Relacién M1/M2 en
macroéfagos tumorales
2

0] T T

dias post Salmonella

Figura 6.1.8. Relacion M1/M2 observada en los macro6fagos totales en homogenizados de tumor, 1,

3 0 7 dias dias luego del tratamiento con Salmonella LVR01. n=4-5 por grupo. * p<0,05 ** p<0,01

Para confirmar el rol de los macréfagos en el efecto antitumoral de Salmonella realizamos
una deplecién especifica de esta poblacién mediante el uso de liposomas de clodronato.
Para esto, se puso a punto el esquema de tratamiento que se esquematiza en el panel
superior de la Figura 6.1.9 (por detalles, ver seccién 5.16), lograndose un 50% de
deplecidn sistémica sostenido al menos 3 dias luego de la tltima dosis. Posteriormente, se
aplico este esquema en animales portadores de tumor, y se evalud la progresién tumoral
encontrandose que la deplecién de macroéfagos abole completamente el retardo en el
crecimiento tumoral inducido por LVRO1 (p=0,0182 en el dia 21, comparando el efecto de
LVRO1 en ratones con o sin deplecion; ver Figura 6.1.9, abajo, derecha). En base a lo
discutido anteriormente y a estos resultados, reafirmamos que estos macréfagos
asociados a tumor serian del fenotipo M1. Una observacién cualitativa interesante es que
los animales depletados de macréfagos no solo no lograron combatir el crecimiento
tumoral sino que también exhibieron mayor grado de ulceracién tumoral que los ratones
sin tratar, hecho que atribuimos a la carencia de la actividad reparadora de los macréfagos

que lleva a un estado persistente de injuria no resuelta [129].
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Figura 6.1.9. Arriba. Esquema de deplecidon de macroéfagos. Las jeringas verdes co;responden a
clodronato i.p, las jeringas celestes corresponden a Salmonella i.t.. Abajo. Curva de crecimiento
tumoral de ratones C57BL/6 portadores de melanoma tratados con LVRO1, con o sin deplecion de
macroéfagos (izquierda) y tamanos tumorales al dia 21 (derecha). Datos representativos de dos

experimentos independientes. n=12-13 /grupo. *p<0,05, ***p=<0,001

Como se vera mas adelante en el capitulo 6.3, BMDMs infectados con LVRO1 durante 1
hora aumentan significativamente su produccion de TNFa (Fig. 6.3.3), reforzando ain mas

la teoria de que Salmonella estimula el fenotipo M1.
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Células Natural Killer

Retornando al andlisis de las células infiltrantes al tumor, la otra poblacién celular
significativamente aumentada por el tratamiento son las células NK. Las mismas son
linfocitos de rapida acciéon productores de varias de las citoquinas proinflamatorias
mencionadas mas arriba. Reconocen células transformadas desencadenando rapidamente
programas de lisis o apoptosis en las mismas y son un puente entre la inmunidad innata y
la adaptativa. Tal es la relevancia de las mismas que han sido evaluadas como posibles
terapias celulares contra el cancer, ya sea en el contexto de transplantes autélogos como
alogénicos [130]. Por esas razones entendemos que el aumento de las mismas en el
infiltrado tumoral puede ser importante para combatir las células de melanoma. Sumado a
esto, previamente hemos descrito que el tratamiento con Salmonella en ratones
portadores de melanoma induce niveles circulantes de anticuerpos anti-B16F1 [81], los
que podrian potenciar el efecto citotéxico de estas células -y otras con receptores Fc como
los neutrdéfilos- a través de ADCC.

Para profundizar en el rol de las células NK, utilizamos anticuerpos anti NK1.1 para
depletarlas. Nuevamente, se puso a punto el esquema de tratamiento que se esquematiza
en la Figura 6.1.10 (por detalles, ver seccion 5.16) para luego aplicarlo a ratones
portadores de tumor. En este caso la deplecidn no fue tan eficiente y si bien se lleg6 a un
50% al dia 4 post inicio del esquema, la misma no se mantuvo, disminuyendo a un 33% al
dia 6 y dejando de ser estadisticamente significativa al dia 8 (comparando en todos los
casos los grupos LVR y LVR+Ac NK1.1). Esta deplecién parcial y transitoria inhibe el efecto
antitumoral de Salmonella a tiempos tempranos (p=0,0285 en el dia 16, comparando el
efecto de LVRO1 en ratones con o sin deplecidn; ver Figura 6.1.10, abajo, derecha) pero
luego los niveles celulares se restituyen (dado que no se continué con el esquema de
deplecion) (Figura 6.1.10, izquierda). Cabe destacar en este punto que los anticuerpos
depletantes anti NK1.1 no son especificos tinicamente de las células NK, ya que otras
células inmunes también expresan este marcador. Esta observacion es de particular
relevancia en tanto las células pre-mNK han sido descritas como antitumorales [131] y

podrian estar siendo disminuidas en este contexto junto con las NK.
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Figura 6.1.10. Arriba. Esquema de deplecién de células NK. Las jeringas naranjas corresponden a
anticuerpos depletantes i.p., las jeringas celestes corresponden a Salmonella i.t.. Abajo. Curva de
crecimiento tumoral de ratones C57BL/6 portadores de melanoma tratados con LVRO1, con o sin
deplecion de células NK (izquierda) y tamafios tumorales al dia 16 post implantacién tumoral
(derecha). Las flechas rojas indican las dosis de Ac depletantes y la flecha celeste indica la dosis de

LVRO1. Datos representativos de dos experimentos independientes. *p<0,05
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Células Dendriticas

Estas células representan la dnica poblacién que aumentd significativamente por el
tratamiento con Salmonella tanto en tumor (Fig. 6.1.6) como en ganglio drenante (Fig.
6.1.11). Si bien los porcentajes obtenidos en ambos compartimientos son muy bajos, ain
luego de tratamiento, se sabe que estas células constituyen una poblacién inmune rara en

ellos [132].
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Figura 6.1.11. Porcentaje de células dendriticas (izquierda) y células B (derecha) respecto al total
de células del homogenizado de ganglio drenante 24 horas post tratamiento con Salmonella LVR0O1.

n=5-7 por grupo. * p<0,05.

Las DC son las células presentadoras de antigeno profesionales por excelencia, y esta
capacidad de detectar y fagocitar agentes invasores, procesarlos y presentar péptidos
derivados en su superficie para interactuar con células T en los ganglios linfaticos las hace
un puente entre la inmunidad innata y la adaptativa. Son justamente esas caracteristicas
las que las hacen un candidato interesante para intervenir de forma de mejorar las
inmunoterapias contra el cancer, y de hecho, la primera vacuna contra el cancer aprobada
por la FDA hace ya una década utiliza estas células del propio paciente (sipuleucel-T,
Provenge®). Distintos subtipos de DC tienen roles especificos en la inmunidad
antitumoral. Por un lado, las DC convencionales son clave en el control inmune del cincer
y de hecho su cantidad en tejidos tumorales de pacientes ha demostrado ser un buen
biomarcador prondstico tanto de sobrevida como de respuesta a terapias de bloqueo de
puntos de control [133]. De esta manera, el aumento del infiltrado de las mismas mediado
por Salmonella que observamos puede constituir una estrategia para potenciar la
inmunidad antitumoral. Sin embargo, por otra parte, las DC plasmacitoides (pDC)
reclutadas al microambiente tumoral pueden adquirir un fenotipo del tipo
inmunosupresor/tolerogénico, siendo deletéreas para la terapia [134]. Resultados previos
de nuestro grupo demuestran que efectivamente el tratamiento con Salmonella induce una

disminucién de células pDC en ganglio drenante [81], reforzando el concepto de su rol
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negativo en el contexto de la inmunoterapia. Asimismo, la deteccién de estas células (con
un fenotipo inmaduro pero funcional) particularmente en melanoma pero también en
otros tipos de cancer, se correlaciona con un mal pronéstico (revisado en [134]). Otro
punto interesante es el estado de activaciéon de las mismas, ya que se ha reportado
previamente que a pesar de que se detectan pDC en ganglio centinela, las mismas son
defectivas en producir IFNa in situ y tampoco expresan moléculas coestimuladoras como
CD80 o CD86, sugiriendo un estado incompleto de activacion [135].

En este trabajo se utiliz6 CD11c como uno de los marcadores de superficie para detectar
células dendriticas por lo que entendemos que las que encontramos aumentadas por el
tratamiento constituirian el subtipo convencional (ya que las pDC expresan bajos o nulos
niveles de CD11c en su superficie). Entendemos que esto constituye un hallazgo
interesante que reafirma el potencial de Salmonella de inducir potentes respuestas
antitumorales a través de diversos mecanismos que amerita mayore estudio, por ejemplo,

respecto al estado de activacién de las mismas.

Células B

Respecto a las poblaciones celulares en ganglio drenante, la inica que se vio modificada
por el tratamiento fueron los linfocitos B (p=0,0164), ver Figura 6.1.11. Este aumento
correlaciona positivamente con los niveles de IgG totales anti B16F1 detectados en suero
de animales portadores de tumor 10 dias post tratamiento con LVRO1 previamente
reportados por nuestro grupo de investigaciéon [81], sugiriendo que estos linfocitos B

podrian ser especificos contra el tumor.

A modo de conclusién de esta seccion podemos decir que Salmonella demostré ser capaz
de inducir piroptosis en células tumorales, lo que contribuye la generacién de un ambiente
proinflamatorio propicio para que se monte una respuesta antitumoral efectiva, y muerte
celular inmunogénica, que podria generar una suerte de memoria o proteccién frente a un
siguiente encuentro con las células tumorales. Si bien no encontramos aumento de
infiltrado tumoral de células de la inmunidad adaptativa como LT CD8+, en este modelo
estas células no parecerian tener relevancia, ya que hemos visto que la deplecién total y
sostenida de las mismas no afecta el efecto antitumoral de Salmonella (Tesina de grado
Bach. Maria Clara Plata, en preparacién). Asimismo, el tratamiento de melanoma con
Salmonella LVRO1 intratumoral induce un programa de expresién génica en el
microambiente tumoral que varia con el tiempo pero es esencialmente proinflamatorio. En
paralelo también se promueve el reclutamiento de neutroéfilos, células dendriticas y NK, y

macroéfagos al sitio tumoral, siendo estos dos tltimos relevantes para la correcta ejecuciéon
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del efecto antitumoral. En el siguiente capitulo ahondaremos en otro novedoso rol de los

macroéfagos en el contexto de la infeccién con Salmonella.
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"A veces se encuentra lo que uno no estd buscando"

Alexander Fleming

59



6.2. Capitulo 2 - Liberacion de METs inducida por Salmonella

En el transcurso de este trabajo, evaluando la interaccion de Salmonella con los
macréfagos tuvimos un hallazgo inesperado. En los macréfagos J774A.1 tratados con
LVRO1 y mediante la tincién de ADN con Hoechst observamos la presencia de nubes de
ADN extracelular en la proximidad de las células tratadas con LVRO1. Con la hipétesis de
que podrian ser trampas extracelulares de macréfagos, realizamos distintos ensayos
confirmatorios.

Segun bibliografia, el PMA es un inductor de METs [136] por lo que se incubd las células
durante 30 minutos con PMA y luego se observaron al microscopio confocal. Tal como se
aprecia en la Figura 6.2.1B, el tratamiento con PMA efectivamente induce la liberacién de

estas redes de ADN, mientras que esto no ocurre en las células control (Fig 6.2.1A).

Figura 6.2.1. A. Células J774A.1 sin tratar. B. Células J774A.1 tratadas con PMA 200 uM durante 30
minutos. En rojo: membrana; en azul: ADN. Las flechas sefalan las METs, la barra de medida

corresponde a 10 um.

Posteriormente evaluamos como el tratamiento con Salmonella los inducia, en términos de
cinética y cantidad. Para esto, se evaluaron distintos tiempos de infeccién (10, 30 y 60
minutos) y como prueba de concepto una MOI alta (40:1) en macréfagos J774A.1. La
liberacién de METs inducida a MOI 40:1 se observo desde los 10 minutos y durante todo el
tiempo ensayado, con un tamafio promedio de las fibras de 17 + 10 um, variando entre 7 y
50 micras. Hasta los 30 minutos esto ocurrié sin detrimento de las células involucradas,
pero a los 60 minutos la viabilidad celular se vio seriamente comprometida (Figura 6.2.2,
fila central). Para confirmar la naturaleza de estas redes, evaluamos la induccién de las
mismas frente a un pre-tratamiento con DNAsa [ (100 U/ml). En este caso, no se
encontraron METs aun cuando si se observd enucleacidén celular (Figura 6.2.2, fila
inferior), sugiriendo que el proceso efectivamente tuvo lugar pero el ADN extracelular fue

degradado por la DNAsa 1.
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Figura 6.2.2. Liberacion de METs inducida por Salmonella a t=10, 30 y 60 min. Panel superior:
control sin infectar. Panel central: Células infectadas con Salmonella 40:1. Panel inferior: Células
infectadas con Salmonella 40:1 en presencia de DNAsal. En rojo: membrana; en azul: ADN; en verde:

Salmonella. Las flechas sefialan las METs, la barra de medida corresponde a 10 pm.

Las células J774A.1 son una linea inmortalizada del “tipo macré6fago”, por lo que buscamos
confirmar este fendmeno en condiciones mas acercadas a la realidad, utilizando
macroéfagos derivados de médula dsea. Como se observa en la figura Figura 6.2.3,
Salmonella también induce liberacion de METs en BMDMs luego de 30 minutos de

infeccion a una MOI 40:1.
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Figura 6.2.3. Macroéfagos derivados de médula 6sea infectados con Salmonella. Panel izquierdo:

Control sin infectar. Panel central: BMDM infectados durante 30 minutos con LVR01 40:1. Panel
derecho: Zoom del cuadrado punteado de la imagen entral, para observar la MET. En rojo:
membrana, en azul: ADN, en verde: Salmonella. Las flechas sefialan las METSs, la barra de medida

corresponde a 10 pm.

Posteriormente cuantificamos la liberacién de METs mediante el uso del reactivo Quant-iT
PicoGreen, que une al ADN doble hebra y fluoresce, pero no es permeable a la célula.
Nuevamente se utilizé como control positivo el PMA, encontrando que LVRO1 induce
niveles superiores de liberaciéon que este conocido inductor. La concentracién media de
ADN por estimulaciéon con PMA fue 525+98 ng/ml mientras que para la infeccién con
LVRO1 fue 612+78 ng/ml. El tratamiento con DNAsa I 30 minutos antes de la induccién

result6 en niveles significativamente menores de ADN (Figura 6.2.4).
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Figura 6.2.4. Incremento relativo de ADN extracelular de macréfagos J774A.1. Las células se
incubaron por 30 minutos con PMA o LVRO01, con o sin pretratamiento con DNAsa I. La linea

punteada indica la condicién sin estimular. n=10/condicién. *p<0,05, ***p<0,001.
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Luego se procedi6 a evaluar el porcentaje de células liberadoras de MET a diferentes
relaciones bacteria/célula (MOI 1, 10 y 40:1). Como se observa en la Figura 6.2.5., la
relacion bacteria:célula seria indiferente para la induccion de este mecanismo, que
aumenta significativamente tanto a los 10 como a los 30 minutos. De forma interesante,
luego de 60 minutos el porcentaje de células liberadoras de MET es similar en las
infectadas que en las sin infectar. Esto podria deberse a que minimas cantidades de
material celular liberado por la muerte de las mismas podria actuar como DAMP,
estimulando asi una cascada proinflamatoria que incluye citoquinas como IFNy y TNFa,
ambos conocidos inductores de METs [137, 138]. De esta forma, la produccidn estéril de
METSs podria estar ocurriendo, amplificando el efecto aiin cuando no existe infeccién en
curso. Esta hipotesis fue confirmada transfiriendo sobrenadante de células en cultivo a
células frescas, donde se observo liberacion de METs pero no ocurrié lo mismo en el

control con medio fresco (datos no mostrados).
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Figura 6.2.5. Porcentaje de macrdfagos ]774A.1 liberadores de METS luego de infeccién con
Salmonella. Las células se infectaron por 10, 30 o 60 minutos con Salmonella, MOI 1, 10 o 40. Se
contaron tantos campos como fueron necesarios para contar un minimo de 150 células para cada
condicién. Los resultados se muestran como media + SEM para cada condicién evaluada. * indica
diferencias significativas entre células infectadas y sin infectar al mismo punto de tiempo, *p<0,05,

**p<0,01, Test de Student. Se muestra un experimento representativo de 2 independientes.

Cabe destacar que también observamos y registramos este fendmeno en tiempo real
(Video 1, accesible online como Movie M1 en

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389 /fcimb.2021.639768/full#supplementary-

material). Un andlisis pormenorizado de este video permiti6 clasificar las bacterias segiin
su comportamiento, conformandose cuatro grupos: (1) aquellas que estan atrapadas en la

METSs durante toda la grabaciéon (n=11), (2) otras que exhiben movimiento libre y luego
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son capturadas en la red (n=4), (3) otro grupo que si bien inicialmente se ve retenido
luego logra escapar (n=4) y (4) un ultimo grupo de bacterias que se mueven libremente en
el campo sin ser retenidas (n=72). Asimismo, el seguimiento de las trayectorias muestra
grandes diferencias de cantidad de desplazamiento entre estos grupos [121]. Sumado a
esto, detectamos que una vez liberadas las METs, Salmonella queda atrapada en las
mismas, y muere rapidamente. Esto se evidencia por que el color verde, correspondiente a
la fluorescencia de GFP (vale recordar que en todo este capitulo se utilizé6 una cepa de
LVRO1 que expresa constitutivamente GFP) comienza a “apagarse” inmediatamente luego
de que las bacterias son retenidas en la MET, cambiando finalmente al azul
correspondiente al ADN de la bacteria, sin movimiento ni expresion activa de GFP. Si bien
no fue evaluado, entendemos que esa muerte puede estar dada por las enzimas presentes
en las MET. A MOI mayores, las bacterias se observan mayoritariamente retenidas en
“vacuolas contenedoras de Salmonella” (SCV, del inglés Salmonella-containing vacuoles)
(Video 2, accesible online como Movie SM2 en

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389 /fcimb.2021.639768/full#supplementary-

material). Dado que es sabido que Salmonella es capaz de sobrevivir e incluso replicar en
estas vacuolas [139], quiza este es un mecanismo para evitar la liberacién de las METs. Si
bien estd ampliamente descrito que las NETs tienen amplia capacidad microbicida, no hay
muchos reportes sobre la toxicidad de las METs en bacterias. En un trabajo de 2014 se
observo que las METs inducidas por E. coli tendrian capacidad microbicida limitada,
logrando matar solo un 11% de las bacterias luego de 60 minutos de incubacién [140].
Dadas nuestras observaciones (Video 1) y ese reporte, evaluamos la citotoxicidad de las
METs sobre LVRO1. Encontramos que en condiciones normales, la inducciéon de METs
mediada por LVRO1 deviene en una muerte bacteriana de aproximadamente un 10%,
mientras que la DNAsa I, que degrada ADN extracelular, abole por completo este efecto
(Figura 6.2.6). Considerando la totalidad de las bacterias involucradas en el analisis del
Video 1 mencionado mas arriba, podemos decir que un 16% de las mismas (15/91)
quedaron efectivamente retenidas en la MET (grupos 1 y 2), y si asumimos que luego
serdn muertas, este porcentaje es similar al obtenido mediante este otro ensayo,

reforzando la validez de los resultados.
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Figura 6.2.6. Porcentaje de muerte bacteriana 60 minutos post infeccién de macréfagos J774 con
LVRO1 a MOI 40:1. Las células se incubaron con LVR01, con o sin pretratamiento con DNAsal y
posteriormente se lisaron y se plaqueé el medio en diluciones apropiadas. n=3/condicién. Grafico

representativo de cinco ensayos independientes.

Cabe destacar que en el caso de infeccion a MOI 100:1 no se observo muerte bacteriana
(datos no mostrados). Entendemos que esto podria deberse a que como se mencion6
anteriormente, a MOI mayores Salmonella ingresa a SCVs en lugar de inducir METs, y de
esa forma se protege al tener la capacidad de sobrevivir en las mismas. Al lisar las células
para plaquear la totalidad de las bacterias sobrevivientes, las mismas se liberan al medio
nuevamente y son recuperadas para su recuento. Esto podria sugerir que grandes cargas
bacterianas solo pueden ser controladas por fagocitosis, mientras que la liberacion de
METs es suficiente para controlar cantidades mas pequefias, pero estudios adicionales son
necesarios para probar esta hipotesis.

Por lo tanto, podemos decir que LVRO1 induce la liberacion de METs con limitada
capacidad bactericida. La funcién in vivo de estas trampas extracelulares liberadas por
macréfagos que muchas veces son residentes y por lo tanto, los primeros respondedores
frente a una infeccién, podria ser un freno para la diseminacién de las bacterias, evitando
su propagacion sistémica. Asimismo, las bacterias podrian ser retenidas en esas METs
hasta el reclutamiento de neutréfilos, cuyas NETs son mas efectivas para matar

microorganismos [140].

La ETosis es un novedoso mecanismo inmune descrito por primera vez para neutrdfilos y
recientemente también atribuido a macroéfagos (revisado en [141]). Hasta la fecha, la
liberacién de METs se ha observado en respuesta a una variedad de patégenos, incluyendo
bacterias gram negativas como E. coli, H. influenza, H. somni, K. pneumoniae y M.
haemolytica [136, 142-144]. En este trabajo describimos por primera vez que S. enterica
serotipo Typhimurium también induce este mecanismo, aunque Zhao et al ya habian

reportado la potenciacién de las METs por BCA como una forma eficiente de eliminar
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bacterias, tanto intra como extracelulares [145]; reforzando nuestros resultados que
presentan las METs como un mecanismo bactericida contra Salmonella.

En conclusién, hemos descrito por primera vez un nuevo mecanismo inmune inducido por
Salmonella en macr6fagos murinos. El mismo actda eficientemente reteniendo y
eliminando las bacterias infectantes en cuestion de minutos, con concomitante muerte de
los macrofagos efectores. La relevancia in vivo de este novedoso mecanismo resta por ser
evaluada, pero entendemos que este reporte es un aporte relevante al conocimiento de los
mecanismos inmunes contra patégenos de relevancia global. El estudio de la relacion de
estas METSs con cancer excede el alcance de este trabajo pero definitivamente amerita ser
abordado (y de hecho un proyecto al respecto sera presentado ante los Fondos Vaz
Ferreira convocatoria 2021). De todas formas, algunos asuntos interesantes sobre las
posibles implicancias de las METs inducidas por Salmonella en el contexto del melanoma

seran discutidos en la seccién 7.
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6.3. Capitulo 3 - Rol del inflamasoma en la respuesta anti-tumoral de
Salmonella

Como vimos en la secciéon 6.1, Salmonella LVRO1 induce rdpidamente en las células
tumorales un tipo de muerte celular programada llamada piroptosis, determinada por la
secrecion de GSDM-D. La misma es inducida por caspasas inflamatorias, como caspasa-1y
caspasa-11, que son activadas en los inflamasomas [146]. Este capitulo se aboca al
establecimiento del rol del inflamasoma en la respuesta anti-melanoma inducida por el
tratamiento con Salmonella LVRO1. Con ese fin, primeramente evaluamos la activacién de
caspasa-1 en células B16F1 luego de infeccion con LVRO1 (Figura 6.3.1). Encontramos que
tanto a tiempos tempranos como tardios, LVR0O1 induce significativamente la activacién de

caspasa-1 en células de melanoma.
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Figura 6.3.1. Porcentaje de células B16F1 positivas para FLICA, luego de 4 o 20 horas de infeccidon

con Salmonella. n=3. * p<0,05.

Resultados recabados en mis estudios de maestria arrojaron que las células B16F1 en
cultivo no expresan niveles detectables de ARN mensajero para Nirp3 ni Nirc4, ambos
descritos hasta ahora como los unicos receptores del inflamasoma activables por
Salmonella. En un intento por establecer la via por la cual Salmonella activaria caspasa-1
en células tumorales, en este trabajo buscamos mensajeros para todos los demas
receptores citosdlicos conocidos capaces de iniciar el ensamblaje del inflamasoma (ver
lista completa de genes en Materiales y Métodos, Tabla 4). No se encontr6 expresion de
ARNm de ninguno de ellos por lo que sigue siendo imperativa la busqueda del receptor
que inicia la respuesta. Una hipotesis que podria explicar la activacién del inflamasoma
independiente de NLRP3 y NLRC4 es que el LPS de Salmonella una directamente a
caspasa-11, iniciAndose la activacion no candnica del inflamasoma resefiada en la
introduccién de este trabajo. Existen varias hipotesis sobre cdmo el LPS accederia a la

caspasa-11 citopldsmica, pero se sabe que Salmonella tiene mecanismos de escape de la
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SCV al citosol [147], estando reportado que en los primeros 90 minutos hasta un 20% de
las bacterias fagocitadas pueden acceder a este compartimento [148]. Asimismo, estudios
recientes indican que la SCV es una estructura dindmica que se agranda y se achica
constantemente, y en ese proceso bacterias también acceden al citosol [149]. Otra
posibilidad es la liberacién de Outer Membrane Vesicles (OMV) como vehiculo para llevar
el LPS bacteriano al citosol [150]. De forma interesante, en todos estos casos el LPS se
uniria a una caspasa-11 que actuaria mas como receptor que como efector, demostrando
una vez mas la versatilidad de funciones que ejercen estas proteinas. Cabe destacar que
todas las posibilidades aqui presentadas no son mutuamente excluyentes por lo que es
altamente probable que ocurran simultineamente o al menos secuencialmente en las
mismas células. Nuestros resultados indican que 17 horas luego de infeccién de células
B16F1 con Salmonella durante una hora, se estimula significativamente la expresién de
caspasa-11 a nivel de ARN mensajero (Figura 6.3.2), por lo que podriamos sugerir que el
LPS de Salmonella esta siendo detectado a nivel citosdlico, conllevando a un aumento de la

activacion no canonica del complejo del inflamasoma.

casp-11

51

Aumento relativo de
niveles de ARNm

Figura 6.3.2. Aumento relativo de los niveles de ARNm de caspasa-11 en células B16F1 17 horas

post infeccion con Salmonella LVR0O1 durante 1 hora. n=3 por condicién. * p<0,05

Considerando que se ha reportado que la produccién de IL1B y TNFa por parte de
macroéfagos estd asociada al control tumoral [61] y la relevancia de la activacién del
inflamasoma en el contexto del tratamiento de cancer con Salmonella [60], evaluamos la
produccion de IL1B y TNFa por parte de BMDM extraidos de ratones deficientes en
caspasa-1/11 (a partir de ahora casp-1/11 ko) o su contraparte no defectiva (littermate
C57BL/6N], a partir de ahora wt), infectados in vitro con Salmonella durante 1 hora.
Mientras que IL1B no pudo ser detectada en sobrenadantes de cultivo, encontramos
resultados interesantes para TNFa (Figura 6.3.3). Tanto en el caso de los macro6fagos wt

como ko, encontramos que LVR01 induce un aumento de la liberacién de TNFa respecto a
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las células sin infectar. Sin embargo, este aumento es significativamente mas pronunciado
en los ratones carentes de caspasa. Estos resultados podrian indicar una posible via de
respaldo de muerte celular post infecciéon en casos que la piroptosis no puede actuar,
decantando por ejemplo, por entrar en necroptosis. Este fenémeno de redundancia de vias
de muerte celular no es nuevo y ha sido descrito como un posible mecanismo evolutivo de
“backup” (revisado en [151]). Particularmente la muerte por necroptosis en ausencia de
caspasas ha sido descrita anteriormente, aunque por inhibicién de caspasa-8 y no 1/11

(ampliamente revisado en [152]).
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Figura 6.3.3. Niveles de TNFa en sobrenadantes de cultivo de BMDM wty casp-1/11 ko 1h post

tratamiento con Salmonella. n=3/condicién. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Como siguiente paso nos planteamos definir si la activacién del inflamasoma mediada por
Salmonella esta involucrada en la respuesta antitumoral inducida. Resultados previos de
mi trabajo de maestria indican que el tratamiento con Salmonella induce en el
microambiente tumoral el aumento en la expresidon de los receptores Nirp3 y Nirc4, asi
como pro-IL1B. Dado que no detectamos expresion de estos mRNAs en células tumorales
in vitro, entendemos que el aumento en la expresion de estos genes se corresponde a las
células inmunes infiltrantes del tumor. Para profundizar en este asunto usamos ratones
casp-1/11 ko, ya que sus células inmunes son defectivas para la correcta activacién del
inflamasoma, mientras que las tumorales implantadas en ellos no lo son. En ese sentido,
primeramente verificamos que la implantacién de tumores B16F1 fuera equiparable entre
los ratones wt y los casp-1/11 ko. Comprobamos que los tumores B16F1 crecen con la
misma cinética en ambas cepas de ratones y que la sobrevida de ambas es comparable
(figura 6.3.4.A) por lo que este modelo sirve para el uso propuesto. Posteriormente,

evaluamos crecimiento tumoral y sobrevida de ratones wt o casp-1/11 ko luego de la

69



administracion de una Unica dosis intratumoral de Salmonella. Tal como se observa en la
Figura 6.3.4.B, el efecto antitumoral de Salmonella se ve abrogado en los ratones casp-
1/11 ko, cuyo crecimiento tumoral y sobrevida es similar al de los ratones sin tratamiento.
Esto nos permite afirmar que el efecto antitumoral de Salmonella esta, aunque sea en

parte, mediado por la activacion del inflamasoma en células no tumorales.
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Figura 6.3.4. Curvas de crecimiento tumoral y sobrevida de ratones wt y casp-1/11 ko durante la
puesta a punto (A) o luego del tratamiento con Salmonella (B). n=12-13/grupo. * p<0,05, ** p<0,01,
PBS vs. LVRO1.

Asimismo se evalué mediante ELISA la produccién de IL1f a nivel de microambiente
tumoral, encontrandose un aumento significativo en los niveles de proteina madura sélo

en los ratones casp-1/11 wt (Figura 6.3.5).
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Figura 6.3.5. Niveles de IL13 en homogenizados de tumores de ratones wt y casp-1/11 ko 24 hs
post tratamiento con Salmonella. Datos representativos de tres ensayos independientes. n=12-

13/grupo. * p<0,05 PBS vs. LVRO1.

Si bien las diferencias observadas son significativas solo en el caso de los ratones wt, es
llamativo que de todas formas observamos produccion de IL1 en los ratones
caspasal/11 ko, con o sin tratamiento. En este punto cabe recordar que los animales son
casp1l/11 ko pero las células tumorales implantadas no lo son, por lo que una explicacién
podria ser que toda la IL1[3 provenga de las células de melanoma. Sin embargo, resultados
previos de mi trabajo de Maestria sugieren que estas B16F1 no serian la fuente de esta
citoquina, ya que no detectamos mensajeros de Il1b en cultivos celulares de las mismas.
Recientemente y cada vez con mads énfasis se ha sehalado por diferentes grupos de
investigacién que existe una intima conexion entre las vias ejecutoras de los distintos tipos
de muerte celular y que incluso el inflamasoma, la caspasa-1 y la caspasa-8 tienen roles
redundantes, y se pueden activar en un complejo PAN-optético para promover
inflamacién (revisado en [153], ver seccién 7 de este trabajo). Esto sugeriria entonces que
la caspasa-8, clasicamente clasificada como apoptética, podria estar siendo la responsable

del clivaje de IL1.

A nivel celular analizamos el reclutamiento de neutroéfilos y macréfagos al tumor 24 horas
luego del tratamiento con Salmonella, tanto en ratones wt como caspasa-1/11 ko. En
lineas generales, encontramos que los ratones caspasa-1 ko fallan al reclutar neutréfilos y
macroéfagos al sitio tumoral en comparacion con los ratones wt (Figura 6.3.6, arriba), y a su
vez en estas células reclutadas aumenta significativamente la activacién de caspasa-1

(Figura 6.3.6, abajo).
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Figura 6.3.6. Porcentaje de neutrdéfilos y macroéfagos infiltrantes de tumor (arriba) y FLICA+
(abajo) 24 hs post tratamiento con Salmonella. Datos representativos de dos experimentos

independientes. n=4-7/grupo. * p<0,05

Se sabe que Salmonella activa el inflamasoma a través de los receptores Nlrc4 y Nlrp3
[146]. A su vez, trabajos previos de nuestro grupo de investigacion utilizando una cepa de
Salmonella LVRO1 carente de flagelina (LVRO1flag-) revelan que la misma (que es
reconocida por Nlrc4) no tiene gran relevancia en el efecto antitumoral de Salmonella
[154]. Dadas ambas observaciones nos planteamos definir atin mas la participacion del
inflamasoma en el efecto antitumoral, utilizando ratones deficientes en Nlrp3 ya que este
receptor estd “mads arriba” en la cascada molecular de activacién de Caspasa-1. En ese
sentido, nuevamente verificamos que la implantacién tumoral fuera equiparable a los
ratones wt y comprobamos que los tumores B16F1 crecen con la misma cinética en ambas
cepas de ratones y que la sobrevida de ambas es comparable (datos no mostrados).
Posteriormente evaluamos crecimiento tumoral y sobrevida de ratones wt o nlrp3 ko
luego del tratamiento y tal como se observa en la Figura 6.3.7, el tratamiento con
Salmonella induce un retardo en el crecimiento tumoral tanto en wt como en ko. Sin
embargo, la diferencia en el retardo del crecimiento es mas evidente en el wt que en ko lo
que se refleja en que en la grafica de sobrevida solo observamos una prolongacién
significativa debida al tratamiento en los animales wt. Creemos importante sefialar que
ocasionalmente si hemos observado mayor sobrevida por el tratamiento en los ratones ko

(ver grupos correspondientes en Fig. 6.3.8 B), por lo que creemos que nos encontramos en
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“ ine”, donde en todo caso, siempre hay una tendencia a la mejoria

inducida por Salmonella.
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Figura 6.3.7. Curvas de crecimiento tumoral y sobrevida de ratones wt y nlrp3 ko luego del

tratamiento con Salmonella LVR01. n=12-13/grupo. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 PBS vs. LVRO1.

Dadas estas observaciones nos propusimos ir un paso mas adelante, combinando el uso de
ratones deficientes en Nlrp3 con el uso de la cepa LVR01flag-. En ese sentido, encontramos
resultados interesantes. Primeramente, observamos que en los ratones wt, Salmonella
exhibe efecto antitumoral ain en ausencia del flagelo (wt-PBS vs wt-LVRO01, p<0,0001; wt-
PBS vs wt-LVRO01flag-, p=0,0073) (Figura 6.3.8A). Este hecho, ya observado en mi tesina de
grado en un modelo de linfoma a células B (presentado en forma oral en [154]), podria
deberse a la redundancia existente entre Nlrp3 y Nlrc4 [47]. Sin embargo, en ausencia de
NIrp3 Salmonella mantiene su efecto antitumoral solamente cuando tiene flagelo (ko-PBS

vs ko-LVRO01, p=0,0212; ko-PBS vs ko-LVRO1flag-, p=0,2195) (Figura 6.3.8B).
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Figura 6.3.8. Curva de sobrevida de ratones wt (A) y nlrp3 ko (B) luego del tratamiento con

Salmonella LVRO1 o LVR01flag-. (C) Comparacion entre wt-PBS y ko-LVR0O1flag-. n=12-13/grupo.

A pesar de todo esto, cuando comparamos animales wt sin tratar con animales ko tratados
con Salmonella aflagelada (o sea, en ausencia de NIrp3 y la sefial mas estudiada para
Nlrc4), aun encontramos diferencias significativas en la prolongacién de la sobrevida, de
mas de una semana (wt-PBS vs ko-LVR01flag-, p=0,0111) (Figura 6.3.8C). Esto nos daria la
pauta de que Salmonella tiene otras formas de inducir, ya sea directa o indirectamente, el
reconocimiento in vivo y asi desencadenar mecanismos que conllevan a una respuesta
efectiva contra el melanoma. En el siguiente capitulo ahondaremos en esas moléculas que

podrian estar contribuyendo al efecto antitumoral de LVRO1.
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Dados los resultados expuestos hasta aqui, la activacion del inflamasoma inducida por
Salmonella pareceria ser esencial para el efecto antitumoral de la misma. Esto estd en
concordancia con reportes del grupo de Min y colaboradores, que evaluaron la supresion
de varios tipos de carcinoma de colon en ratones tratados de forma intravenosa con
Salmonella Typhimurium atenuada [60, 61]. Al igual que ellos, nosotros encontramos que
esta induce rapidamente a nivel intratumoral el aumento significativo en los mensajeros
de IL1B y TNFa, asi como un aumento en el nivel de IL1p secretada. Respecto a TNFa,
nosotros también encontramos aumentos importantes a nivel de mensajero pero no
evaluamos a nivel de proteina. Uno de los mecanismos sugeridos por los autores involucra
la liberaciéon ATP como sefal de dafio por parte de las células tumorales infectadas con
Salmonella, mientras que nosotros reportamos en este trabajo que LVR0O1 induce en las
células tumorales la liberacion de HMGB-1, otro patrén molecular asociado a dafio. Por
otra parte, ellos resaltan la importancia de la interaccién directa entre bacterias y
macroéfagos, que desencadena el aumento en la expresion de componentes asociados al
inflamasoma por parte de estos ultimos. En ese sentido, fuimos un paso mas adelante, al
evaluar el efecto de Salmonella en animales deficientes en inflamasoma, comprobando la

relevancia de este complejo.
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6.4. Capitulo 4 - Evaluacion de la contribucién individual de distintas
moléculas activadoras del inflamasoma al efecto antitumoral de
Salmonella

Dados los resultados presentados anteriormente, en este capitulo nos abocamos a generar
y evaluar tanto in vitro como in vivo cepas de Salmonella LVR0O1 carentes de moléculas
activadoras del inflamasoma, de forma de estudiar la contribucién individual de estas
moléculas al efecto antitumoral observado. Mediante herramientas bioinformaticas
corroboramos la presencia de estas proteinas en nuestra cepa de trabajo, la cual estaba
previamente secuenciada (datos no publicados). Comprobamos que los genes prgj, sipB e
invG estan presentes en el genoma de LVR01, mientras que sopE esta ausente. Esto viene
en la linea de lo descrito para este gen, que al estar codificado dentro de una regiéon de
profago, solo esta presente en muy pocos aislados de Salmonella, generalmente asociados
con epidemias graves [155]. Por esa razdén, no se tuvo en cuenta esta proteina y se
generaron cepas mutantes en las proteinas Prg], SipB e InvG (a partir de ahora prgJ-, sipB-
e invG-). Cabe mencionar que no se generaron y evaluaron mutantes aflagelados en el
contexto de este trabajo porque esto ya se realizé en una instancia previa [154].

Respecto a la construccion de estas cepas mutantes se dedicaran algunos parrafos a la
descripcién de los resultados intermedios que llevaron a la obtencién exitosa de las
mismas, ya que consideramos que su preparacién en si constituye un resultado
importante. Como se mencion6 en la seccién 5.3, para construirlas se utilizé el método de
inactivacion génica en un solo paso descrito por Datsenko [87]. La primera etapa consiste
en sustituir los genes a inactivar por cassettes de resistencia a diferentes antibidticos de
seleccién por lo que se comenzd amplificando por PCR en tiempo final los cassettes de
cloranfenicol o kanamicina de los plasmidos pKD3 o pKD4 respectivamente usando los
cebadores P1 (forward) y P2 (reverse) (Tabla 2, secciéon 5.3). Luego se disefiaron
cebadores especificos considerando las secuencias flanqueantes a cada gen a inactivar y
las secuencias de P1 y P2 provistas por los autores (Tabla 3, seccién 5.3), de modo de
obtener por PCR el cassette de resistencia antibiética fusionado a las regiones adyacentes
al gen a inactivar. Todas las PCR debieron ser optimizadas respecto a lo reportado por los
autores, en relaciéon a la temperatura y ciclado por caracteristicas particulares de los
cebadores que disefiamos. Finamente estos amplicones “hibridos” fueron separados en
geles de agarosa 0,8% y la banda correspondiente al tamafio esperado en cada caso (prgJ e
invG: 1114 pb, coinciden ya que se us6é el mismo gen de resistencia a antibiéticos,
cloranfenicol; y sipB: 1578 pb, correspondiente a kanamicina) fue recortada del gel y el

ADN extraido. En la Figura 6.4.1 se observa que efectivamente se extrajeron fragmentos de
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ADN del tamafio deseado. Se aprecia también que quedaron algunos remanentes de ADN
en el gel adn luego de la extraccion, pero se priorizé6 maximizar la cantidad de material
genético llevandose la menor cantidad de gel posible ya que dificulta la posterior

extracciéon del ADN.

Figura 6.4.1. Verificacion de la extraccion de ADN a partir de gel. Carril 1: Marcador de peso
molecular #SM0321. Se sefialan con flechas las bandas de 1500 pb (arriba) y 1000 pb (abajo). Carril
2: Inserto para inactivar prgJ. Carril 3: Inserto para inactivar sipB. Carril 4: Inserto para inactivar

invG.

Posteriormente se verifico que el ADN extraido no estuviera degradado y se transformé en
células electrocompetentes de LVR01-pKD46. Estas permiten la recombinacién inducible
por arabinosa, de forma de reemplazar el ADN hibrido por el gen cromosémico que se
desea anular mediante recombinacion homéloga. La seleccién de las colonias
recombinantes se realizé en medio con el antibidtico correspondiente (kanamicina para
prg] o invG y cloranfenicol para sipB-), y ademas se tested que no crecieran en medio con
ampicilina (ya que pKD46 presenta esa resistencia pero el plasmido se pierde al crecer la
bacteria a 37°C debido a su termolabilidad).

Finalmente se verific6 de distintas formas que el ADN gen6émico de los mutantes tuviera
las caracteristicas deseadas. Para esto se hizo una extraccion rapida de ADN de colonia y

se realizaron tres PCR diferentes para cada nueva cepa:

- PCR #1: Con un cebador genérico F por fuera del inserto y otro dentro del mutante,
de forma de solo ver amplificacién si ocurrié la inactivacidn.

- PCR #2: Con un cebador que hibrida dentro del mutante y otro cebador genérico R
por fuera del inserto, de forma de solo ver amplificacién si ocurri6 la inactivacion.

- PCR #3: Con cebadores genéricos, fuera del cassette, de forma de ver amplicones

del tamafio del cassette, aproximadamente.

En la Figura 6.4.2 se muestran los resultados finales obtenidos, y que los mismos

concuerdan con los tamafios esperados. Para que el andlisis sea sencillo, los mismos se
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presentan a continuacion en la Tabla 1, donde se encuentran los tamafios esperados para

cada reaccidn, para cada cepa, siempre en comparacién con la cepa LVR01 parental.

Tabla 1. Tamafio esperado (en pares de bases) de los amplicones resultantes de las distintas PCR
en funcién de si funciond la inactivacién (columna “mutante”) o si no funcioné (columna “LVR01").

Las cruces indican los casos en los que no se espera amplificacion.

prgJ- sipB- invG-
mutante LVRO1 mutante LVRO1 mutante LVRO1
PCR1 184 X 578 X 171 X
PCR2 269 X 1001 X 272 X
PCR3 1197 438 1669 1973 1187 1859

invG-
PCR2 PCR3

L™ L c

Y
SRR RERERIRL L Lt

Figura 6.4.2. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1 y 29: Marcador de peso molecular
#SMO0321. En todos los casos, para cada cepa mutante a evaluar se la sembré primero (M), luego el
control LVRO1 (L) y luego el control negativo (C-). Ejemplo: Los carriles 2-4 corresponden a la PCR1
para el presunto mutante prgJ-. 2: amplicon de la cepa mutante, 3: amplicon de la cepa parental

LVRO1, 4: control negativo. Las flechas indican la banda correspondiente al tamafio esperado.

Respecto a la caracterizacién de las nuevas cepas, primeramente se confirmé que el
proceso de electroporacion no hubiese afectado el LPS de las bacterias, mediante un
ensayo de aglutinacién. Los antigenos somaticos (antisuero 0:4) dieron todos positivos y
la autoaglutinacién di6 negativa en todos los casos, confirmando que el LPS se encuentra

integro.
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Luego evaluamos su crecimiento tanto en medio de cultivo de bacterias como en medio de
cultivo celular, verificando que todas crecen a la misma velocidad menos prgJ-, que en
ambas condiciones crece mas lento (Figura 6.4.3). Esto podria deberse a cambios
inadvertidamente generados durante el proceso de inactivacién génica, ya que solo
evaluamos la proximidad del gen mediante PCR pero no chequeamos que el cassette no se
hubiera insertado en algiin otro lado del genoma. Por esa razén, proponemos a futuro
secuenciar la cepa prgJ- y compararla in silico con la cepa parental LVR01, de forma de

determinar si alguna secuencia distante fue modificada.

—-e- LVRO1
2.0
—o- prgJ-
—e— sipB-
g 1.5 —o— invG-
(=3
o
© 1.04
[}
o
<
0.5
0.0 T T T T
0 120 240 360
Tiempo (min)
0.8 —-e- LVRO1
- prgJ-
0.6 —-e— sipB-
g o invG-
(=]
3 04
g
0.2
0.0+ T T T T T T T 1
0 200 400 600 800

Tiempo (min)

Figura 6.4.3. Curva de crecimiento de LVRO1 y los mutantes en LB (arriba) o DMEM (abajo).

Para finalizar la caracterizacion in vitro, se estudio la activacién del inflamasoma inducida
por las diferentes cepas tras infectar células J774 en cultivo. En ese sentido encontramos
que efectivamente se observa una marcada disminucién del porcentaje de células FLICA
positivas inducida por cualquiera de las mutantes respecto a la cepa parental a tiempos
tempranos (Figura 6.4.4). La activacién del inflamasoma conlleva a la muerte de los
macroéfagos, observando en este caso que solo LVRO1 seria citotoxica, mientras que las

mutantes no (Figura 6.4.5).
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Figura 6.4.4. Porcentaje de células ]774 positivas para FLICA 4 horas post infeccién de 1 hora con

Salmonella (respectivamente). n=4/condicién. *p<0,05, ***p<0,001
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Figura 6.4.5. Evaluacion de viabilidad celular mediante MTT de células J774 24 hs post infeccion de
1 hora con Salmonella. Datos acumulativos de tres experimentos independientes. n=10/condicion.

***p<0,001

Por otra parte, a tiempos mas tardios los mutantes si llevan a un aumento significativo del
porcentaje de macro6fagos FLICA positivos (Figura 6.4.6), mientras que esto ya no se
observa para el caso de la parental, probablemente porque la mayoria de las células ya
murieron. Esto indicaria que mas alla de que a tiempos tempranos los mutantes tengan un
rezago en la activacion del inflamasoma en macréfagos, efectivamente tienen la capacidad

de hacerlo.
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Figura 6.4.6. Porcentaje de células ] 774 positivas para FLICA 24 horas post infeccién de 1 hora con

Salmonella (respectivamente). n=4/condicién. **p<0,01

En cuanto a la invasividad de los mutantes sobre las células tumorales, se encontré que los
mismos disminuyen su capacidad de invadir células B16F1 en cultivo respecto a la cepa
parental (Figura 6.4.7); resultado si se quiere esperado ya que las mismas carecen de
moléculas involucradas justamente en la invasion celular. Esto a su vez puede explicar el
rezago observado en la activacién del inflamasoma mencionado mas arriba.

Sin embargo, un resultado sorprendente observado sistematicamente en estos ensayos fue
que la cepa sipB- es capaz de replicarse dentro de las células, incluso mas que LVRO1. Esta
“ventaja replicativa” quiza podria explicarse por el hecho de que la bacteria “pasa mas
desapercibida” ya que no inyecta ese efector, y por lo tanto, la célula no ejecutaria ningin
mecanismo bactericida contra ella, permitiéndole replicar libremente. Cabe recordar que
sipB es un efector inyectado por la bacteria dentro de la célula eucariota, mientras que las
otras dos moléculas mutadas (prgJ e invG) son estructurales de la aguja. Por lo tanto, en
funciéon de estos resultados hipotetizamos que la presencia o ausencia de proteinas
estructurales del SST3 no incidiria sobre la deteccién de Salmonella por parte de la célula
diana, mientras que la presencia del efector dentro de la célula si seria clave. Otra
explicacion un poco mas metodolédgica es que dada la capacidad de Salmonella de inducir
muerte en las células, aunque los nimeros de bacterias por célula se mantuvieran o adn
aumentaran dentro de las mismas, al haber muerte celular se liberan las bacterias al
medio extracelular donde la actia la gentamicina, y de esta manera al plaquear bacterias
intracelulares estariamos subestimando su namero total. Este asunto no puede resolverse

ya que la gentamicina en el medio extracelular es necesaria para discernir bacterias dentro
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de la célula de aquellas fuera. De todas maneras, esto no explicaria porqué se ve mayor
recuento solo en las sipB- y no en las otras mutantes, aunque podria deberse simplemente

a cambios en la cinética de muerte y “emparejarse” a tiempos mas tardios, no evaluados.

100000
-~ LVRO1

-o- prgJ-
-e- sipB-
invG-

10000

ufc/1E6cells

1000

0 6 12 18 24
tiempo (hs)

Figura 6.4.7. Unidades formadoras de colonia (UFC) de las distintas cepas de Salmonella por millén
de células de melanoma B16F1. Las células fueron infectadas a una MOI 100:1 durante una hora y
luego se utilizé gentamicina para la eliminacidn de las bacterias que no ingresaron a la célula. Las

células fueron lisadas y las bacterias plaqueadas para recuento luego de 1, 4 o 24 horas. Resultados

representativos de dos experimentos independientes. Cada condicién fue ensayada por triplicado. *

p<0,05 indica diferencias entre LVR0O1 y cualquiera de los mutantes.

Para corroborar si efectivamente sipB- replicaba mas a nivel intracelular, recurrimos a la
microscopia confocal. Mediante esta técnica encontramos que habia aproximadamente el
doble de sipB- que de LVRO1; sin embargo, no a nivel intracelular sino mas bien en la

proximidad a la membrana (Figura 6.4.8).
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Figura 6.4.8. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células B16F1 4 hs post
infeccion (arriba) y posterior analisis cuantitativo (abajo). Se adquirieron y evaluaron 3 stacks por

cada condicién. *p<0,05

Este hallazgo nos sorprendié ya que se utilizé gentamicina a una concentracién bactericida
(puesta a punto previamente), por lo que evaluamos la posibilidad de que sipB- forme
biofilms, y de esa manera evada parcialmente la actividad de la gentamicina. En ese
sentido encontramos que sorprendentemente, todos los mutantes aumentan
significativamente su capacidad de formar biofilms respecto a la cepa parental (Figura
6.4.9). De hecho, siguiendo el criterio de Stepanovic et al 2000 (ver seccion 5.6), LVR0O1 se
definiria como formador de biofilms moderado mientras que los mutantes serian fuertes
formadores de biofilms [91]. Si bien esto podria explicar el recuento superior de sipB-
respecto a LVRO1 en la proximidad de estas células, no observamos lo mismo para los

otros mutantes.
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Figura 6.4.9. Evaluacion de la capacidad de formacién de biofilms de las distintas cepas luego de 72
horas de crecimiento. Datos representativos de dos experimentos independientes. n=7-

9/condicion. **p<0,001

Respecto a la viabilidad de las células B16F1 frente a la infeccion con LVRO1 o sus
mutantes, encontramos que si bien todas las cepas utilizadas inducen en cierta medida la
muerte celular, prgJ- lo hace en menor medida que LVR0O1 (Figura 6.4.10). Atribuimos esto
a lo observado anteriormente respecto a una velocidad de crecimiento mas lenta de esta
cepa (Figura 6.4.3), por lo que hipotetizamos que alcanzadas las mismas ufc, mas tarde en

el tiempo se alcanzan niveles de muerte inducida equivalentes.
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Figura 6.4.10. Evaluacidn de viabilidad celular mediante MTT de células B16F1 24 hs post
infeccién de 1 hora con Salmonella. Datos acumulativos de tres experimentos independientes.

n=10/condicién. ***p=<0,001

Respecto a la evaluacion in vivo de la capacidad antitumoral de los mutantes, los mismos
se administraron de forma intratumoral a ratones portadores de melanoma subcutdneo no
metastasico. Encontramos que si bien todas las cepas lograban un enlentecimiento en el

crecimiento tumoral en comparacién con el control al dia 19 a excepcién de prgJ- (PBS vs
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prg]-, p=0,0764; hecho que nuevamente se podria explicar porque crece mas lento, Fig.
6.4.3), Unicamente invG- era comparable con LVRO1 en cuanto a esta capacidad (LVRO1 vs
invG-, p=0,2891; Fig. 6.4.11, izquierda). A pesar de todo eso, todos los mutantes inducen la
misma prolongaciéon de la sobrevida que la cepa parental (LVRO1 vs prgJ-, p=0,3356;
LVRO1 vs sipB-, p=0,8226; LVR01 vs invG-, p=0,3538), siendo la variacién entre la media
de sobrevida inducida por cepa parental y los mutantes de menos de dos dias (Figura
6.4.11, derecha). Entendemos que esto puede deberse a que los mutantes son simples, por
lo que la falta de alguna molécula se veria compensada por las otras. Esta hipétesis se
sustenta en la observacion de deficiencia en la activaciéon temprana del inflamasoma en
macrofagos por parte de los mutantes, que es compensada a tiempo mas tardios (Fig.
6.4.6.). Aun asi, el rol de la activaciéon temprana del inflamasoma en macréfagos sigue

vigente ya que LVRO1 evidencia el mayor potencial anti-tumoral (Fig. 6.4.11, izquierda).
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Figura 6.4.11. Tamafos tumorales al dia 19 (izquierda) y sobrevida global (derecha) de ratones
C57BL/6 portadores de melanoma tratados con LVRO1 o las diferentes mutantes. n=12-13/grupo.
*p<0.05, **p=<0.01

Colectivamente nuestros resultados indican que si bien estas moléculas se indican en
bibliografia como activadoras de inflamasoma, y de hecho, comprobamos que su
inactivacion individual fall6 en activar este complejo en células |774 a tiempos tempranos
in vitro (Figura 6.4.4), la carencia de las mismas in vivo no genera grandes consecuencias
para la respuesta inmune del hospedador. Planteamos entonces a futuro generar mutantes
multiples, incluso uno cuddruple (incluyendo FliC) y asi evaluar todas estas vias en
conjunto. Particularmente, el grupo de Hoffman y colaboradores reporté en 2010 que la
inactivacion de SipB e InvG abolia completamente la activacién de caspasa-1 en
macrofagos [55]. Otros factores a tener en cuenta, como el LPS, seran abordados mas

adelante (ver seccion 7).
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Aun asi, una gran limitante de este tipo de ensayos es que la inactivacién de estas
moléculas puede llevar a la alteracion de ciertas caracteristicas patogénicas,
independientes de la activaciéon del inflamasoma, que pueden variar su potencial como
inmunoterapia. Por ejemplo, el efecto anti-tumoral disminuido por parte de prg]-
(reflejado en tamafios equivalentes al control sin tratar al dia 19, Fig. 6.4.11, izquierda)
podria explicarse por su menor capacidad de crecimiento, o la diferencia del recuento
entre sipB- con respecto a LVRO1 (Fig. 6.4.7) podria deberse a su mayor capacidad formar

biofilms.

Result6 llamativo que si bien Prg] es una proteina estructural del SST3 -por lo que no
estaria relacionada con el crecimiento bacteriano per se-, su falta retrasa
significativamente la replicacién de LVRO1. En una revisién publicada en 2014 los autores
exploran otros roles no patogénicos de este sistema y describen un trabajo en el que una
bacteria endosimbionte de la mosca tse-tse, Sodalis glossinidius, requiere del SST3 para
replicar dentro de células del insecto [156, 157]. Esto sugeriria que el SST3 podria llegar a
modular de alguna forma el crecimiento bacteriano. En esa misma revisién se cita otro
trabajo en el que cepas mutantes de Salmonella enterica serotipo Typhimurium, ya sea en
flagelina o SipB, alcanzan mayores nimeros que la cepa salvaje cuando colonizan la
leguminosa Medicago trunculata [158]. Los autores sugieren que la falta de ese translocon
efector es aunque sea parcialmente responsable de la disminuciéon de la respuesta de
defensa de la planta y por lo tanto esto explicaria la “hipercolonizacién”. Algo similar es
observado por el grupo de Schikora, en este caso infiltrando hojas de Arabidopsis con S.
Typhimurium salvaje o mutantes de componentes del SST3-SPI-1 [159]. Salvando las
distancias entre hospederos, esto viene en linea con nuestros resultados en los que
observamos que 24 hs luego de infeccion de la linea celular B16F1 con la mutante sipB-,
ésta se encuentra en mayores niumeros que la cepa parental.

Recientemente se ha reportado que los SST3 también pueden llegar a tener un rol en la
agregacion celular de forma similar a los biofilms. El equipo de Jennings y colaboradores
demostré que cuando se sobreexpresa el locus SPI-1, el mismo induce un agrupamiento de
las S. Typhimurium presentes en el medio, aparentemente debido a acumulacién de
proteinas codificadas en el mismo, entre ellas SipB y SopE [160]. En un paralelismo con la
funciéon protectiva reportada para los biofilms, estos agregados celulares podrian
“escudar” a las bacterias de los receptores de defensa de las plantas, limitando su

respuesta inmune.
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7.Discusion general, conclusiones y
perspectivas

En el presente trabajo se presentaron los resultados obtenidos en el contexto de una tesis
de Doctorado, y si bien entendemos que los mismos son interesantes y significativos para
el campo de investigacion, resta discutir algunos puntos a la luz de los mas nuevos avances
de otros investigadores y proponer estrategias a futuro para complementarlos. No se debe
olvidar que por el tiempo que llevan estos proyectos de investigacion, desde su propuesta
hasta su finalizacién se descubren y describen nuevos mecanismos y moléculas
constantemente. A continuacién se discutiran algunos puntos que entendemos vale la

pena resaltar.

En la seccion 6.1 hemos estudiado la induccion de ICD in vitro, mediante la evaluacién de
distintos hallmarks en células en cultivo infectadas con Salmonella. La pregunta que se
desprende de esos resultados es qué estd ocurriendo in vivo, teniendo en mente que en ese
caso estamos frente a un contexto no solo tumoral sino con aporte inmunolégico. Esto se
vuelve mas complicado, ya que actualmente existen pocos modelos para estudiar ICD in
vivo (revisado en [98]). Como parte de este trabajo se intent6 poner a punto una de estas
aproximaciones, llamada “modelo de profilaxis”. El mismo consiste en tratar las células
tumorales ex vivo con Salmonella -con la idea de inducir en ellas la ICD- para
posteriormente implantarlas en los animales (en el “flanco vacuna”) y luego de algunas
semanas desafiar en el flanco opuesto con células tumorales viables. Los resultados
preliminares (no mostrados) de este ensayo son contradictorios, ya que si bien se observa
retardo en el crecimiento tumoral de aquellos animales pretratados con B16F1-LVRO01, el
control positivo de ICD tratado con B16F1-DX no mostré retardo alguno. Asimismo, luego
de un tiempo empezaron a crecer tumores en el flanco vacuna, dificultando las curvas de
sobrevida. Cabe destacar que las células constituyentes de la profilaxis no fueron
sorteadas por ningin parametro y en su lugar se inocul6 el contenido celular obtenido del
sobrenadante del cultivo, en el entendido de que las células vivas estarian adheridas al
sustrato. Por lo tanto, una clara perspectiva a futuro serd mejorar estos abordajes de

manera de que arrojen resultados mas confiables.

Por ser uno de los objetivos de este capitulo ahondar en las moléculas involucradas en la
muerte de células tumorales inducida por Salmonella, indirectamente abordamos los tipos

de muerte celular, intentando discernir cudl o cudles estarian ocurriendo. Sin embargo, a
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la luz de recientes hallazgos los limites entre los distintos tipos de muerte serian difusos.
En ese sentido, el grupo de Kanneganti recientemente acuiié el término PAN-optosis, para
referirse a Piroptosis, Apoptosis y Necroptosis como tres tipos de muerte celular que en
realidad estan orquestados por los mismos reguladores maestros, ZBP1 y TAK1, ya que
existe una co-regulacion y crosstalk entre los distintos mecanismos [153]. Estos
reguladores maestros integran sefiales complejas de multiples ligandos/estimulos,
actuando como sensores criticos que desencadenaran respuesta inflamatoria adecuada y
muerte celular. ZBP1 es un sensor de la respuesta innata y puede desencadenar tanto la
activacion del inflamasoma NLRP3 o la necroptosis, a través de su interacciéon con RIPK3,
entre otras funciones. Por su parte, TAK1 es una quinasa esencial que actia regulando la
quiescencia de estos fendémenos. Todo esto se esquematiza en la Figura 7.1 y ha sido

ampliamente revisado en [153].
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Figura 7.1. Representacion esquematica de las funciones de ZBP1 (A) y TAK1 (B) en el
contexto de la regulacion de la PAN-optosis. La activacion de ZBP1 desencadena el ensamblaje
de complejos sefializadores de PAN-optosis e inflamacion, mientras que TAK1 actiia como un
master switch para la quiescencia de la PAN-optosis, siendo su inactivacién la que desencadena
ensamblaje de los complejos PAN-optoéticos. Imagen extraida y modificada de Malireddi et al 2019

[153].

Si bien en este trabajo demostramos que LVRO1 induce piroptosis, otros han demostrado
que Salmonella induce apoptosis mediante distintos mecanismos [161] y de hecho una de
las moléculas mencionadas por Lin y colaboradores es SipB, ampliamente mencionada en

el ultimo capitulo de esta tesis. Por su parte, también se ha vinculado a Salmonella a la

88



necroptosis de macroéfagos, a través de interferones [162], molécula que también ha
destacado en este trabajo. Por todo esto entendemos entonces que seria interesante
estudiar el involucramiento de Salmonella en la regulaciéon mas integral de estos procesos,
estudiando su efecto sobre la expresion de los ZBP1 y TAK1, y las consecuencias de ello
sobre el control del cancer. Al respecto tenemos algunas pistas. Dada la esencialidad de
estos reguladores en la respuesta innata frente a la infeccién por patdégenos, estos
microorganismos han evolucionado hacia estrategias de bloqueo como forma de evadir la
respuesta inmune. La toxina Yop] secretada por la bacteria intracelular Yersinia pestis ha
demostrado ser capaz de inactivar uno de esos reguladores, TAK-1 [163]. El homoélogo de
esta proteina en Salmonella es AvrA, y mediante secuenciacién y herramientas
bioinformaticas lo hemos encontrado en LVR01, aunque presenta algunos polimorfismos
respecto a la cepa de referencia (resultados obtenidos en el marco de la linea de
investigacién de la candidata, no como parte de esta tesis; Informe Final Proyecto CSIC
Inciaciéon 2017 Moénaco-Pérez, ver Anexo 2). Por otra parte, AvrA se ha descrito como
promotora de tumorigénesis colénica en pacientes infectados crénicamente con
Salmonella [164, 165], por lo que definitivamente amerita estudiarla mas en el contexto de

nuestro modelo particular.

En este trabajo mostramos que Salmonella induce en células de melanoma la liberacién al
medio extracelular de DAMPs como HMGB-1. Hace algunos afios se ha descrito que luego
de la infeccién con Salmonella, los macréfagos liberan HMBG-1 en forma dependiente de
caspasa-1 por lo que entendemos que el mismo constituye uno mas de los mediadores
proinflamatorios [166]. Dado que esta molécula también actda como agonista del TLR4
[167], puede constituir otra forma de amplificar la respuesta antitumoral generada por
nuestra cepa de trabajo. En ese sentido, se ha descrito que la interaccion HMBG-1/TLR4 es
esencial para que las células dendriticas -que encontramos aumentadas en tumor y ganglio
drenante por el tratamiento- puedan procesar y presentar antigenos tumorales
permitiendo asi el priming de linfocitos T especificos de tumor. De hecho, pacientes con
polimorfismos de TLR4 que afectan la unién presentan recaidas mas tempranas frente a
tratamientos quimioterapicos como antraciclinas [168]. Por su parte, también se le ha
atribuido un rol al HMGB-1 en la inhibicién de las funciones supresoras de células T
reguladoras, aumentando la expresién de citoquinas proinflamatorias [169]. Sin embargo,
en ese trabajo también describen al LPS como promotor de la capacidad supresora de
células T reguladoras, por lo que dado que Salmonella tiene LPS y ademas induce la
liberacion de HMGB-1 es légico afirmar que el balance entre los efectos inducidos por

ambos dictara el resultado final. En nuestro trabajo no se ahond6 en estudios de ese tipo
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celular pero puede representar una interesante pregunta a responder a futuro. De todas
formas, antecedentes de nuestro grupo de trabajo en otro modelo indican que el
tratamiento con Salmonella intratumoral no induce un aumento en las células T
reguladoras [84]. Respecto al LPS, en el marco de un proyecto en curso en el que participo
(CSIC I+D 2018 Moreno, ver Anexo 2), generaremos una mutante de LVRO1 deficiente de

LPS, por lo que constituird una herramienta para avanzar en estas cuestiones.

Como mencionamos mads arriba en esta seccion, en este trabajo reportamos el aumento
significativo a nivel tumoral de moléculas como IFNy. El mismo, producido entre otras por
los linfocitos T reactivos al tumor, es una molécula efectora clave con efectos pleiotropicos
durante la respuesta inmune antitumoral. Recientemente se ha demostrado que aunque la
secrecion de IFNy comienza a nivel local luego del reconocimiento de antigenos tumorales,
el efecto del mismo altera el microambiente tumoral en ireas distantes, no solo a través de
su difusién directa sino a través del llamado “bystander effect”, en el que las células T
median la senalizacion sostenida de IFNy en células tumorales remotas. Asimismo, los
autores correlacionaron el nimero de LT infiltrantes con la cantidad de IFNy producido, lo
que su vez determina la magnitud de la respuesta de las células tumorales [170]. Si bien en
nuestro trabajo no encontramos que Salmonella indujera aumento en el infiltrado global
de linfocitos T en tumor (vale mencionar en este punto que no realizamos ningun tipo de
subclasificacién por lo que podriamos estar perdiendo de vista aumentos en algun tipo
particular de LT, y en particular LT especificos contra tumor), entendemos que
inmunoterapias con Salmonella podrian representar una forma de aumentar la produccion
de IFNy y por lo tanto modificar profundamente el microambiente tumoral en favor de una
respuesta antitumoral mas efectiva. Apoya esta hipotesis el hecho de que hayamos
encontrado que el tratamiento con Salmonella induce un aumento significativo en el
infiltrado tumoral de células NK, las grandes productoras de IFNy, asi como aumentados
los mensajeros para esta molécula en homogenizados de tumores tratados, por lo que
planteamos a futuro realizar nuevos ensayos in vivo utilizando animales deficientes en
esta molécula para confirmar este punto.

Retornando al asunto de las células T, se podria decir que estas constituyen el objetivo
final de una inmunoterapia antitumoral efectiva, en la medida que se desarrolla una
inmunidad protectiva a largo plazo para evitar recaidas. En ese sentido, se ha observado
que el infiltrado tumoral de células T CD8+ con fenotipo de memoria residente (Trm)
correlaciona con una mejor sobrevida, y que incluso luego de la eliminaciéon del tumor
estas células quedan residiendo en la piel [171]. Sin embargo, como se menciond en el
parrafo anterior, en nuestro caso no determinamos un aumento en el infiltrado tumoral de

células T CD8+ inducido por Salmonella, y tampoco encontramos que la deplecién de éstas
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células modificara el efecto del tratamiento. De todas formas, dado que la deplecion
sistémica por anticuerpos no logra depletar las Trm de tumor/piel [172], no podemos
descartar a estas células como involucradas, pero quiza al estar en tan bajos porcentajes
en tumor pasan desapercibidas. Resultados recientes de nuestro equipo de trabajo indican
que Salmonella si induce un aumento significativo en las células Trm en ganglio drenante,
sugiriendo que podrian ser importantes para la induccién de una respuesta sistémica

eficaz contra melanoma (Tesis de Maestria Lic. Sofia Chilibroste, en preparacion).

Sobre la relevancia de las células NK, nuestros resultados no son concluyentes ya que no
logramos una deplecién completa de las mismas. Sin embargo, ain asi observamos
inhibicién transitoria del efecto antitumoral de Salmonella (Figura 6.1.10), lo que indicaria
que estas células son importantes a tiempos tempranos. Nuevas formas de depletar NK o
la optimizacién de este método de deplecién permitiran sacar conclusiones mas
definitivas al respecto.

En la misma linea de razonamiento, la deplecién de macréfagos con clodronato mostré
que los mismos son fundamentales para el efecto antitumoral de Salmonella, en la medida
que animales depletados pero tratados exhiben el mismo comportamiento tumoral que los
del grupo control. Es importante resaltar que también observamos activacién del
inflamasoma en los macré6fagos infiltrantes de tumor, mas que nada teniendo en mente
que se ha propuesto que las diferentes subpoblaciones de macro6fagos exhiben activacion
diferencial del inflamasoma [173]. En otras palabras, la modulacién de la polarizacién sera
fundamental para moldear el microambiente tumoral (ej. perfil de citoquinas, ver capitulo
6.1), que a su vez serd esencial para el resultado final de la inmunoterapia. En este trabajo
mostramos que la administracién intratumoral de Salmonella induce un rapido cambio de
fenotipo de los macrofagos infiltrantes hacia M1, y junto con la demostracion de que los
macro6fagos son esenciales para la efectividad del tratamiento, todo esto sugiere que este
evento es responsable de la actividad antitumoral de Salmonella. Sin embargo, como al dia
7 este balance hacia M1 se pierde, esto a su vez podria explicar el efecto antitumoral
transiente de la terapia, que si bien es efectiva en inducir retardo del crecimiento tumoral
y prolongacion de la sobrevida, eventualmente todos los ratones terminan muriendo por
tumor. De esta manera, surge la necesidad de encontrar estrategias que potencien o
mantengan este fenotipo antitumoral. En ese sentido, se ha descrito que la activacién
forzada de la sefializacién a través de Notch aumenta el sesgo M1 y potencia su actividad
antitumoral [174], lo que a su vez sugiere que una estrategia combinada en la que se use
Salmonella para inducir el perfil M1 y la sefializacién a través de Notch para mantener el

fenotipo podria prolongar el beneficio a mas largo plazo. De todas formas, esta posibilidad
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debe ser estudiada mas en profundidad dada la complejidad de la sefalizaciéon de Notch,
que de hecho se ha descrito tanto como oncogen y supresor tumoral (revisado en [175]).

Ademas demostramos que la activacién de NLRP3 mediada por Salmonella, que a su vez
lleva a la activacién de Caspasa-1, son dos fenémenos conectados esenciales para la
actividad antitumoral. Se sabe que la expresidn de Caspasa-1 es aumentada en macréfagos
M1 pero no M2 luego de que los receptores NLRP3 reconocen algin agonista [173],
sugiriendo que el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 inducido por Salmonella esta en el

centro de la polarizacién de los macroéfagos hacia M1.

La activacion del inflamasoma es un proceso altamente complejo y por lo tanto, presenta
variedad de desenlaces diferentes, finamente regulados (Figura 3.4; revisado en [39]).
Esto es particularmente relevante en el contexto de la inmunoterapia aqui evaluada, en
tanto Salmonella puede sobrevivir dentro de las células asi como acumular fuera de ellas,
dirigiendo la respuesta del hospedador. En este trabajo hemos demostrado que Salmonella
puede inducir piroptosis en células tumorales, contribuyendo a la generacién de un
ambiente proinflamatorio propicio para que se monte una respuesta antitumoral efectiva,
que involucra tanto el reclutamiento de neutrofilos, células NK y macroéfagos al sitio
tumoral como la secrecién de mediadores proinflamatorios que amplifiquen el efecto.
Seria interesante utilizar in vivo algiin agente inhibidor de piroptosis para comprobar que
el efecto antitumoral de Salmonella depende directamente de este proceso. En ese sentido
recientemente se ha descrito que el disulfiram, droga aprobada por la FDA hace casi 70
afios para el tratamiento del alcoholismo crénico, es capaz de inhibir la formacién de
poros de GSDM-D en la membrana, aiin cuando si ocurra el clivaje de este zimoégeno,
bloqueando asi la piroptosis [176]. Proponemos como perspectiva entonces
complementar nuestros resultados mediante la evaluacién del rol in vivo de la GSDM-D
mediante el uso de este agente en el contexto de nuestra inmunoterapia.

Determinamos también que la caspasa-1, ejecutor central de la piroptosis pero molécula
no limitada Unicamente a esta funcién, es indispensable para el efecto antitumoral de
nuestra cepa de trabajo, LVRO1. Esto estd en linea con lo reportado por otros autores
respecto a la relacién entre piroptosis y muerte de células tumorales (revisado
ampliamente en [177]), aunque también hay que mencionar que otros han encontrado
activacion del inflamasoma inducida por Salmonella, dependiente de caspasa-1, pero que
no lleva a la muerte celular [178]. A nuestro entender, estos resultados diferentes no
tienen por qué ser contradictorios, en la medida que distintos tipos celulares presentan
distintos niveles de expresiéon de GSDM-D, lo que podria determinar la secreciéon de
citoquinas de la familia de IL1 sin necesidad de muerte celular. Asimismo, diferentes cepas

utilizadas por los distintos grupos de investigaciéon podrian inducir niveles variados de
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inflamacién, modulando mas finamente la respuesta, debido a la presencia o ausencia de
determinadas moléculas (por ejemplo, nuestra cepa de trabajo carece de SopE que se
asocia a cepas mas virulentas). Incluso se ha reportado que la misma cepa pero en
diferentes fases de crecimiento presenta diferencias significativas en lo que refiere a
activacion del inflamasoma, debido a la expresidn diferencial de los distintos sistemas de
secrecion [47].

Si bien los inflamasomas han sido propuestos como dianas para inmunoterapias contra el
cancer, particularmente melanoma por su plasticidad y su capacidad de desplegar
rapidamente mecanismos de resistencia [179], el rol de la activacion del inflamasoma en la
progresion tumoral es controversial [180, 181]. Por un lado, la expresién aumentada del
NRP3 se ha asociado a multiples tipos de cancer, incluido el melanoma [182]. Por otra
parte, la secrecién de IL18 inducida por la activacion de NLRP3 en cancer colorectal ha
demostrado ser protectiva, a través de la produccién de IFNy [183]. Resultados previos de
mi tesis de Maestria indican que los niveles de IL18 se mantienen incambiados en tumor
luego del tratamiento, pero como se discutiera oportunamente, dado que los niveles
basales de IL18 en melanoma ya de por si son altos [184], posiblemente se esté

enmascarando pequefios cambios inducidos por Salmonella.

A pesar de que intentamos determinar la relevancia de algunas de las moléculas de
Salmonella involucradas en la activacion del inflamasoma, no encontramos que ninguna de
ellas fuera totalmente indispensable. La contribucién individual de las mismas al efecto
antitumoral es limitada y es l6gico creer que existen mecanismos redundantes por lo que
la falta de alguna se ve aunque sea parcialmente compensada por las otras. Un ejemplo
claro podrian ser FliC y Prg], que presentan un altisimo porcentaje de homologia en el
extremo carboxi-terminal [185], que se atribuye a una divergencia evolutiva del sistema
de secrecién a partir del aparato flagelar [186]. Por esa razén una clara perspectiva a
futuro de este trabajo sera la generacién de mutantes multiples, tanto en las moléculas
aqui evaluadas como en otros componentes relevantes, como en los ultimos afios ha
demostrado ser el LPS, capaz de activar el inflamasoma de forma no canénica como se
menciond anteriormente en este trabajo [187]. Por otro lado, por mas que se hayan
realizado mutantes simples, éstos sistemas de secrecion multiproteicos son mecanismos
jerarquicos (ver Figura 3.7), de tal forma que el hecho de eliminar alguna de estas
moléculas quiza afecte la funcionalidad de otras, por mas que estén codificadas en el
genoma de la bacteria. La relevancia de la funcionalidad y no solo la presencia esta
apoyada por nuestros resultados in vivo en los que se ve la necesidad de que la bacteria
esté viva para desencadenar una respuesta inmune que pueda actuar contra el tumor (ver

Figura 6.1.4), por lo que la mera presencia de los PAMPs no es suficiente. Especificamente
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podria incidir una jerarquia en el caso de las proteinas estructurales Prg] e InvG en
relacién al efector sipB, ya que este ultimo podria necesitar de un complejo de aguja
intacto para ingresar. En ese sentido, andlisis funcionales mas exhaustivos seran
requeridos para analizar la contribucion indirecta de la falta de una molécula en el efecto
de la otra.

Por exceder el alcance y 1a magnitud de una tesis de doctorado, solo se abordaron algunos
de todos los aspectos que fueron surgiendo a medida que este trabajo avanzaba. En ese
sentido, entendemos que a futuro también seria interesante estudiar las posibles
implicancias de la analogia entre los sistemas de secrecién de tipo 3 codificados en SPI-1 o
SPI-2. Como se explicod en la seccion 3 de este trabajo, ambos sistemas comparten
caracteristicas estructurales similares, pero actian en momentos diferentes de la
infeccion. Por esa alta homologia que presentan, las moléculas aqui evaluadas (Prg], SipB e
InvG, correspondientes al SST3 codificado SPI-1) tienen sus analogos en el SST3 codificado
en SPI-2 (Ssal, SseC y SsaC, respectivamente, ver [188]). Esas moléculas no fueron
inactivadas en nuestras cepas mutantes por lo que amerita el estudio de la relevancia de
las mismas también, en el entendido de que al faltar sus homélogos de SPI-1 pudieran de
alguna forma sustituirlos. Por poner un ejemplo, quiza al eliminar Prg] el complejo de
aguja sigue siendo funcional utilizando de alguna forma su homoélogo Ssal. Sumado a esto,
existe informacién limitada sobre la relaciéon entre alguno de ellos con el complejo de
inflamasoma por lo que su estudio en mayor profundidad seria interesante y un aporte
relevante al campo. Seglin nuestra buisqueda bibliografica, solo se ha estudiado Ssal en el
contexto de la posible activacion del inflamasoma, encontrandose que a diferencia de su
homologo Prg], no es reconocido por NLRC4 debido a algunas mutaciones puntuales en
aminodcidos clave para el reconocimiento [185, 189]. Sin embargo, es interesante destacar
que Salmonella Typhimurium VNP20009 deficiente en SseC- (homdlogo a sipB en el SST3-
SPI2) ve abrogada su actividad antitumoral en un modelo de melanoma, sin ver afectado
su crecimiento in vitro en un medio clasico de cultivo [190]. En el momento de esa
evaluacién recién se estaba describiendo el inflamasoma por primera vez por lo que
evidentemente no se buscé esa relacion pero valdria la pena revisitarlo considerando la

gran cantidad de informacién recabada al respecto en estas ultimas décadas.

Como se mencion6 anteriormente, un posible resultado de la activacién del inflamasoma
es la piroptosis de las células tumorales. Si bien en este trabajo se abordé el enfoque
beneficioso de la misma, cabe destacar que este fendmeno podria resultar detrimental en
algunos contextos, ya que en ocasiones los mediadores inflamatorios liberados favorecen
la tumorigénesis (revisado en [191, 192]). Aqui la clave podria ser el tipo de inflamacién:

si es aguda y se resuelve en un lapso acotado de tiempo (como ocurre en nuestro caso, ver
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Fig. 6.1.5 en la que al dia 17 post-Salmonella practicamente se ve el mismo perfil de
citoquinas y quimioquinas de animales sin tratar) o si es crénica y la persistencia de esos
mediadores induce la transformacién y perpetuacion de células tumorales, ya que se sabe
que la inflamacion es una de las “hallmarks” del cancer [193]. Adema4s, la inflamacién en el
contexto del cancer se autoalimenta positivamente, en un circulo vicioso, debido a la
muerte necrotica de las células tumorales, que, al crecer el tumor, ven limitado su acceso a
nutrientes o sucumben a infecciones por la disrupcion de la barrera, avivando la
inflamacién [194]. Es interesante agregar que en varios tipos de cancer se ha observado
que NF-xB esta constitutivamente activado, tanto en células neoplédsicas como en las del
microambiente tumoral [195], reforzando la relacién causal con la inflamacién crénica.
Respecto a este punto, resultados preliminares realizados en un modelo murino de
melanoma basado en células murinas con la mutacién BRAFV600E -RG13.2- (gentilmente
cedidas por la Dra. Romina Girotti del Laboratorio de Inmuno Oncologia Traslacional del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME), Argentina) muestran que el efecto
antitumoral de una Unica dosis de Salmonella LVRO1 se pierde si la misma se administra
de forma intratumoral semanalmente (resultados no mostrados), por lo que entendemos
que mantener el estado de inflamacién crénica podria ser de hecho perjudicial para el
resultado final de la inmunoterapia. Por otra parte en otros modelos de tumor que
utilizamos en nuestro laboratorio (como linfoma no-Hodgkin de células B mediante la
implantacion subcutdnea de células A20 en ratones Balb-C), hemos demostrado que son
necesarias tres dosis intratumorales de LVR01 separadas por una semana para obtener
resultados favorables [84], indicando la importancia de no extrapolar conclusiones entre
distintos tipos de tumor. Cabe destacar que aunque se la asocia a un alto porcentaje de
muerte por cancer (aproximadamente 35%), no toda inflamacién crénica lleva a cancer, ya
que el sitio de la inflamaciéon también es importante (revisado en [196]). Resta atn el
estudio en profundidad de las diferencias entre la inflamacién aguda o crénica inducida
por Salmonella en el contexto del tratamiento de melanoma pero entendemos que podria
ser interesante abordarlo a futuro, y un punto a tener en cuenta al definir los posibles

esquemas de administracién a utilizar en la clinica.

Otro mecanismo por demas interesante e inexplorado en este trabajo pero que vale la
pena abordar a futuro ya que ha cobrado relevancia en los ultimos tiempos es la
inmunidad entrenada (TI, del inglés Trained Immunity). La misma consiste en una suerte
de memoria inmunolégica de células del sistema inmune innato (principalmente células
NK, macréfagos y neutrofilos), que luego de la exposiciéon a distintos agentes inductores
logran un estado de actividad incrementada, respondiendo mejor en velocidad y magnitud

frente a un segundo estimulo, aunque no esté relacionado al primero (descrita por
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primera vez en [197], revisado en [198]). Cabe destacar que a pesar de que estas células
tienen una vida media corta, actualmente se sabe que la TI se conserva por un periodo
mucho mas largo (meses hasta un afio, aunque estudios recientes apuntan incluso a la
transmision transgeneracional [199]) debido a cambios funcionales a nivel de células
madres y progenitoras hematopoyéticas en médula ésea [200].

Recientemente se le ha atribuido a este fendmeno un rol potencial en inmunoterapias
contra el cancer [201, 202]. Microorganismos como BCG han demostrado ser capaces de
inducir TI a través de cambios epigenéticos y metabolicos [203], que a su vez, se han
asociado a la activacién de NLRP3 [204]. Vale recordar que como se resefid en la secciéon 3
de este trabajo, este microorganismo constituye un tratamiento efectivo hace mas de 40
afios para el cancer de vejiga, y recientemente se ha demostrado que su efecto es a través
de la induccién de TI [205]. Es entonces que la administracién intratumoral de Salmonella
podria estar ejerciendo parte de su efecto a través de la estimulacién de TI, y en este
trabajo hemos generado alguna evidencia que podria apuntar a eso. El tratamiento con
Salmonella genera un rapido aumento de mensajeros de citoquinas como IFNy o TNFa y
quimioquinas como CXCL1, 2, 9 y 10 (Fig. 6.1.5), que a su vez inducen el reclutamiento al
tumor de las células inmunes innatas en las que se observa la induccién de TI: NK,
neutréfilos y macroéfagos (Fig. 6.1.6). Asimismo, en esta ultima poblacién se observa un
cambio de fenotipo en tumor, favoreciendo el balance hacia M1 (Fig. 6.1.8). Todo esto
colectivamente indicaria un cambio de un estado inmunosupresor a un potente estado
proinflamatorio. Sumado a esto, cuando macro6fagos o células NK se depletan, el efecto
antitumoral se pierde (Figs. 6.1.9-10), lo que indica la relevancia de estas poblaciones. Por
otra parte, cuando se estimula in vitro BMDM con Salmonella, se registra un aumento
significativo en la produccién de TNFa (Fig. 6.3.3). Finalmente, en nuestro grupo de
trabajo también hemos observado que Salmonella amplifica el efecto de terapias de
inhibicién de puntos de control (datos no publicados, Tesis de Maestria de la Lic. Sofia
Chilibroste, en preparacién). Todos estos puntos arriba resefiados son sugestivos de TI
[202]. Respecto al mecanismo, se ha descrito al LPS a bajas dosis como inductor [206], por
lo que nuevamente destacamos que la cepa deficiente en LPS que estamos generando
podria ser una herramienta valiosa para estudiar este fendmeno en relacién al efecto anti

melanoma de Salmonella, que claramente amerita ser estudiado en mayor profundidad.

Otro factor a considerar con miras a la posible aplicacién clinica de este tratamiento
basado en el uso de bacterias es la respuesta inmune preexistente contra Salmonella que
podrian presentar los pacientes que la recibirdn. Los ratones utilizados en todo este

trabajo fueron criados y mantenidos en estricta ausencia de patdgenos, particularmente
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Salmonella, hasta que la misma fue administrada a nivel intratumoral en el contexto de la
inmunoterapia. Sin embargo, en el caso de humanos existe un porcentaje de la poblacién
que presenta inmunidad contra Salmonella debido a encuentros previos con la misma.
Estudios indican que aproximadamente un 20% de la poblacién humana presentaria un
titulo de anticuerpos anti-Salmonella que podria ser efectivo en su eliminacién [207], lo
que podria interferir con el efecto terapéutico de nuestra aproximacion. Particularmente
algunos trabajos realizados en Nepal e India mostraron en estudios pequefios (entre 100 y
400 personas evaluadas) que entre un 20 y un 60% de individuos sanos dan positivo para
alguno de los 4 antigenos de Salmonella enterica testeados [208, 209]. En ese sentido el
grupo de Felgner y colaboradores demostraron en un modelo de carcinoma de colon
murino que la pre-exposicién a Salmonella disminuye significativamente la eficacia de la
terapia antitumoral basada en el uso de esta bacteria, incluso cuando se usan distintas
cepas para la inmunizacién primaria y la posterior. Sin embargo, propusieron y evaluaron
una estrategia para superar esa limitacidn generando un vector optimizado con
modificaciones en el lipido A y la sintesis de flagelo, que demostré reestablecer la
capacidad imunoestimulatoria de la cepa [210]. Particularmente en nuestro caso nos
planteamos como perspectiva evaluar la influencia de una exposicion previa a Salmonella
que luego se utilizard otra vez para tratar el melanoma. Resultados preliminares
demuestran que efectivamente ratones inoculados con la misma cepa de forma
subcutanea previo a la implantaciéon tumoral (y en los cuales se encontrdé altos titulos de
anticuerpos anti-LPS en suero), luego no responden al tratamiento intratumoral,
asemejandose los volimenes tumorales aquellos del grupo control. Resta evaluar si otras
cepas del mismo serotipo exhiben el mismo efecto, aunque el hecho de que todas
compartan el antigeno O del LPS (04 en el caso de Typhimurium), sugeriria que si. Por
otra parte, si la mutante en LPS que mencionamos mas arriba que planeamos generar ain
posee actividad antitumoral, también puede constituir una alternativa para la evaluacién

de la relevancia de la preexposicion.

Como una serendipia en este trabajo reportamos por primera vez que Salmonella induce la
liberacién de trampas extracelulares por parte de macréfagos murinos, que acaban por
eliminarla y morir [121]. Si bien esto representaria un nuevo mecanismo inmune inducido
por esta bacteria, a priori podria parecer que va en contra de nuestra inmunoterapia, ya
que eliminaria el agente terapéutico. Dado que excedia los limites de este trabajo no
profundizamos en el mismo pero entendemos fundamental analizar su relevancia en el
contexto de inmunoterapias contra el cancer. Se ha indicado que la generacién de NETs
(no se ha establecido una relacién directa entre METs y cancer) resultaria perjudicial en el

contexto del cancer, estimulando el crecimiento tumoral [211], promoviendo la salida de
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fase de equilibrio hacia la etapa de escape en el proceso de inmunoedicion [212] asi como
diseminando las células tumorales estableciendo metastasis en sitios distantes [213-215].
Por otra parte, Sabbione y colaboradores recientemente demostraron que las NETs
estimuladas por cristales de urato monosédico (MSU) en las vias aéreas de ratones
inducen produccién de citoquinas proinflamatorias que contribuyen al reclutamiento de
neutrofilos [216].Dado que el MSU es un conocido activador del inflamasoma,
entendemos que podria existir una relaciéon entre las trampas extracelulares producidas
por células inmunes y la activacion del inflamasoma. De hecho, algunos grupos ya han
mostrado que las NETs inducen activacion del inflamasoma [214, 217] por lo que creemos
que las METs también podrian constituir un DAMP que promueva o amplifique la
activacion del mismo. Ademdas en una extensiva revision publicada recientemente, se
plantea que el proceso de piroptosis -a consecuencia de la activaciéon del inflamasoma-
y ETosis son similares en términos de la generacidn de poros en la membrana y posterior
liberacion del contenido celular [218], reforzando la necesidad de estudiar la induccion de
ambos procesos mediada por Salmonella. Por otra parte, resultados de este trabajo
sugieren que Salmonella polariza los macréfagos hacia un fenotipo M1, y se ha reportado
que los M1 -pero no los M2- son propensos a la liberacién de METs al enfrentarse a NETs u
otros estimulos inflamatorios [219, 220], por lo que esto podria sugerir que la liberacién
de METs podria contribuir al efecto antitumoral que observamos por administracién de
Salmonella. Esto quizd también explicaria el hecho de que al dia 7 post Salmonella el
balance M1/M2 vuelve a ser similar al grupo sin tratamiento, ya que los M1 liberaron las
METs y murieron, mientras que los M2 los superan en nimero porque no sufrieron
METosis.

Como grandes perspectivas a futuro restan entonces una caracterizacién mas exhaustiva
de este fendmeno in vitro y la observacidn y evaluacién de la relevancia del mismo in vivo
en el contexto de la inmunoterapia contra melanoma basada en el uso de Salmonella. En
ese sentido, nos planteamos valorar el impacto de su inhibicién o eliminacién en el

contexto de melanoma, tanto no diseminado como metastasico.

En suma, este trabajo estuvo dirigido a explorar las bases celulares y moleculares por las
cuales Salmonella Typhimurium LVRO1 es efectiva como inmunoterapia contra melanoma.
En primer lugar se determiné que el tratamiento induce en poco tiempo un programa de
expresion génica esencialmente proinflamatorio en el microambiente tumoral, lo que
promueve el reclutamiento de distintas células inmunes que probaron en mayor o menor
medida ser clave. En un ciclo virtuoso, la induccién de piroptosis mediada por caspasa-1 e
inducida por Salmonella amplifica la inflamacion y destruye células tumorales. Respecto a

los factores particulares de Salmonella involucrados, por lo expuesto anteriormente no
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pudimos determinar una contribucién relevante de ninguna de ellas en particular. Todos
estos resultados fueron presentados en forma parcial tanto a nivel local como
internacional (ver Anexo 1), algunos de ellos publicados y otros en proceso de publicacién

proxima. La Figura 7.2 esquematiza los hallazgos mas relevantes obtenidos en el contexto
de este trabajo.
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Figura 7.2. Representacion esquematica de los mecanismos celulares y moleculares
ejercidos por Salmonella LVRO1 sobre células tumorales e infiltrantes que contribuyen a la

efectividad de la inmunoterapia. Imagen creada por A. Ménaco con BioRender.

En su conjunto, hemos abordado distintos aspectos que hacen al efecto anti-melanoma de
Salmonella LVR0O1. Creemos que los resultados aqui mostrados podrian contribuir al

mejoramiento de las estrategias terapéuticas actuales para combatir esta enfermedad que
afecta a toda la poblacién mundial.
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