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El cdncer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en la mujer a nivel
mundial. En Uruguay, afio a afio, miles de mujeres son diagnosticadas y
aproximadamente 600 de ellas fallecen a causa de esta enfermedad. Los
tratamientos actuales junto a las capacidades de diagnostico precoz han
mejorado la expectativa de vida de las pacientes con cancer de mama. Sin
embargo, existen problemas como la recurrencia del tumor primario, la
aparicion de metastasis y la resistencia y/o toxicidad asociados al
tratamiento. Estos retos en la clinica oncoldgica necesitan de nuevas
opciones terapéuticas para poder combatir esta enfermedad eficazmente.
Una de las barreras que dificultan las terapias contra el cancer es la
existencia de un estado de inmunosupresion inducido por el tumor.
Décadas de investigacion sobre la inmunobiologia tumoral han dado lugar
a diversos tipos de inmunoterapias para combatir este proceso, algunas
de las cuales se utilizan actualmente en la clinica. Histéricamente, una de
las primeras inmunoterapias contra el cancer, se baso en bacterias. Hoy en
dia, el éxito de bacterias atenuadas como el Bacillus Calmette Guerin
como agente de tratamiento contra el cancer de vejiga superficial, y los
estudios con varios géneros bacterianos (como Salmonella) capaces de
colonizar tumores, alienta al estudio de nuevas inmunoterapias basadas
en bacterias. En este trabajo proponemos el uso de una cepa atenuada de
Salmonella Typhimurium para combatir la enfermedad tumoral vy
metastdsica, en un modelo murino de cancer mamario. Hemos
encontrado que la cepa LVRO1 de Salmonella es capaz de infectar y
destruir células in vitro, y se distribuye preferencialmente en los tumores
in vivo. La administracién en neo-adjuvancia (previo a la remocion
quirurgica del tumor) posee un efecto antitumoral manifiesto en un
aumento significativo de la sobrevida de animales con enfermedad
metastasica. La administracion de esta bacteria es capaz de activar una
respuesta inmune tanto humoral como celular movilizando células
mieloides y linfoides a nivel de ganglio y tumor. Estos resultados, indican
la conveniencia de tratamientos neo-adyuvantes con esta bacteria en
conjuncién con cirugias u otras terapias que potencien su efecto
antitumoral.




1.ABREVIACIONES

ATP- Adenosin trifosfato
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2. INTRODUCCION

2.1. EL DESARROLLO DEL CANCER COMO FENOMENO MULTIFACTORIAL

‘2.1.1. El origen de la célula neoplasica

El cdncer consiste en un grupo de enfermedades que tienen en comun la
proliferacion descontrolada de un grupo de células de un individuo, que
poseen la capacidad de diseminarse e invadir tejidos sanos [1]. Esta
enfermedad usualmente se origina a partir de una unica célula y el
proceso de transformacidn de una célula normal a neoplasica puede darse
en una enorme variedad de tipos celulares. Distintos mecanismos
homeostaticos funcionan a distintos niveles para evitar la aparicion de
células cancerosas y la dificultad para sortearlos hace que el proceso de
transformacion se desarrolle tipicamente a lo largo de décadas. El balance
entre el grado proliferacion y la muerte celular mantiene a los tejidos en
correcto funcionamiento. [2]. La frecuencia de division celular esta
regulada por la maquinaria del ciclo celular la cual ejerce un control
estricto, que compone la primera barrera contra el desarrollo de células
tumorales. Hay genes que estimulan positivamente la proliferacién celular
(proto-oncogenes) cuando son activados de manera fisiolégica, durante el
crecimiento y la regeneracion de los tejidos. Por otro lado también existen
genes llamados “supresores de tumores” cuyos productos proteicos
actuan controlando el estado de la célula, siendo capaces de detectar
alteraciones y en algunos casos, pueden incluso destinarla a una muerte
celular programada o apoptosis. En la aparicion de una célula que se
transforma a un fenotipo tumoral, se propone que es fundamental la
acumulacion de danos irreparables en los genes responsables de la
regulacion de la proliferacion y muerte celular [3]. Estas mutaciones
confieren un fenotipo alterado que aumenta la frecuencia de division
celular (activacion de oncogenes a partir de proto-oncogenes) y sin freno
(inactivacion de genes supresores de tumores), dando lugar a una
neoplasia (masa de células proliferativas) [4].

Las células neopldsicas entonces adquieren un fenotipo de inestabilidad
genética asociado a su potencial replicativo sin control. Esto profundiza los




cambios genotipicos a nivel de la poblacidn proliferante y da lugar a una
diversidad de genotipos individuales. Estos genotipos, en tanto den lugar a
fenotipos diferenciables y heredables, son sujeto de seleccién natural a
nivel celular convirtiendo a la poblacién cancerosa/tumoral en una
entidad que evoluciona dindmicamente [5] [6]. Una vez que se pasa la
primera barrera del freno al crecimiento celular, esta capacidad evolutiva
de la masa tumoral le permite adaptarse y ganar funciones que permiten
su desarrollo y la evasién de mas mecanismos de defensa antitumoral.

2.1.2. Crecimiento tumoral, vascularizacion y metastasis

Durante el desarrollo de un tumor solido, las células en continua
replicacion se agrupan en una forma usualmente esferoidal. A medida que
el tumor crece en volumen, la distribucidon de nutrientes y la difusidon de
gases se hace desigual en las zonas del tumor [7]. La capa externa de hasta
1mm tiene un adecuado nivel de abastecimiento y las células contintan
replicando normalmente, pero las células interiores, se encuentran en un
entorno hipoéxico, dando lugar a una tasa replicativa menor y a necrosis.
Esta barrera al crecimiento creada en este entorno hipdxico es superada
parcialmente cuando las células activan la respuesta por hipoxia, para
restablecer el abastecimiento de nutrientes a la zona y el correcto
intercambio gaseoso. En consecuencia se secretan mediadores solubles
como el VEGF-1 (vascular endothelial growth factor 1) que actuando sobre
las células endoteliales vasculares, estimulan la neo-vascularizacion en el
entorno tumoral, resultando en el proceso de neo-angiogénesis.
Inicialmente se activa el endotelio vascular, iniciando la remodelacion del
tejido que permita la llegada de los vasos por migracién celular. Las células
endoteliales proliferan y se disponen de manera desorganizada en el
entorno tumoral, para después conectarse entre si y con asociarse con
células musculares lisas y pericitos, resultando en microvasculatura
funcional [8]. Una vez que el tumor vascularizado se encuentra conectado
intimamente a la circulacidn sistémica, se aumenta la chance de que las
células tumorales puedan invadir a otros sitios. Los tumores pueden
invadir los tejidos circundantes mediante la remodelacion de la matriz
extracelular, la disrupcion de la [dmina basal y la migracién celular.




La colonizacion por parte de células cancerosas de sitios distintos que
distan del tumor primario se denomina metastasis. La metdastasis puede
dar lugar a nuevos tumores esparcidos por todo el cuerpo (a veces
inoperables) y normalmente esta condicion lleva a la muerte del individuo
afectado [9]. Los eventos de metdstasis no solo se ven influenciados por la
capacidad invasiva y la diseminacion por la vasculatura sino que también
dependen de la interaccion con las células en el sitio colonizado [10]. No
todas las células que componen un tumor son iguales en su capacidad
metastasica e incluso se propone que solo un conjunto especifico puede
dar lugar a nuevos tumores. A estas células se las denomina “células
madre del cdncer” (cancer stem cells en inglés), ya que comparten ciertos
marcadores con las células madre convencionales y son capaces de
autorenovarse y dar lugar a células tumorales diferenciadas (no stem cell).
Se les considera portadores de un potencial metastasico elevado,
resistentes al tratamiento quimioterapico y responsables de las recaidas,
ya que su potencial replicativo permite la generacion de tumores a partir
de un numero menor de células [11].

Las células que inician un proceso tumoral se desarrollan en un
microambiente de diversidad de tipos celulares no tumorales. La
interaccion con estas células puede influenciar positiva o negativamente el
crecimiento tumoral. Los acontecimientos asociados a estas interacciones,
responden a un orden esencialmente secuencial durante la progresion
tumoral (ilustrado en la Figura 1). Las células tumorales como se ha
mencionado durante el proceso de angiogénesis, envian sefiales a otros
tipos celulares, desencadenando respuestas concretas. Otros tipos
celulares con los que pueden presentar interacciones relevantes para el
desarrollo tumoral, son con los fibroblastos y con las células del sistema
inmune[12], [13][14].
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Figura 1. Factores involucrados en el desarrollo del cancer. Factores ambientales y propios del
organismo pueden promover la aparicion de una célula tumoral. La asociacién de esta célula con otros

tipos celulares genera una interaccion que modela el microambiente tumoral, promoviendo el
crecimiento tumoral y ayudando a la evasién inmune del mismo. El crecimiento tumoral puede
desencadenar respuestas angiogénicas, que sumadas a la capacidad invasiva puede resultar en un
crecimiento invasivo local o incluso metastasis distantes a otros sitios. Adaptado de: Grivennikov, S. et al
(2010). Immunity, inflammation, and cancer. Cell, 140(6), 883-99.)[15]
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2.1.3. El sistema inmune y el cancer

El sistema inmune constituye otro mecanismo homeostatico que es capaz
de prevenir la aparicién de tumores [16]. Este se enfrenta a la dificil misidn
de encontrar los pocos rasgos que permitan diferenciar a una célula
tumoral del resto de las células presentes en el organismo. Para empezar,
la identidad antigénica de la célula tumoral es la misma que la del
individuo portador, siendo estas células naturalmente toleradas por el
individuo. En tumores no generados por virus, las Unicas alteraciones que
puede detectar el sistema inmune adaptativo son aquellas que se generan
por la expresidn de antigenos especificos de tumor (presentes solamente
en el tumor, por proteinas mutadas o alteradas) o asociados a tumor (de
expresion diferencial en tumores, pero también presente a menor nivel en
tejidos sanos). Sin embargo, usualmente las células transformadas se
encuentran bajo cierto estrés metabdlico que puede desencadenar
sefales reconocibles por el sistema inmune innato. Uno de los eventos
desencadenados por el estrés celular puede ser la propia muerte de la
célula, donde la apoptosis (cldsicamente interpretada como anti
inflamatoria) y la necrosis pueden exponer y/o liberar moléculas pro
inflamatorias [17], [18], [19]. Como ejemplo los linfocitos como los NK
(natural killer), NK-T (natural killer T cells) y los T-y9, (linfocitos T gamma
delta) son capaces de censar las proteinas MICA y MICB presentes en la
superficie de las células pudiendo inducir inflamacidon o la muerte celular
de una célula alterada [20][21]. Como resultado del estrés celular,
acontece la exposicidon y/o liberacion de proteinas y moléculas pequenas
tipicamente intracelulares, como la HMGB1, la calreticulina, las heat shock
proteins y el ATP, que también pueden ser interpretadas como sefiales de
peligro que desencadenen inflamacidon y activacidon del sistema inmune
[22]. La deteccién de antigenos tumorales y de sefales de estrés celular
asociado a la transformacidon permite que a lo largo de la vida de un
individuo sano, numerosas micro-lesiones tumorales sean eliminadas,
pero eventualmente una puede escapar a la inmunovigilancia y progresar
a ser un tumor [16]. Esto se logra mediante mecanismos que evaden la
accion del sistema inmune, como la modulacion negativa de Ia
presentacion de antigenos tumorales (y/o signos de stress celular), la
resistencia a la induccion de muerte celular, el envio de senales
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inmunosupresoras y la inactivacion funcional de linfocitos [3]. Una vez que
desarrollan estos mecanismos, las células inmunes que llegan al ambiente
tumoral son ineficientes en montar una respuesta efectora contra el
tumor. Estos leucocitos infiltrantes al tumor pueden ser influenciados por
las senales inmunosupresoras enviadas por las células cancerosas,
convirtiéndose ellos mismos a un fenotipo inmunosupresor y generando
un “velo inmunoldgico”[23]. No solo los macrdéfagos y fibroblastos que
residen en la lesion tumoral pueden ser influenciados de manera de
promover el desarrollo del tumor, sino que existe un reclutamiento activo
de diversos tipos celulares, especialmente células mieloides y linfocitos
[12]. Evidencia creciente apoya el rol de la relacién entre las MDSCs
(myeloid derived supresor cells) y los linfocitos Treg (linfocitos T
reguladores) para el desarrollo y mantenimiento de la inmunosupresion.
Las MDSCs son un grupo heterogéneo de células inmaduras derivadas de
medula dsea que pueden inhibir las respuestas citotoxicas de las células T
mediante interacciones de contacto, basandose en la libracion “a
guemarropa” de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi como en la
expresion de las proteinas de membrana CTLA-4 y mTGF-f [24].
Tipicamente se las divide en granulociticas (G-MDSCs) y monociticas (M-
MDSCs), variando sus mecanismos de accién y su frecuencia relativa en
distintos tipos de tumores. La presencia de MDSCs induce la diferenciacion
funcional de los linfocitos T naive a linfocitos Treg, los cuales poseen
potentes mecanismos inmunosupresores sobre una amplia variedad de
células inmunes. Estos linfocitos, a través del CD25 en su superficie (un
receptor de alta afinidad de IL-2) pueden secuestrar la IL-2 necesaria para
la activacion y proliferacion de linfocitos efectores, privandolos de los
estimulos necesarios para sobrevivir e induciendo la apoptosis sobre
ellos. La expresion de granzimas dota de capacidad citotdxica a los
linfocitos Treg, que resulta en la induccidon de apoptosis a los linfocitos
efectores cercanos. Los Tregs presentan en membrana al CTLA-4 y mTGF-f
y son capaces de liberar citoquinas anti-inflamatorias como la IL-35 y la IL-
10 resultando en inhibiciones (contacto dependientes e independientes)
funcionales a células presentadoras de antigeno asi como a linfocitos
efectores [25], [26]. El estudio de la inmunobiologia tumoral (asi como la
relacionada con trasplantes y autoinmunidad) ha visto crecer la lista de
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células inmunes con fenotipo inmunosupresor (representada
graficamente en la Figura 2), implicando a células NKT, células B
reguladoras, células dendriticas inmaduras y otras [23]. Los numerosos
mecanismos  redundantes, independientes y  sinérgicos de
inmunosupresion crean un ambiente intrincado desde el punto de vista
celular y molecular que es dificil de revertir, afiadiendo una capa de
complejidad adicional y representando un nuevo desafio en la terapia
contra el cancer.

En consecuencia un tumor se desarrolla a partir de una masa proliferativa
de células, que ante un ineficaz sistema inmune, permite que las células
cancerosas puedan expandirse e incluso esparcirse, mediante su
capacidad invasiva, angiogénica y metastasica. Estos procesos comunes a
la mayoria de los tumores malignos, pueden variar en el detalle a nivel
molecular de tumor a tumor, e incluso durante la evolucién de un tumor.
La diversidad de mecanismos mediante los cuales los distintos tipos de
tumores logran establecerse e invadir nuevos sitios, hacen necesario
integrar la realidad molecular y celular para lograr un diagnostico y
tratamiento adecuado.
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Figura 2. El microambiente tumoral inmunosupresor. Las células tumorales reclutan leucocitos e
inducen su fenotipo inmunosupresor. De esta manera se integra una intrincada red de interacciones
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network: myeloid-derived suppressor cells, regulatory T cells and natural killer T cells. Immunology,
138(2), 105-15.[23]
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2.2. CANCER DE MAMA: EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

El cancer es una de las mayores causas de muerte en Uruguay siendo
responsable de aproximadamente un 25% de las muertes por afio [27]. Se
calcula que una mujer tiene aproximadamente un 12% de chances de
contraer cancer de mama durante su vida, [28], constituyendo también el
tipo de cancer mas frecuente en la poblacién femenina. En Uruguay este
cancer es el de mayor incidencia y el causante de la mayor cantidad de
muertes por cancer en la mujer[27].

El control de la aparicion y el seguimiento de la evolucion del cancer
mamario se apoyan en una gama de herramientas diagnosticas clinicas y
paraclinicas. Los programas de salud en general hacen hincapié en vigilar
la aparicién de tumoraciones y favorecer los diagndsticos tempranos de la
enfermedad [29]. El examen fisico en la clinica y la medidas de
autoexaminacion, asi como de mamografias, son las técnicas de
diagnostico de eleccidén. Para obtener informacion complementaria en
mamas donde se sospecha la presencia de un tumor y la mamografia no
es clara, se emplean preferentemente las técnicas de ultrasonido y de
resonancia magnética nuclear[28].

En caso de encontrar una masa tumoral, se puede realizar una biopsia que
permita realizar estudios (histolégicos y moleculares) de marcadores que
permiten clasificar al tipo de tumor, el riesgo asociado y sus posibles
tratamientos. Los marcadores mas empleados los de receptores de
estrogeno y progesterona y el de HER2 (Receptor de factor de
crecimiento epidérmico 2). Complementariamente también se esta
empezando a emplear pruebas moleculares multigénicas que analizan
desde unos pocos hasta algunas decenas de genes asociados a la
progresién tumoral, invasiva y metastasica asi como la resistencia al
tratamiento [30].

La informacién obtenida de los examenes diagndsticos permite adecuar la
terapia al paciente. El tratamiento se determina en base cuan esparcido
esta el tumor (si es encapsulado, invasivo local o con metdstasis
ganglionares y/o en sitios distantes) y a la presencia de los marcadores
mencionados anteriormente. Los tratamientos estandar incluyen la
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Mastectomia parcial o total, la remociéon del ganglio centinela, la
guimioterapia, la radioterapia, y terapias especificas que incluyen Ia
hormonal y la dirigida contra HER2. Los receptores hormonales de
estréogeno y progesterona aumentados en un tumor indican que el tumor
posiblemente responda a la terapia hormonal, que consiste en el bloqueo
de los receptores o en la disminucién de los niveles de hormonas
circulantes. Por otro lado, los niveles elevados de HER2 confieren al tumor
de mayor agresividad, sin embargo los vuelven susceptibles a la terapia
dirigida, mediante el uso de anticuerpos monoclonales o inhibidores
especificos del receptor [31][32]. El anticuerpo Trastuzumab que reconoce
el dominio extracelular de HER2, fue aprobado para el tratamiento de
cancer de mama avanzado que expresa dicho receptor (junto con
guimioterapia). El efecto de este anticuerpo incluye mecanismos
relacionados al bloqueo del receptor, pero al ser un anticuerpo
humanizado también puede desencadenar citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, convirtiéndolo en un agente
inmunoterapéutico [33]. A pesar de los avances en el tratamiento (y
diagnostico), que ha logrado una disminucién en la mortalidad de los
pacientes, el cdncer de mama sigue presentando desafios.

La aparicion de recurrencias y metastasis asi como los efectos toxicos de
los tratamientos representan un problema a resolver. En algunos casos,
los pacientes responden inicialmente bien a la terapia, pero las células
tumorales se vuelven resistentes, limitando las opciones terapéuticas y
complicando el pronéstico del paciente [32]. Nuevas y diversas terapias
experimentales estan en desarrollo, algunas de las cuales estan en fases
avanzadas de ensayos clinicos.

2.3. LAS INMUNOTERAPIAS CONTRA EL CANCER

2.3.1. Caracteristicas y su actualidad en la clinica

El concepto de que el sistema inmune es capaz de combatir (o promover)
el desarrollo del cancer no es nuevo, pero los avances sobre el estudio del
rol del sistema inmune en el cancer y las herramientas biotecnoldgicas a
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disposiciéon abren la puerta al desarrollo de novedosas formas de
inmunoterapia[34][35][36]. El poder de una cura basada en el sistema
inmune podria combinar caracteristicas muy deseadas en la terapia
antitumoral, como lo son: (a) la capacidad de generar respuestas antigeno
especificas (b) la circulaciéon natural de células inmunes por el cuerpo
capaces de ejercer su potencial efector en cualquier sitio (c) la posibilidad
de desarrollar una cura a largo plazo basada en la memoria inmunoldgica.

El arsenal de agentes inmunoterapéuticos aprobados para su uso en la
clinica oncoldgica abraca una amplia gama de opciones incluyendo:
anticuerpos monoclonales contra antigenos tumorales (algunos
radiomarcados), anticuerpos monoclonales con actividad
inmunoreguladora, citoquinas, pequefias moléculas inmunoreguladoras,
“inmunotoxinas”, bacterias atenuadas, y terapia basada en células[37].
Una atractiva opcidon terapéutica que estd en estudio en numerosos
ensayos clinicos es la terapia génica basada en la expresién de genes
inmunoestimuladores (a veces combinada con expresiéon de antigenos
tumorales)[38].

Este conjunto de terapias, aunque prometedoras, se encuentran ante una
multitud de obstaculos para poder llevarlas del laboratorio a la clinica.
Entre estos se encuentran: la dificultad para relacionar los resultados
obtenidos en modelos animales con la respuesta en humanos, la
complejidad y la variedad de manifestaciones del cancer, sus formas de
evasion del sistema inmune y la ausencia de indicadores robustos de una
respuesta inmune antitumoral eficaz. El propio formato de los ensayos
clinicos debe ser adaptado para la correcta evaluacion de los agentes
inmunoterapicos, para una adecuada interpretacidon de las respuestas a
nivel clinico.[37]. Con el grado de desarrollo actual de la medicina
personalizada y las técnicas dmicas, la caracterizacidon a nivel gendmico e
inmunoldgico del entorno tumoral puede ser la clave en definir los grupos
de tratamiento que responden a estos tipos de terapia.

El reciente avance en las inmunoterapias, en especial aquellas para
melanoma con Ipilimumab, (Anticuerpo monoclonal contra CTLA-4) y
cancer de proéstata con Sipuleucel-T (vacuna a base de células dendriticas
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autdlogas) anima a los cientificos y clinicos a evaluar el efecto de este tipo
de terapias sobre otros tipos tumorales, como el cancer de mama [33].

2.3.2. Inmunoterapias antitumorales basadas en bacterias

En el siglo XIX los médicos alemanes W.Busch y F.Fehlsien reportaron la
remision de tumores en pacientes que habian cursado una infeccidn
bacteriana accidental [39]. Busch fue el pionero en inocular con erisipela a
un paciente portador de tumor y en apreciar la disminucidon del tamafio
tumoral. Fehleisen siguid los pasos de Busch, repitiendo el experimento e
identificando la bacteria responsable de la erisipela, el Streptococcus
pyogenes. Por otra parte el norteamericano W.B.Coley también incursiono
en el tratamiento de pacientes con cancer usando bacterias vivas, donde
se encontré con una “espada de doble filo”, observando regresiones asi
como muertes a causa de la infeccién inducida. Con la intencidén de
disminuir los riesgos para el paciente, Coley empezd a usar una mezcla de
las bacterias Streptococcus y Serratia marcescens muertas por calor. Esta
mezcla tomo el nombre de “Las toxinas de Coley”, con la que trato cientos
de pacientes con relativo éxito, reportando remisiones completas
especialmente en sarcomas. En estudios retrospectivos sobre sus
resultados, se puedo relacionar positivamente la intensidad de la reaccidn
febril inducida por el tratamiento con la expectativa de vida de los
pacientes, argumentando a favor del involucramiento de una reaccién
inmune como parte fundamental del efecto antitumoral [40]. Los
resultados no fueron facilmente reproducibles por otros cientificos,
algunos cuestionando la validez de la terapia. Fue entonces que tras la
muerte de Coley, incluso después de cientos de pacientes y mas de 70
afos de reportes sobre los efectos de la terapia basada en Ia
administracién de “las toxinas”, la Administracion General de Drogas y
Alimentos de Estados Unidos clasifico como “Droga Nueva”. De esta
manera estas fueron relegadas a usarse solo en ensayos clinicos, para
eventualmente desaparecer casi por completo. Posteriormente el
advenimiento de las técnicas mas estandarizables como la radioterapia y
la quimioterapia, asi como el uso rutinario de antibidticos vy
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antiinflamatorios, desplazaron a las inmunoterapias basadas en bacterias
compitiendo con ellas y antagonizando sus posibles efectos (por sus
efectos secundarios inmunosupresores) [40]. Para ese entonces la
esperanza de una cura contra el cancer de amplio espectro y de bajo costo
se desvanecia.

Sin embargo las perspectivas de una cura para el cancer basada en
bacterias, entusiasmaba a algunos investigadores y clinicos, siendo esta
capaz de tener efecto contra una variedad de tumores y representando
potencialmente una de las terapias menos costosas. El progreso en el area
se continuo a nivel experimental en modelos animales, donde las
bacterias anaerobias vivas se demostraron capaces de colonizar tumores
solidos [41]. Los estudios con clostridios (anaerobios obligatorios),
asociaron la presencia bacteriana a las zonas necrdticas de los tumores.
Se observaron regresiones tumorales pero los efectos nocivos asociados a
las toxinas podian resultar en enfermedad aguda y muerte del animal. Los
clostridios ejercian su efecto especialmente sobre la zona necrdtica, sin
mayor efecto sobre las zonas periféricas de alta proliferacion, dando lugar
a remisiones. La administracion de la bacteria se combino con radioterapia
0 quimioterapia, buscando un efecto terapéutico dual complementario
sobre células poco accesibles y de baja tasa de proliferacién (bacteria en
zona hipdxica/necrética) asi como las de mayor tasa de proliferacion
(Radio/quimioterapia en periferia del tumor). Con el paso del tiempo,
varios géneros bacterianos estudiados se mostraron capaces de
distribuirse y proliferar especificamente en tumores, incluyendo a
Clostridium, Bifidobacterium, Salmonella, Mycobacterium, Lactobacillus y
Listeria entre otros [39], [42], [43]. Se cree que estas bacterias deben al
menos parte de su efecto a sus capacidades intrinsecas como la movilidad
(dispersion), la quimiotaxis (direccionamiento), la vida en anaerobiosis
(selectividad) y la produccién de toxinas (toxicidad). Ciertas propiedades
de los ambientes tumorales son también aprovechadas por las bacterias
para ejercer un efecto mas selectivo. Dichas bacterias son capaces de
llegar a los tumores por la presencia aumentada de vasos sanguineos, y de
permanecer en el ambiente tumoral gracias al nicho de inmunosupresion
gue normalmente se establece. La presencia de bacterias en dicho
ambiente puede provocar inflamacién, ya sea por su toxicidad propia o
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gracias a la presencia de sefales de peligro asociadas a patdgenos
(PAMPS) que se encuentran en las bacterias, resultando en la estimulacién
la inmunidad antitumoral)[41]. En la busqueda de mejorar las bacterias
empleadas en terapia antitumoral, se ha buscado reducir su toxicidad
inespecifica modificado genes responsables de la patogenicidad. Es asi que
las bacterias estudiadas y/o usadas hoy en dia presentan atenuaciones
que alteran la a su metabolismo, su capacidad replicativa o ciertas
toxinas. Aprovechando la capacidad de dichas bacterias para
biodistribuirse en los tumores, a ciertas cepas se las esta ensayando como
vectores de genes terapéuticos antitumorales [44][45].

El traslado de los resultados experimentales en animales a la clinica
oncoldgica ha sido de escaso éxito, con solo una aplicacidon de demostrada
eficacia en humanos. El BCG, (Bacillus Calmette Guerin) cepa de
Mycobacterium Bovis usada en la vacuna de tuberculosis, se usa para
tratar cancer de vejiga superficial (previamente sometido a cirugia). Los
pacientes que sdlo se someten a cirugia tienen cerca de un 70-80% de
posibilidad de recurrencia (y 20% de progresién), mientras que si se le
suministra BCG tras la cirugia tiene altas chances de generar una
respuesta completa, reducir su recurrencia a un ~30% (segun el estudio y
protocolo terapéutico) y disminuir el riesgo de progresion [46][47]. El
mecanismo propuesto es el de una respuesta inmune potente basada en
la expresion de citoquinas (TNF-a, IFN-y, IL -1, IL-2, IL-5, IL-6, IL8, IL-10, IL-
12 e IL-18) inducida por la fagocitosis del bacilo y el reclutamiento de
linfocitos CD8, CD4 y NK [47]. Es destacable que el acompanamiento del
BCG a la cirugia es el tratamiento preferencial para este tipo de tumores.
Los tratamientos incluyen modificaciones en la dosis (con la intencién de
disminuir la toxicidad) y en el mantenimiento de la inmunoterapia (para
mantener y/o potenciar la respuesta) [47]. Ensayos clinicos recientes
estudian el efecto combinado del BCG junto a la administracion de
interferon alfa (IFN-a), donde se aprecia una potenciacion del efecto
terapéutico [48]. Por otra parte se busca el efecto de terapias combinadas
sobre otros tipos de tumores, como lo es la aplicacion de la BCG (solo
fragmentos de su pared celular) con radioterapia para tratar el cancer de
colon [41] . En Argentina se prepara un ensayo clinico de la “vacuna”
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CSF470, basada en una combinaciéon del BCG con células alogénicas
irradiadas, sumado a GM-CSF para el tratamiento del melanoma [49].

2.4. SALMONELLA TYPHIMURIUM: DEL PATOGENO AL AGENTE
ANTITUMORAL

2.4.1. Caracteristicas generales

Las bacterias del genero Salmonella son capaces de infectar reptiles, aves
y mamiferos, pudiendo causar infecciones asintomaticas, gastroenteritis o
infecciones sistémicas [50]. En humanos se asocian a brotes de infecciones
gastrointestinales relacionados con el consumo de comida contaminada.
Dos factores mayores afectan el desenlace de una infeccidon por
Salmonella, el serotipo bacteriano (de los que hay mas de mil) y el
hospedero (especie, estado inmunoldgico, flora comensal)[51]. De esta
interaccidn puede surgir una infeccion intestinal aguda localizada o una
infeccion sistémica llamada “fiebre tifoidea”, que puede terminar en
sepsis y muerte [52]. En humanos las bacterias de la especie Salmonella
enterica pertenecientes al serovar Typhimurium, (comuUnmente
denominada Salmonella Thypimurium (S.Typhimurium)) usualmente
causan enfermedad gastrointestinal, sin embargo en roedores pueden
entrar en el torrente sanguineo y producir fiebre tifoidea [51].

S.Typhimurium es un bacilo Gram-negativo, que posee una membrana
externa cubierta de LPS que rodea a la membrana plasmatica. Es un
anaerobio facultativo, pudiendo vivir en ambientes normaoxicos, hipdxicos
y anaerobios [53]. La presencia de flagelos y sensores quimiotaticos dota a
esta bacteria de movilidad y capacidad de orientacidn [53]. S.Typhimurium
cuenta ademds con estructuras de similar complejidad a la del flagelo
(emparentadas evolutivamente con este), que son los SSTIIl. Estos
funcionan como “microjeringas moleculares” que le permiten a
Salmonella inyectar proteinas efectoras especificas al interior de una
célula eucariota, pudiendo invadirla y mantenerse en el nicho intracelular
[54].
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Durante la infeccion de la mucosa intestinal, Salmonella puede invadir
macrofagos, células epiteliales y otras células, siendo capaz de inducir
apoptosis, asi como un tipo de muerte celular programada llamada
“pyroptosis” [55][56][57]. Esta muerte se induce ante la deteccion de
componentes bacterianos en el entorno intracelular y resulta en una
muerte caracteristicamente pro-infamatoria [58]. Mas especificamente, la
deteccion de componentes bacterianos (entre las que se encuentra la
flagelina) por parte de ciertos receptores intracelulares citoplasmaticos,
los NLRs (Nod Like Receptors) induce el reclutamiento de las proteinas del
inflamosoma activando la caspasa-1 [58]. Esta caspasa activada controla
el proceso de la pyroptosis, y procesa proteoliticamente a una diversidad
de proteinas. Al igual que la apoptosis, la pyroptosis desencadena la
activacion de nucleasas que degradan los acidos nucléicos, aunque en el
caso de la pyroptosis el nucleo se condensa pero no se desintegra [59] El
procesamiento proteolitico inducido por la caspasa-1 tiene entre sus
sustratos a las pro-IL1-B y pro-IL18, y provocando la liberacién de sus
formas maduras a través de poros en la membrana (también inducidos
como parte del proceso)[60]. La formacién de poros en la membrana
celular, lleva a un flujo de iones y agua que hincha la célula y termina en la
ruptura y diseminaciéon del contenido intracelular (promoviendo la
inflamacién), contrastando con el modo ordenado de descomposicién en
vesiculas cerradas que es caracteristico de la apoptosis [60]. Este proceso
induce una respuesta inflamatoria, que comprende el volcado del
contenido intracelular, sumado a accién de la IL-1p reclutando linfocitos e
induciendo la expresiéon de otras citoquinas e IL-18 estimulando la
produccién de IFN- vy, la activaciéon de linfocitos T y macréfagos. Este tipo
de respuesta es fisioldgicamente relevante para el hospedero, de modo de
poder montar una respuesta inmune efectiva contra la bacteria, tal es asi
que ratones deficientes en caspasa-1 presentan susceptibilidad
aumentada ante las infecciones con S.Typhimurium [52]. Cabe destacar
que la presencia de diversos PAMPs (patrones moleculares asociados a
patdgenos, incluyendo LPS, flagelina, peptidoglicano, formilmetionina,
etc) presentes en Salmonella pueden ser detectados por otros receptores
como los TLR (Toll Like Receptors) y otros NLRs, induciendo otras vias de
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inflamacion que repercuten en el tipo de respuesta inmune contra esta
bacteria [58].

2.4.2. Potencial antitumoral

Los tumores, al establecerse, van desarrollando barreras que pueden
limitar la efectividad de los tratamientos, como lo son: |Ia
inmunosupresion, la hipoxia, el pH acido, la vasculatura desorganizada, asi
como la diseminacién y metastasis. Las caracteristicas de Salmonella como
agente terapéutico (representados esquematicamente en la Figura 3), en
cuanto a su biodistribucién, efectos inmunoestimuladores, asi como por
su toxicidad directa, son ideales para hacer frente a estos desafios y varias
cepas atenuadas estan siendo estudiadas y modificadas con fines
antitumorales [61][62][63][44].

A mediados de los afios noventa, se realizaron trabajos con cepas
atenuadas de Salmonella capaces de colonizar tumores, y de ejercer un
efecto antitumoral [64]. Tras la administracion sistémica de estas
bacterias, las tasas de acumulacién tumoral eran de aproximadamente
1000 a 1 respecto a otros sitios de alta irrigaciéon como el higado, bazo y
pulmon [64][65][66]. Las razones de la biodistribucion preferencial por los
tumores de estas cepas han implicado diversos factores, algunos
intrinsecos a la bacteria (vida en anaerobiosis, quimiotaxis y movilidad) y
otros relacionados con la propia biologia tumoral (arquitectura vascular de
los tumores, sistema inmune deprimido, limpieza diferencial)
[67][53][68][69]. Salmonella no sbélo es capaz de colonizar tumores
primarios, sino que también puede alcanzar a los distantes sitios
metastasicos, inclusive metdstasis de tamafio microscopico, abriendo las
puertas para las terapias sistémicas antitumorales [53][70].

Esta capacidad de colonizar con alto grado de especificidad los entornos
tumorales, sumado a la relativa facilidad de manipulacidon genética de esta
bacteria, llevo al uso de S.Typhimurium como vector de agentes
antitumorales [44][61][45]. Las aplicaciones varian desde la expresion de:
antigenos tumorales; citoquinas inmunoestimuladoras; proteinas
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inductoras de muerte celular; enzimas convertidoras de pro-drogas; y
genes reporteros [44][61][45]. Numerosas cepas atenuadas de
S.Typhimurium han sido empleadas en terapia antitumoral. Las
distinciones entre cepas se basan en su origen, y también en las
atenuaciones que portan, que habitualmente son en genes de vias
metabdlicas (que limitan el potencial replicativo) o en genes relacionados
con la toxicidad inespecifica. Las cepas Al y A1-R (autotrdficas para los
aminoacidos leucina y arginina) inicialmente mostraron potencial in vitro
en lineas celulares tumorales humanas [71]. Cuando se emplearon estas
bacterias como monoterapia, en tumores de origen humano trasplantados
en ratones nude, se reportaron remisiones tumorales totales (sin ser
téxicos para el ratdn)[72]. Posteriormente la cepa A1-R fue utilizada en
modelos murinos de tumores singénicos en cepas inmunocompetentes,
donde se registraron efectos antitumorales y antimetastasicos, que
resultaron en extensiones de la sobrevida de los animales[72][73].

Una de las cepas atenuadas mas estudiadas hasta el momento es la
VNP20009 que lleva una deleccién en el gen purl (requerido en la sintesis
de purinas) y en el gen msbB (dando lugar a un LPS truncado,
disminuyendo el riesgo del shock séptico) [65]. Esta bacteria demostrd
acumularse en tumores y ser menos toxica, y se la relaciono in vitro con la
induccion de muerte de la célula tumoral infectada [66][65][74]. Su éxito
como agente antitumoral en modelos experimentales de melanoma llevo
a la conduccion de ensayos clinicos [75][76]. Los resultados en humanos
con melanoma metastasico distaron de la eficacia que se reportd para los
modelos murinos, sin embargo se demostré que esta bacteria era tolerada
adecuadamente por seres humanos y que era capaz de llegar a los
tumores[76]. El plan mas reciente del uso de S.Typhimurium atenuadas
como terapia antitumoral en humanos llega de parte de otro grupo de
investigacion desde el Masonic Cancer Center, University of Minnesota,
empleando la cepa x4550 portadora de un plasmido para la expresiéon de
IL-2, pero aun esta en fase de reclutamiento [77].

En un trabajo enfocado en las propiedades intrinsecas de S.Typhimurium
como agente inmunoterapéutico, se postulo un nuevo mecanismo que
llevaba a la muerte de las células tumorales infectadas [78]. La infeccidn
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de células tumorales por parte de Salmonella, dotaba antigénicamente a
dichas células con epitopes T de la propia bacteria, lo cual permitia a la
célula tumoral ser reconocida por linfocitos T especificos contra
Salmonella como si fuera una célula infectada[78]. En este estudio
también se reporto un aumento de las respuesta inmune contra antigenos
tumorales y una mejora en la sobrevida de los animales tratados. En otra
publicacidn relacionada se ahonda sobre los mecanismos responsables de
la inmunoterapia basada en S.Typhimurium. La infeccion por Salmonella
induce la expresién de uniones comunicantes o GAP que promueven la
presentacion cruzada de antigenos tumorales en células dendriticas,
resultando en respuestas citotoxicas antitumorales responsables de la
eliminacion de lesiones metastasicas [79].

En el Laboratorio de Vacunas Recombinantes del Instituto de Higiene, se
han conducido estudios sobre las propiedades antitumorales de cepas
atenuadas de S.Typhimurium, con especial énfasis en su potencial como
agentes de inmunoterapia en modelos de melanoma y linfoma [80][81].
En el modelo de melanoma se mostro la capacidad la cepa de
S.Typhimurium SL3261 (atenuacidn en aroA, auxotrdfica para
aminodcidos aromaticos) para colonizar y replicar en los tumores,
generando un retraso en el crecimiento tumoral [80]. El efecto de la
Salmonella SL3261 portadora de plasmidos codificantes de IL-4 o IL-18
resultdé en un aumento de la sobrevida de los animales, una reduccién en
el volumen tumoral y un aumento de la respuesta inmune [80].

En el modelo de linfoma murino con células A20, los experimentos in vitro
mostraron un aumento de moléculas co-estimuladoras en las propias A20
tras la infeccién con la cepa LVRO1 (atenuacidn en aroC, auxotréfica para
aminodcidos aromaticos). Los experimentos in vivo con ratones
portadores de linfomas se correspondieron con una mayor sobrevida del
grupo tratado con LVRO1. Esta respuesta se reflej6 en un aumento de
células inmunes infiltrantes al tumor (células T citotdxicas y neutrofilos
principalmente) y una mayor expresion de citoquinas como el IFN-y. En
este mismo estudio se ensayd la terapia combinada usando Salmonella y
depdsitos de IL-2, que resultd en una mayor activacion del sistema
inmune asi como un mejor efecto terapéutico [81].
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El cuerpo de publicaciones creciente postula a S. Typhimurium como un
agente prometedor en las terapias antitumorales, versatil tanto en su
manipulacién para diversas aplicaciones, como por su amplio tropismo por
diferentes tipos de tumores.
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Figura 3. Posibles mecanismos antitumorales inducidos por S.Typhimurium. El diagrama muestra las
rutas principales de accion antitumoral de Salmonella, sus posibles interacciones y bucles de
retroalimentacion. Se establecen los vinculos entre la toxicidad directa y aquella asociada al sistema
inmune. (A) Competencia por nutrientes en el entorno tumoral (y posible accién de toxinas), pudiendo
enlentecer el crecimiento o incluso inducir muerte de las células tumorales.(B) Deteccidn directa de
PAMPs bacterianos por células del sistema inmune, que desencadena la liberacidn de citoquinas,
resultando en un reclutamiento de leucocitos capaces de iniciar respuestas efectoras antitumorales. (C)
() La capacidad invasiva de Salmonella puede inducir respuestas de estrés celular, interpretadas como
sefiales de dafio detectables por el sistema inmune. (ll) Por otro lado, este mismo proceso puede dar
lugar al traspaso de determinantes antigénicos desde la Salmonella hacia la célula invadida, pudiendo
ser reconocida como una célula infectada y extrafia. La induccidn de uniones gap en la célula invadida
también pueden favorecer la presentacion de antigenos tumorales a células presentadoras de antigeno.
Estos dos procesos pueden desembocar en la eliminacion antigeno dependiente de células tumorales.
(1) Salmonella puede inducir la muerte celular de la célula infectada, induciendo apoptosis o pyroptosis.
De estas maneras se pueden liberar antigenos tumorales, asi como nuevas bacterias que pueden volver
a infectar otras células. En el proceso de la pyroptosis se liberan citoquinas pro-inflamatorias que
pueden desencadenar el reclutamiento y activacién de células inmunes.(D) Varios mecanismos influyen
en, o convergen al reconocimiento de antigenos tumorales y la activacion de respuestas con actividad
citotdxica antigeno dependiente, y antigeno independiente.

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta que en la clinica los tumores de mama habitualmente
son sometidos a cirugia, que las metastasis presentan el mayor reto
terapéutico y que cepas atenuadas de Salmonella Typhimurium son
capaces de distribuirse y replicar en entornos tumorales (primarios y
metastdsicos) e iniciar respuestas inmunes antitumorales, proponemos
gue la administracién de estas bacterias en neo-adjuvancia (previo a la
remocion quirurgica del tumor) podria generar una respuesta antitumoral
gue pueda extenderse hacia los sitios de metastasis (una vez removido el

tumor), mejorando la sobrevida contra la enfermedad metastasica.

3.1.0BJETIVO GENERAL:

Estudiar la capacidad invasiva y replicativa de cepas atenuadas de S.
Typhimurium en lineas celulares y evaluar su potencial antitumoral en un

modelo de cancer mamario metastasico.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

=
1

Caracterizar la capacidad invasiva y replicativa in vitro de las cepas
atenuadas de Salmonella Typhimurium SL3261 y LVRO1 disponibles

en el laboratorio.

Reproducir un modelo murino de cancer mamario metastdsico
basado en la implantacion ortotdpica de células tumorales en

ratones inmunocompetentes.

Estudiar la distribucion de las bacterias atenuadas administradas en

ratones portadores de tumores y a nivel histologico en los tumores.

Evaluar el efecto terapéutico de la administracién local y sistémica

de Salmonella en ratones con tumores y enfermedad metastasica.

Caracterizar la respuesta inmune inducida por la administracion de

las bacterias a nivel celular y humoral.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. CEPAS ATENUADAS DE SALMONELLA Y LINEAS CELULARES EUCARIOTAS
USADAS EN EL ESTUDIO.

Las cepas atenuadas de Salmonella Typhimurium empleadas en este
estudio portan mutaciones en las vias de metabolismo de aminoacidos
aromaticos. La LVRO1 y la SL3261 llevan delecciones en los genes aroCy
aroA, respectivamente. Se contd a su vez con las variantes LVRO1GFP y
SL3361GFP que expresaban constitutivamente la proteina fluorescente
verde (GFP) desde el transgén insertado en el cromosoma bacteriano.
Estas variantes ya habian sido desarrolladas en el marco de un trabajo
anterior, y fueron cedidas amablemente por L.Yim y L.Veiga del
Laboratorio de Vacunas Recombinantes del Instituto de Higiene. Para
preparar los stocks de trabajo que se usaron para todos los ensayos, se
picaron los stocks primarios para hacer cultivos ON en LB, entonces las
cepas fueron re-cultivadas desde estos cultivos hasta una DO de 1,5y se
congelaron en glicerol 17% a -80 grados. Las bacterias portadoras del gen
GFP también poseen un gen de resistencia al Cloranfenicol y fueron
cultivadas en presencia de 17ug/ml del antibidtico en todas las fases de
crecimiento.

Las lineas celulares eucariotas usadas en este trabajo fueron la 4T1 (tumor
mamario murino, cepa BALB/c), NMU (tumor mamario de rata, cepa
Sprague-Dawley), MCF7 (tumor mamario humano) y la J774A.1
(macrofagos/monocitos murinos, cepa BALB/c). Todas las lineas fueron
cultivadas en DMEM “High Glucose” con glutamina estable (PAA®)y 10%
SFB (PAA®), y mantenidas a 37°C en una estufa humidificada, con una
presion de CO, del 5%. Todas las lineas fueron obtenidas de ATCC®
(Excepto la NMU que fue amablemente cedida por Teresa Freire de la
catedra de Inmunobiologia de Facultad de Medicina) y son libres de
mycoplasma (segun técnica de microscopia con DAPI).

4.2. ENSAYOS DE INVASION/REPLICACION BACTERIANA MEDIANTE
PROTECCION CONTRA GENTAMICINA
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Se cultivaron las células eucariotas en placas de 24w, a una densidad de
un millén de células por pocillo, en un volumen total de 0,5ml y se dejaron
reposar durante 4 hs o mas hasta completar la adherencia. Se agrego STAs
en una relacién de 10 bacterias por célula eucariota completando el
volumen del ensayo a 1ml. Se realizo una centrifugacion a 400g durante 5
min a temperatura ambiente y se incubo la placa a 37°C en la estufa de
CO, durante una hora para permitir la invasion. A continuacién se realizd
una centrifugacion seguida de un suave lavado con PBS. Inmediatamente
después de esto, se incubo con 1ml de DEMEM 10% SFB con 100ug/ml del
antibidtico Gentamicina (incapaz de atravesar membrana plasmatica
eucariota), con el fin de eliminar las bacterias extracelulares. Este periodo
fue usualmente de 1, 24 o 48 hs. Este ensayo principal fue revelado de
maneras alternativas y complementarias en informacidon como se visualiza
en la figura 4 y se detalla a continuacion.
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Cultivode
celulatumoral

Invasionde
Salmonella

Eliminacion de bacterias no
internalizadas con Gentamicina

Célula tumoral con Salmonella
internalizaday viable

Microscopiade | Lisisy plaqueo Citometria

Fluorescencia en LB Agar

de Flujo

Figura 4. El ensayo de invasion como base experimental para el estudio de la interaccion
Salmonella-Célula Tumoral In Vitro. Células tumorales en cultivo son invadidas por STAs, durante
un periodo de incubacion de una hora. Este se sigue de la eliminaciéon de las bacterias no
internalizadas por la accién de la gentamicina. Después del tiempo necesario de incubacién, el
cultivo celular presenta células invadidas por bacterias que pueden ser estudiadas mediante: Lisis y
Plaqueo, Citometria de Flujo o Microscopia de Fluorescencia.
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‘4.2.1 Determinacidon de bacterias intracelulares por lisis y
‘plaqueo.

Tras el periodo de incubacidon con gentamicina, se continio con
centrifugaciones alternadas con suaves lavados con PBS para la remocion
de la gentamicina asi como del exceso de bacterias no-internalizadas. Para
la liberacidn de las bacterias internalizadas, se incubd 5 min con Triton
100-X 0.1% en H,0d permitiendo la lisis de las células eucariotas. La
suspension de bacterias generada se plaqued en gotas de 20ul en LB agar
y se incubd ON en una estufa a 37°C. Los conteos de colonias provenientes
de la placa permiten estimar el numero medio de bacterias intracelulares
al tiempo ensayado, y se reporta como un porcentaje relativo al indculo
inicial de bacterias (% de recuperacion).Se realizaron para cada condicidn,
dos replicas bioldgicas plaguedas para 3 o 4 diluciones distintas. Todos
experimentos se realizaron por duplicado en ocasiones distintas.

‘4.2.2 Analisis por citometria de flujo de la invasidon/replicacion
‘bacteriana

Para revelar el proceso de invasidn/replicacién por citometria de flujo de
las variantes de STAs que expresan GFP, las monocapas que habian sido
incubadas con gentamicina, fueron centrifugadas/lavadas 3 veces y
cosechadas con tripsina durante 5 min. A |la suspension celular obtenida se
le agrego DMEM 10% SFB y fue centrifugada para obtener un pellet celular
que se resuspendio en PFA 4% en PBS para la fijacion y esterilizacidn de la
muestra. Tras 20 min de fijacion a temperatura ambiente, se realizaron
dos ciclos de centrifugacién/lavado en PBS y una centrifugacion final con
resuspension en el volumen de PBS final para evaluar el nivel de
fluorescencia GFP en el citdmetro de flujo FACS CANTO Il (BD). Se
reportaron los valores de porcentaje de células infectadas y de intensidad
media de fluorescencia de las células infectadas. Se analizaron 10000
eventos por condicidon, con muestras bioldgicas por duplicado. Se
muestran dos experimentos representativos realizados en distintas fechas.

4.2.3. Visualizacion por microscopia de epifluorescencia del
proceso de invasion/replicacion de especimenes fijados
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Las monocapas infectadas con STAs que expresan GFP, con una
progresion de 2hs (1de invasion + 1 de gentamicina), 24hs y 48hs fueron
fijadas con PFA 4% durante 20 min. Una vez concluida la fijacién, se
hicieron 3 lavados suaves de 3 min con PBS. A continuacidn se agrego
DAPI (Invitrogen) a una concentracion de 300nM en PBS, el cual fue
incubado durante 5 min. Después de esta tincion, se retiro la solucidn de
DAPI y se realizaron 3 lavados suaves con PBS. Se siguio con la observacion
inmediata de los preparados al microscopio invertido de epifluorescencia
(Nikon® Ti-S), registrando contraste de fases (escala de grises),
fluorescencia verde (GFP) y fluorescencia azul (DAPI). Se realizaron
composiciones graficas que mezclan los dos canales de fluorescencia con
la imagen obtenida de contraste de fases.

‘4.2.4. Determinacion de la integridad y viabilidad celular en
‘monocapas infectadas “vivas”

A las 24hs de infeccion con LVRO1GFP, las monocapas fueron examinadas
al microscopio intactas (sin fijar ni lavar) al microscopio, y después se
procedid con la incubacién con lodururo de Propidio durante 5 min
(Sigma, concentracién final 500nM). Las muestras fueron llevadas
inmediatamente al microscopio y fotografiadas en contraste de fases,
fluorescencia roja (loduro de Propidio) y fluorescencia verde (GFP).

A las 12-16 hs se realizo captura de video de las células infectadas con
LVRO1GFP, con la intenciéon de capturar el movimiento intracelular de las
bacterias en ese estado de progresion de la infeccion. En este
experimento también se llevo a cabo una tincion vital con loduro de
propidio para excluir la movilidad de bacterias dentro de células muertas.

4.2.5. Localizacion subcelular y andlisis de la progresion del
fendmeno de invasion/replicacion por microscopia de
fluorescencia confocal.

Para obtener una mejor calidad dptica que permitiese el andlisis de
localizacion subcelular de la LVRO1GFP por microscopia confocal, en vez
de realizar el ensayo sobre material plastico, este se realizo sobre cubres
limpios y estériles que fueron colocados dentro de placas de 6w por la

35



duracion del ensayo. Se crecieron las células a la mitad de la densidad
(para obtener una imagen mas clara), pero a igual multiplicidad de
infeccion. A las 2, 12, 24 y 48hs se obtuvieron las muestras, que fueron
sometidas a un proceso de suaves lavados, seguidos de fijacién en PFA4%
y una tincién con Faloidina conjugada a Alexa-555 (Invitrogen, 5
unidades/ml, 15min) mas DAPI (5min). El citoesqueleto de F-actina es mas
denso en la zona que subyace a la membrana plasmatica, por ende la
tincion del citoesqueleto de F-actina con faloidina fluorescente, permitié
marcar los limites celulares y la visualizacidn por microscopia confocal del
los preparados teiidos de esta manera es un método valido para la
confirmar el caracter intracelular de la infeccion por LVRO1GFP. Para este
estudio se uso el microscopio confocal espectral modelo LEICA® TCS SP5
II, y para la adquisicidon y analisis de imagenes se contd con el software
Leica® LAS AF (Para la composicion de imdagenes tridimensionales se
empleo el software de procesado 3D IMARIS). Se analizaron 8 campos al
azar por tiempo ensayado (40-80 células por campo), en busqueda de
células infectadas con bacterias intracelulares. Se calculo la mediana del
porcentaje de células infectadas en funcidn del tiempo. Sumado a esto, se
dividieron los estadios de infeccion para cada célula infectada en
categorias segun el numero de bacterias intracelulares que presentaban
(1-3, 4-10, 11-20, etc). Con estas categorias se realizo el cdlculo para cada
tiempo, de la mediana de bacterias por célula infectada (se tomaron los
valores menores dentro de cada categoria para cada célula), para cada
campo examinado.

4.3. MODELO MURINO DE CANCER DE MAMA METASTASICO 4T1

Siguiendo el protocolo descrito en [82], hembras BALB/c de
aproximadamente 8 semanas de edad fueron anestesiadas con
Ketamina/Xilacina e inyectadas intramamariamente (en la 4ta almohadilla
de grasa mamaria del lado derecho, a través del pezén) con una
suspension de 70000 células 4T1 (en 50ul de DMEM). Se realizo el
seguimiento de los ratones y se monitoreo el crecimiento tumoral
midiendo dos ejes ortogonales con un calibre de mano y se calculo el
volumen tumoral con la formula de la elipsoide: (eje mayor) x (eje menor)?
X %. Los animales alcanzando dimensiones tumorales de 20mm en algun
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eje o presentando signos de malestar severo fueron sacrificados. Con los
tiempos de muerte se construyeron curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier y se establecid la diferencia entre las curvas por el método log-
Rank.

En algunos casos se realizaron cirugias para la remocion del tumor
primario (y ganglio drenante, inguinal), las cuales fueron ejecutadas con el
animal anestesiado y termostatizado. Para mejorar la recuperacion post
operatoria, se les afiadid paracetamol al agua de beber (0,5mg/ml)
durante 24hs.

La presencia de metastasis se corroboro mediante ensayos de sobrevida y
autopsias de los animales inoculados con 4T1, a los que se les realizo
cirugias a distintos tiempos entre los 10 y los 15 dias.

4.4. ESTUDIOS DE BIODISTRIBUCION DE LVRO1 EN RATONES EN EL MODELO
ANIMAL 4T1

‘4.4.1. Biodistribucion de LVRO1 en ratones portadores de
‘tumores

Se inyecto LVRO1GFP (2x10’ CFU en 50uL) por via Intratumoral (IT),
intraperitoneal (IP) e Intravenosa (IV) a ratones portadores de tumores
4T1 de 10 dias de evolucidén. A los dias 2, 5 y 14 post inoculacion
bacteriana, se sacrificaron 3 animales por grupo y se obtuvieron los
tumores primarios, bazos, higados y pulmones. Estas muestras fueron
recogidas de forma aséptica y se colocaron en una bolsa estéril que
permitia su disgregacion mecanica. A las muestras pesadas y disgregadas,
se les afiadié un volumen de H,0d con la intencién de producir una lisis
osmoética de las células eucariotas y liberar las bacterias que puedan haber
quedado en el interior celular. Se procedid a un segundo paso de
disgregaciéon mecdnica y se plaquearon distintas diluciones de los
homogenizados en agar incorporado. El conteo absoluto de CFUs se
relaciono con cada dilucién, dia y érgano y se relativizaron al peso de la
muestra, dando lugar a valores de densidad bacteriana en CFUs/gramo de
tejido. Se muestran los resultados de dos experimentos equivalentes
separados en el tiempo.
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‘4.4.2. Biodistribucion en ratones con enfermedad metastasica
‘residual sin tumor primario

Ratones BALB/c con tumores 4T1 de 10 dias de evolucion, recibieron una
inyeccién IT de 2x10’ CFU de LVROGFP, a los 15 dias de crecimiento
tumoral, se les realizo una cirugia para remover el tumor primario y
llegado el dia 19 se le administro por las vias sistémicas (IV o IP) 2x10’
CFU en 50uL de LVRO1GFP. Se sacrificaron 3 ratones por grupo para los
dias 2, 5 y 14 post inoculacidn bacteriana (la ultima). Se realizaron los
plagueos del contenido bacteriano de cada tejido como se describe arriba.
En este caso fue un solo experimento con 3 ratones por dia por condicion.

4.4.3 Distribucion histoldgica por microscopia de fluorescencia

Para poder observar la distribucion que adoptan las bacterias dentro de
los tumores, se congelaron tumores enteros embebidos en OCT y se
sumergieron en N, liquido, seguido de un almacenamiento a -80 °C. Estos
bloques congelados se cortaron al espesor de 5 um en el criostato, y
fueron fijados con PFA 4%, permeabilizados con Tween 20 durante 15 min
a 37°C, bloqueados con BSA1% durante 30 min y tefidos para detectar la
presencia de la LVRO1 y estructuras celulares (con series de 3 lavados con
PBS entre cada paso). La fluorescencia de la LVRO1GFP no fue suficiente
para separarla de la autofluorescencia del tejido. Para visualizar a la
bacteria se empleo una tincion indirecta utilizando un anticuerpo contra el
LPS de Salmonella Typhimurium (Sa/monella O antiserum poly A Conejo,
BD) y un conjugado fluorescente contra este anticuerpo (de Cabra contra
conejo, conjugado a Alexa-555, Invitrogen). Para visualizar las membranas
celulares, se utilizo tincion con WGAs (Invitrogen, Molecular Probes®)
conjugadas a fluoréforos (en variedades Oregon Green 488, Alexa®488 y
Alexa®350), estas lectinas son proteinas de de unién a carbohidratos
presentes en las membranas celulares eucariotas. En un tercer canal se
selecciono el DAPI como contratincion para ver los nucleos o anticuerpos
contra GR1 que es un marcador de neutréfilos/MDSC. En algunos casos se
empleo una LVRO1 que era capaz de expresar la proteina fluorescente
DsRed.
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Para llevar a cabo las tinciones, todas las incubaciones con anticuerpos
fueron de 45 min, las incubaciones con lectinas de 15 min, y la tincién con
DAPI de 10 min.

4.5. DETERMINACION DEL EFECTO ANTITUMORAL DE LVRO1 EN EL MODELO
4T1.

A ratones BALB/c de aproximadamente 8 semanas de edad, se le
inyectaron las células 4T1 en la 4ta mama derecha. Se separan los ratones
en grupos de tratamiento que reciben una combinacion de inyecciones IT
o IV de LVRO1 y/o cirugia. Se realizaron mediciones del volumen tumoral
en los animales portadores de tumores, y el seguimiento del estado del
animal para realizar curvas de sobrevida como se menciona mas arriba.
Los resultados corresponden a grupos experimentales compuestos de 8
ratones.

4.6. EVALUACION DE RESPUESTAS INMUNES INDUCIDAS POR LVRO1

4.6.1. Leucocitos presentes en tumor y ganglio drenante

Ratones BALB/c portadores de tumores 4T1 se trataron
intratumoralmente con LVRO1 o PBS y fueron sometidos a cirugia, para la
remocion de su tumor primario y ganglio drenante. Estos tejidos se
preservaron en medio de cultivo estéril en placas de 24w, dentro de un
contenedor lleno de hielo. Los tumores fueron cortados en pequenos
pedazos de 1-2mm con tijeras y disgregados mecanicamente usando cell
strainers de 70um (BD). Los ganglios fueron presionados entre dos portas
y su contenido filtrado en cell strainers de 70nm. La densidad celular de
las suspensiones se conocié usando un contador automatico de células
(Countess® Automated Cell Counter, Invitrogen) sembrando 10° células
por tincidn, en una placa de 96w de fondo cdnico. Se realizacién tinciones
utilizando dos combinaciones de anticuerpos conjugados fluorescentes,
una para células linfoides (CD45-PE, CD49b-FITC, CD19-APC, CDS8-
PerCp.Cy7, CD3-PerCPCy5, CD4-APC.Cy7) y otro para células mieloides
(CD45-PE, F4/80-FITC, CD11c-APC, CD11b-PerCPCy5.5, Ly6-G-APC-Cy7).
Todos los anticuerpos usados fueron comprados a BD. Las muestras
tenidas fueron fijadas en PFA 2%, lavadas y se adquirieron
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inmediatamente u O/N. Se adquirieron las muestras usando el citdmetro
de flujo FACS CANTO II, que permite hacer deteccion simultanea de 6
canales de fluorescencia. Se excluyeron los dobletes y el debris celular del
analisis por medio de gating y se colectaron 100000 eventos por muestra.
Se realizaron tinciones simples para ajustar los niveles de intensidad de los
laseres y la compensacion. Los resultados muestran dos experimentos
independientes compuestos por 4 muestras para el caso de los tumores, y
de 6 muestras de (4 ratones simples y 2 pools de 2 ratones) para las
muestras de ganglio.

4.6.2. Citoquinas circulantes en sangre

Ratones BALB/c con 13 dias de progresion tumoral recibieron LVRO1 IT y
fueron intervenidos quirdrgicamente al dia 16. Este grupo asi como su
control sin bacteria fueron sangrados por punciéon submandibular (100-
200ul de sangre) a los 10, 14, y 25 dias de evolucion tumoral. Se realizo la
obtencién de suero por coagulacion 2 hs a temperatura ambiente o 30
min a 37°C, seguida de una incubacidn en hielo de 30 min y una posterior
centrifugacion a 14000 RPM en una centrifuga de mesada refrigerada a
4°C. Se aspiro por pipeteo el suero y se procedidé a un segundo paso de
centrifugacion para eliminar cualquier rastro de codagulos. Los sueros
fueron conservados a -80 y mantenidos en hielo fuera del congelador
durante la manipulacion. Se empleo un kit de ELISA de captura de IFN-y
murino (BD), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras
ensayadas fueron 4 sueros por grupo por dia.

4.6.3. Respuesta seroldgica contra células tumorales

Para evaluar una posible respuesta por anticuerpos capaz de unirse a
antigenos tumorales, se enfrentaron los sueros de los animales tratados a
extractos de células tumorales 4T1. Brevemente, se sensibilizaron las
placas con un sonicado de células 4T1 filtradas diluido en PBS (50ul de una
0.75ug/ml ) incubandolas ON a 4°C. Se aplicaron una serie de 3 lavados
con PBS Tween 0,05% de 2 min cada uno, seguidos de un bloqueo con PBS
BSA 1% 1h a 37°C. Una vez concluido el bloqueo, se realizaron 3 lavados
en PBS Tween 0,05%. Posteriormente se realizaron diluciones de los
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sueros de los ratones tratados en PBS Tween 0,05% BSA 1% vy se los
incubo ON a 4°C. Al culminar la incubacion con los sueros, se hicieron
otros 3 lavados con PBS Tween 0,05% y se incubo con un anticuerpo a-IgG
de ratdn conjugado a biotina (Southen Biotech) durante una hora

4.7. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis fueron efectuados usando hojas de calculo de Excel en
conjuncion con representacion grafica y analisis estadistico en el software
GraphPad 5.0. Se utilizo test de Student para comparar una variable entre
dos grupos de pequeiio tamafio muestral. Se empleo one way ANOVA
para comparaciones de una variable entre varias muestras, y el post test
de Bonferonni para comparar entre muestras individuales dentro de Ia
comparacion multiple. El test de two way ANOVA se empleo al analizar
distintos grupos de datos en los que se analizaron dos variables
simultdaneamente, este se acoplo al post test de Bonferonni para
comparaciones puntuales dentro de la comparacién multiple. Para
analizar datos de sobrevida, se crearon curvas de Kaplan Maier que fueron
sometidas al andlisis de Log-Rank. Para rechazar la hipdtesis nula de los
test empleados, se utilizo el umbral de un p valor menor a 0.05. Cuando
se observaron diferencias que no fueron significativas, pero que marcaban
una distincién entre grupos (0,05<p valor<0,12), se utilizo el termino de
tendencia.
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5. RESULTADOS

5.1 ESTUDIOS IN VITRO DE LA CAPACIDAD INVASIVA Y REPLICATIVA DE
SALMONELLA THYPHIMURIUM ATENUADAS EN CELULAS TUMORALES DE
CANCER MAMARIO.

Para comparar la capacidad de las cepas de Salmonella atenuadas LVRO1 y
SL3261 para ingresar en células tumorales de cancer de mama, se
realizaron ensayos de invasién in vitro segun de detalla en la seccién 4.2
de materiales y métodos. En una primera instancia se compararon las
variantes de LVRO1 y SL3261 sin modificar, respecto a las que expresaban
GFP en su capacidad para invadir a células de tumor mamario 4T1 (Figura
5.A), con la intencion de ver si el transgén afectaba o no a la invasividad.
Las diferencias no fueron significativas entre las variantes parentales y sus
respectivas variantes GFP+ tanto para LVRO1l como para SL3261. Esta
similitud permitido el uso de las variantes GFP+ en sustitucién de las
parentales para los experimentos in vitro. Por otra parte las cepas LVRO1y
LVRO1GFP fueron superiores en su invasividad a las cepas SL3261 vy
SL3261GFP. A continuacion, se evaluod el potencial invasivo de LVRO1GFP y
SL3261GFP sobre un panel mdas amplio de lineas celulares, incluyendo las
lineas de tumor mamario NMU (rata), y MCF7 (humano) asi como la linea
de macréfago/monocito murina J774A.1. Como se muestra en la figura
5.B, a las 2 hs post infeccion, |la recuperaciéon de CFUs de LVRO1 GFP
rondaba el 8% del inoculo inicial, para todas las lineas celulares ensayadas.
Las diferencias entre LVRO1GFP y SL3261GFP para las lineas 4T1 y NMU
fueron estadisticamente significativas. La linea MCF7 fue invadida por
LVRO1GFP a niveles similares con los obtenidos en las otras lineas
mamarias, rondando el 8%. Por otra parte la STA SL3261GFP solo mostro
una invasividad comparable estadisticamente a LVRO1GFP en célula
fagocitica J774A.1, mientras que en las lineas celulares mamarias solo
mostro una recuperacién de alrededor de un 2%. Ambas STAs fueron
capaces de invadir lineas tumorales mamarias y lineas fagociticas. En base
a la invasividad superior de LVRO1GFP sobre las lineas mamarias, esta se
estudié mas profundamente en los aspectos de su cinética de invasiéon y
replicacion.
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‘5.1.2. Cinética de recuperacion de CFUs de LVR0O1 en ensayo de
‘invasién/replicacién

Para evaluar la progresion de los cultivos infectados con LVRO1GFP, se
infectaron monocapas de células 4T1, NMU, MCF7 y J774A.1 y se
recuperaron las bacterias intracelulares por lisis a distintos tiempos,
siendo estos a las 2, 24 y 48hs post infeccidon. En ensayos preliminares, se
encontrd que la gentamicina a 100ug/ml fue la minima concentracién que
mantuvo el medio de cultivo libre de bacterias viables durante la duracién
del ensayo (48hs), asegurando que los eventos de invasién se limitaran a
la incubacion inicial. El patrén de recuperaciéon de CFUs que describe la
figura 5.C, fue similar para las lineas 4T1 y NMU. A las 2hs el valor fue de
un 8% aproximado. A las 24hs, se observo cierta variacion con una
tendencia hacia valores menores. Ya para las 48hs post infeccién, la
recuperacion estaba en su punto mas bajo, alcanzando valores tan bajos
como un 1%. En la linea MCF7 se aprecia un aumento del porcentaje
inicial de 8% aproximado a cerca de un 15% a las 24hs, seguido de una
caida a las 48hs. El en la linea J774A.1 el valor inicial de alrededor de un
5%, bajo drasticamente a niveles casi indetectables a las 24 y 48hs. En
todas las lineas celulares los niveles de recuperacién de bacterias viables
disminuyen al cabo de 24 o 48hs. Al observar variaciones tanto crecientes
como decrecientes en la carga bacteriana en los distintos cultivos
infectados, podemos hablar de replicacién bacteriana (por lo menos en la
cepa MCF7) y muerte de las bacterias intracelulares (en todas las lineas).
Una limitacidon de este método es que en caso de que una célula invadida
pierda la integridad de su membrana a casusa de su muerte, las bacterias
intracelulares entran en contacto con la gentamicina, perdiendo su
viabilidad y siendo invisibles al ensayo por no formar colonias. Fueron
necesarios ensayos complementarios para analizar el detalle de la cinética
de replicacion bacteriana intracelular y el destino de las células infectadas.

‘5.1.3. Cinética de LVRO1GFP y SL3261GFP en ensayo de
‘invasién/replicacién medida por citometria de flujo

Las variantes GFP+ de las STAs nos permitian revelar el ensayo de invasion
mediante técnicas de citometria, que resultarian en informacién

43



cuantitativa sobre el porcentaje de células infectadas y la intensidad de
GFP de las células infectadas (proporcional al numero de bacterias
intracelulares). Brevemente, células 4T1 o NMU que fueron infectadas con
LVRO1GFP o SL3261GFP, fueron analizadas por citometria de flujo al cabo
de 2, 24 0 48hs. Tras la digestion con tripsina para obtener la suspension
de células invadidas, se realizaron intensos y repetidos lavados a fin de
disminuir el remanente de bacterias potencialmente adheridas pero no
internalizadas, que pudieran interferir en el analisis. Como la fluorescencia
de las STAs con GFP no es suficiente para generar un histograma con dos
picos separados entre células sin invadir e invadidas, se trazo una linea
sobre el hombro que generan las “GFP+” que incluye a la mayoria de las
GFP+ en las muestras infectadas y una minoria de células no infectadas en
los controles (Fig 5.D.1). El este valor presente en las muestras control fue
restado a todas las muestras, para considerar el porcentaje de células
GFP+. La cinética de LVRO1GFP graficada en la figura 5.D.1l indica que en
ambas lineas celulares el porcentaje de células GFP+ empezd cerca del 8%
a las 2hs. Este baja por debajo del 4% a las 24hs y llegando a su minimo a
las 48hs donde la proporcion fue de menos de un 2%. La intensidad media
de fluorescencia (MFI) (relativa a la porcién de background “GFP+” del
control sin infectar) fue ligeramente superior al background (110%
aproximadamente) a las 2hs. Esta se alzo a valores cercanos al 185% en
células 4T1 y a 140% en células NMU para las 24hs, sugerentes de una
alta carga de LVRO1GFP. Al cabo de 48hs la intensidad media de
fluorescencia fue intermedia entre los valores de las 2hs y las 24hs. En los
histogramas de 24 y 48hs, se observaron numerosos picos menores de
altos niveles de fluorescencia que se separaban del pico/hombro principal.
Los niveles decrecientes de células infectadas con LVRO1, se acompafiaron
del incremento de sefal de GFP+, indicando una asociacion de la
acumulacion bacteriana intracelular con la desaparicion de las células
infectadas. El experimento analogo con SL3261 GFP muestra una
proporcion inicial de células GFP+ inferior al 2% que baja a las 24hs y llega
a niveles apenas detectables al cabo de 48hs. Los niveles de MFI de
SL3261GFP a las 24 (4T1) o 48hs (NMU) muestras incrementos leves. En
este caso la invasividad es muy baja y los resultados son menos claros,
pero igual se aprecia una reduccién en el nimero de células infectadas y
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un incremento en la intensidad de fluorescencia. El potencial invasivo y
replicativo de LVRO1GFP fue superior al de SL3261GFP, concordando con
los resultados previos obtenido mediante plaqueo. La caida en el
porcentaje de células invadidas por LVRO1GFP se acompaiio de un
incremento en la seial de GFP. La aparicién de pequefos picos de altas
intensidades de fluorescencia a las 24 y 48hs separados del hombro
principal de GFP+ sugiere que no en todas las células infectadas hay
numeros similares de LVRO1GFP. Para establecer si la acumulacion
intracelular de LVRO1GFP induce la muerte de la célula infectada, es
necesaria la observacidon por microscopia de fluorescencia de especimenes
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Figura 5. Capacidad Invasiva y replicativa de STAs sobre células de cancer mamario. (A) Comparacion de invasividad entre
variantes de STAs GFP+ y parentales sobre células 4T1. Las variantes GFP muestran capacidades similares a las variantes
parentales. Ambas cepas de LVRO1 presentan una mayor recuperacion que las cepas de SL3261. (estadisticamente
significativo segun el tests one way ANOVA y post test de Bonferroni, con p < 0.05) (B) Capacidad Invasiva de LVRO1GFP y
SL3261GFP en un panel de lineas celulares. Al tiempo de 2hs post infeccidn, la lisis y el plaqueo de los cultivos invadidos con
STAs mostro a la cepa LVRO1GFP con una capacidad invasiva similares en las cuatro lineas celulares ensayadas. Esta fue entre
5 y 10 veces mayor que la de SL3261GFP para las lineas celulares mamarias. En la linea fagocitica J774A.1 la capacidad
invasiva es similar en ambas cepas. Se muestra el desvié estdndar de 2 experimentos de dos replicas experimentales cada
uno. (C) Cinética de recuperacion de CFUs de LVRO1GFP en ensayo de invasién/replicacién. Cultivos invadidos de 4T1, NMU,
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MCF7 y J774A.1 fueron lisados y plaqueados a los tiempos de 2, 24 y 48hs post infeccidon. Un perfil similar de recuperacion en
funcién del tiempo se obtuvo para 4T1 y NMU, donde el porcentaje inicial rondo el 8%, y este bajo variablemente a las 24hs,
para registrar el minimo de alrededor de un 1% a las 48hs. En MCF7 se eleva el nimero de bacterias recuperadas a las 24hs,
decayendo las 48hs. En la linea J744A la recuperacion a 24 y 48hs es casi nula. Se muestra el desvié estandar de 2
experimentos de dos replicas experimentales cada uno (D) Citometria de flujo de células invadidas. Células 4T1 y NMU
invadidas fueron cosechadas con tripsina a los tiempos de 2, 24 y 48hs y examinadas por su expresion de GFP mediante
citometria de flujo. (D.I) Se muestra una superposicion de histogramas de intensidad de GFP para la linea NMU a los tiempos
ensayados. La fluorescencia de las células invadidas por LVRO1GFP (ni por SL3261GFP) no fue suficiente para separarlas del
pico de autofluorescencia basal. Sin embargo se detectaron “hombros” en el histograma que se usaron como guia para trazar
un umbral (linea discontinua) que “separaba” las células GFP+ de las negativas.(D.Il) Para las células invadidas por LVRO1GFP
la fraccidn de células GFP+ (barras grises eje izquierdo) en ambas lineas rondo el 8%,a las 2hs y este bajo a aproximadamente
a la mitad de su valor a las 24hs, llegando a un minimo de un 1-2% a las 48hs. En las dos lineas celulares La intensidad media
de fluorescencia relativa (barras blancas eje derecho), comenzé en un 110% , aproximado al as 2hs, llegando al maximo a las
24hs en un 180% en 4T1 y en un 150% en NMU indicando acumulacién de LVRO1GFP intracelulares. Este valor bajo
ligeramente a las 48hs en 4T1 y NMU. Las células invadidas por SL3261GFP fueron menores al 2% en promedio a las 2hs, y
fueron minimas a tiempos mayores. La intensidad media de fluorescencia se incremento levemente a tiempos tardios. La
linea punteada denota el 100% de intensidad de fluorescencia relativa (fluorescencia igual al control sin infectar). Las barras
de error muestran el desvio estandar de un experimento representativo con 2 replicas bioldgicas. *, significativo a p valor de
0,05.

‘5.1.4. Evaluacion de los efectos de la invasion/replicacion de
‘LVROl por microscopia de epifluorescencia

Para poder observar el detalle a nivel celular de los eventos que ocurren
durante el progreso de la invasion y replicacion de LVRO1GFP en células
tumorales mamarias, se recurri6 a técnicas de microscopia de
epifluorescencia revelando el ensayo de invasidon a distintos tiempos. El
primer experimento (figura 6.A) consistid en la observacion de ejemplares
de las monocapas invadidas fijados y tefidos con DAPI a las 2, 24 y 48hs.
A las 2hs, la presencia de bacterias en las células invadidas no supera las 4
bacterias por célula (una suposicién ya que mediante esta técnica pueden
confundirse con células adheridas superficialmente) y no se relaciona con
un estado de deterioro celular. La localizacion aparenta ser
frecuentemente citoplasmatica y perinuclear. Al tiempo de 24hs se
encontraron células densamente infectadas, que presentaban decenas de
LVRO1GFP en su interior. La localizacion de la bacteria a este tiempo se
mantuvo dentro del citoplasma, excluyendo al nucleo. En algunos casos
las células densamente infectadas se presentaban de forma mas
redondeada o deformada y presentaban formas nucleares alteradas o
ausencia de nucleo. Tras 48 de infeccidn, una gran parte de las células
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densamente infectadas se encontraban con un mayor tamafo y estado de
deterioro, incluyendo la desaparicién completa de nucleo, al punto que
parecian destruidas, dispersando su contenido bacteriano en sus
inmediaciones. En base a estos resultados se pudo comprobar
visualmente el caracter progresivo de la acumulacion bacteriana
intracelular y su asociacion con cambios morfolégicos de la célula
infectada.

Con la intencidon de establecer la relacién entre la invasion/replicacion
bacteriana, el deterioro y la muerte celular, se llevaron a cabo tinciones
vitales con ioduro de propidio en monocapas de 4T1 y NMU invadidas con
LVRO1GFP a las 24hs post invasidn (Fig 6.B). Previo a realizar la tincién vital
con loduro de propidio, al observar los cultivos infectados se encontraron
células densamente infectadas con LVRO1GFP que perdieron adherencia a
la monocapa. Algunas de estas células mantenian su aspecto esférico y
estaban repletas de bacterias que parecian dispersarse a partir de alguna
ruptura en la membrana. Bajo esta observacion los lavados se realizaron
con la maxima delicadeza intentando preservar el mayor niumero de estos
especimenes. Cuando centramos la atencién en las células densamente
infectadas (Fig 6.B.IV), se pueden apreciar caracteristicas particulares.
Estas se tifien de loduro de Propidio (Fig 6.B.1ll), pero de manera granular
y menos intensa que otras células muertas (no infectadas) en su cercania.
La célula infectada sobresale de la monocapas que la contiene (Fig 6.B.I /
Fig 6.B.1l), como se aprecia en los distintos enfoques. La célula también
adquiere bordes redondeados y presenta un aspecto granulado. La
rapidez de tincion de las células necréticas no infectadas fue casi
inmediata, no como en el caso de las células densamente infectadas, que
alcanzaron su maximo estable entre los 5y 10 min (e incluso algunas no se
tineron).Estos resultados nos permiten establecer que la replicacién de
LVRO1GFP se asocia al deterioro y muerte de la célula infectada.

A las 24hs, la densidad bacteriana intracelular generalmente no permitia
individualizar las bacterias presentes en el interior celular. Por esta razén
se observaron cultivos vivos de 4T1 y MCF7 infectados sin tincion
adicional en el periodo de 12-16hs post infeccion con LVRO1 GFP
esperando encontrar la densidad bacteriana en una condicién intermedia
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gue permita obtener mas informacidn sobre su estado. En algunas células
densamente infectadas se pudo apreciar la movilidad de las bacterias en el
interior celular, con velocidades similares a la de la misma cepa libre en
solucion (registradas en capturas de video “ GFP 10FPS 90sec-3sec.AVI “
adjuntado, donde se condensan 90 segundos de captura en 3 segundos de
video). Posteriormente se pudo comprobar que las células infectadas
donde se observaba movilidad bacteriana eran viables, al ser capaces de
excluir al ioduro de propidio. La movilidad intracelular de la cepa
LVRO1GFP observada en algunas células infectadas sugiere diferentes
estados para las bacterias intracelulares, que pueden ser tanto moviles
como no moviles.

Por otro lado, se realizaron tinciones vitales con ioduro de propidio sobre
células J774A.1 infectadas con LVRO1GFP (y sin infectar). Ante la caida
abrupta en recuperacion bacteriana apreciada a las 24hs en la cinética de
plagueos (Fig5.C), se planteo hacer tinciones vitales a las J774A.1
infectadas a las 12-16hs. A este tiempo se observo una muerte masiva de
células, donde se apreciaba una densidad celular disminuida respecto a los
controles, abundante debris celular y una proporciéon remanente de
células que se tenian con ioduro de propidio (6.B.V-VI) en un aproximado
20-30%. También se observo cierta acumulacion bacteriana intracelular en
varias de estas células (6.B.VI-VIIl). Los controles sin infectar a este
tiempo, casi no presentaban células muertas (entorno de 2%). Las células
en proceso de muerte, abandonaban su aspecto redondeado para
presentar un citoplasma deformado y granuloso, que parecia
desintegrarse, a juzgar por el abundante debris celular. En las células
sobrevivientes a las 24hs (fig 6.B.IX y 6.B.X), algunas de ellas presentaban
rastros de ADN en el citoplasma en pequefios focos, pero no mostraban
fluorescencia alguna de GFP. La infeccion de J774A.1 por parte de
LVRO1GFP se asocio con muerte celular al cabo de 12-16, concordante con
la desaparicion de bacterias viables recuperables en los plaqueos.
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Figura 6. Efectos de la invasién/replicacién de LVRO1GFP vistos al microscopio de epifluorescencia. (A)
Estadios de infeccidon de las células invadidas. Monocapas de 4T1 invadidas con LVRO1GFP (verde) fueron
reveladas a las 2, 24 y 48hs, mediante fijacidon con PFA y una tincién con DAPI (azul). A las 2 hs las bacterias
parecen localizarse cerca del nucleo y tipicamente no sobrepasan las 4 bacterias por célula. La presencia
bacteriana no se asocia a ningln cambio morfoldgico en este tiempo. Ya para las 24hs, se observan células
densamente infectadas de distribucién aparentemente citoplasmatica y que excluyen al nucleo. Algunas de
estas células se muestran redondeadas e incluso pueden llegar a mostrar formas nucleares alteradas o su total
ausencia. Para las 48hs post infeccidén, la mayoria de las células redondeadas y densamente infectadas
presentaba hinchazén y un estado de deterioro que llegaba a la destruccién de la célula y la liberacién del
contenido bacteriano al entorno. (B) Tincion vital con loduro de propidio en cultivos infectados con LVRO1GFP
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Cultivos celulares de 4T1 de 24hs de invasién/replicacion, fueron tefiidos con loduro de Propidio (Rojo) y
observados al microscopio de epifluorescencia. La célula que se muestra centrada en la imagen, corresponde a
una densamente infectada (LVRO1GFPde color verde en lll), que se tifie tenue y granularmente de loduro de
propidio (IV) comparado con otras células muertas no infectadas. Si se enfoca la célula en contraste de fases (l)
se aprecia cierto granulado y se observa que esta se posiciona por encima de la monocapa (enfocada en Il). En
V y VI se muestra el estado de un cultivo de J774A.1 infectado con LVRO1 al cabo de 16hs. En estos cultivos
existe una muerte masiva de las células segun su tincion por IP, que en algunos casos se asocia con
acumulacién bacteriana intracelular (ampliado en VIl y VIII). A las 24hs, las J774A.1 sobrevivientes no tiene
rastros de LVRO1GFP (IX), pero si de ADN en su citoplasma (flechas en X). En esta ultima tincién se ve en verde a
LVRO1GFP, en rojo el citoesqueleto de F-actina marcado con faloidina-Alexa555 y en azul de ADN marcado con
DAPI.

‘5.1.5. Anadlisis de localizacion subcelular y de la progresion de la
‘replicacién intracelular de LVRO1GFP mediante microscopia
‘confocal.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia de epifluorescencia,
aportaron informacién valiosa acerca del efecto de LVRO1GFP sobre
células tumorales mamarias 4T1 y NMU. Sin embargo, son las técnicas de
microscopia de fluorescencia confocal las que se necesitan para confirmar
el caracter intracelular de LVRO1GFP, su localizacion fina y para realizar el
conteo fino del nimero de bacterias por célula. Para lograr la calidad
Optica necesaria de la muestra, se crecieron las células eucariotas en
cubres de vidrio y sobre ellos se realizo la invasion manteniendo la misma
MOI pero disminuyendo la densidad de células eucariotas a la mitad. La
invasion fue revelada a las 2, 12, 24 y 48hs. Las muestras fueron fijadas y
posteriormente tenidas con DAPI para marcar ADN y con Faloidina-
Alexa555 que marca el citoesqueleto de F-actina y ayuda a delimitar los
bordes celulares. Una vez llevados al microscopio confocal, se puede
observar en la figura 7.A.l los planos ortogonales que permitieron
confirmar la localizacidon intracelular de la LVRO1GFP. En 7.A.ll se observa
una reconstruccion 3D de una célula NMU infectada de 8hs, donde se
aprecia el crecimiento intracelular bacteriano, también en cercania al
nucleo. La bacteria se encontré claramente dentro del interior de los
limites de la tincidn del citoesqueleto de actina y se posiciond en cercania
con el nucleo de la LVRO1GFP internalizadas.
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El proceso de invasidn/replicacion observado células individuales al
microscopio confocal, fue dividido arbitrariamente en categorias (1-3, 4-
10, 11-20, 21-50, 50+) segun el numero de bacterias intracelulares como
se muestra en la figura 7.B. Los cultivos infectados presentan cantidades
crecientes de LVRO1GFP a tiempos mayores. Este proceso de acumulacion
bacteriana se acompafio (en sus fases avanzadas, 50+) de cambios en el
citoesqueleto (redondeo y menor grado de tincién), desprendimiento de
la célula respecto a la monocapa y alteraciones en la morfologia nuclear.

Mediante la observacion de campos al azar a los tiempos de infeccion
ensayados, se realizaron conteos de células infectadas y se les asignd a
cada una de ellas a una de las categorias descritas. Con estos datos se
construyeron curvas de porcentaje de células infectadas en funcion del
tiempo y de cantidad de LVRO1GFP por célula infectada (7.C). El conteo de
LVRO1GFP por célula infectada fue un poco mayor en NMU que en 4T1 por
la duracion del ensayo. Sin embargo LVRO1GFP se comportd de manera
similar en ambas lineas celulares en términos de cinética de replicacion.
En ambas lineas celulares el aumento en el conteo de bacterias
intracelulares por célula infectada se acompafio de una disminucién del
porcentaje de células infectadas (7.C.I y 7.C.II). Si dividimos a las células
infectadas en categorias para cada tiempo ensayado (7.C.lIlIl y 7.C.IV), las
células densamente infectadas aparecen ya a las 12 hs y su pico se ubica a
las 24hs, seguido una marcada disminucion a las 48hs, que condice con la
disminucidn abrupta en porcentaje de células infectadas. Es de notar que
no todas las células infectadas parecen alcanzar el estado densamente
infectado a la vez y que algunas incluso no llegan a hacerlo en la duracién
del ensayo. Los experimentos por microscopia confocal, permitieron
corroborar el caracter intracelular de la replicacion y su localizacion
citoplasmatica, las alteraciones asociadas a la replicacion, y la existencia
de células en distintos estadios de infeccidn a lo largo del ensayo. Ademas
se cuantifico el numero de bacterias por célula, que se incrementd con el
paso de las horas, asociandose a una caida en el numero de células
infectadas a tiempos tardios, (concordando con los datos obtenidos de la
invasion revelada por citometria de flujo, figura 5.D.Il) asociando la
replicacién intracelular con la desaparicion/muerte de las células
infectadas.
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Figura 7. Invasion y replicacidon de LVRO1 analizada por técnicas de microscopia de fluorescencia confocal.
(A) Localizacién intracelular de LVRO1GFP. En (I) Se aprecia a la LVRO1GFP que al cabo de 2hs post invasién
se situa en el interior de una célula 4T1 cercano al nucleo. La localizacion se puede confirmar en los tres
planos ortogonales que se muestran (xy, zx y zy). En Il se aprecia una reconstruccion 3D de una célula NMU
a las 8hs post invasion, donde también se aprecian numerosas bacterias perinucleares. (B) Division de
estadios de la infeccidn intracelular de las 4T1 y NMU por parte de LVRO1GFP. Los numeros sobre
gradiente discontinuo indican los rangos de presencia bacteriana intracelular que en los que se
categorizaron a las células infectadas. Se muestran imagenes representativas de los estadios de infeccidn
para las células 4T1 y NMU encontrados a lo largo de 48hs de infeccion. (C) Dindmica de
invasion/replicacion de LVRO1GFP. Mediante la observacion de campos al azar, se realizo un conteo y la
categorizacion de las células infectadas con LVRO1GFP. Con estos datos se construyeron curvas de
porcentaje de células infectadas en funcidn de los tiempos analizados (lineas continuas, sobre ejes
verticales derechos en C.l y C.1I, se grafica la mediana de 8 campos para los tiempos de 2, 12, 24 y 48hs ).
También se muestra una linea punteada que describe la tendencia de la mediana del nimero de bacterias
por célula en funcidn del tiempo. En ambas lineas celulares los valores crecientes de replicacién bacteriana
se acompafian de una disminucién del nimero de células infectadas, el cual es mas claro a las 48hs y
especialmente sobre la linea celular NMU (C.II). En las figuras C.lIl para la linea celular 4T1 y en C.IV para la
linea celular NMU, se analizo la pertenencia a categorias de infeccidén ajustada al porcentaje de células
invadidas,. Se muestran graficas de barras apiladas, donde los tonos mas claros corresponden a categorias
de mayor concentracién bacteriana. En las dos lineas celulares ensayadas, la aparicion de células
densamente infectadas (categoria 50+) se reporta en a las 12hs, haciéndose mas numerosas a las 24hs y
decayendo a las 48hs.

5.2. EVALUACION DE LA ADMINISTRACION IN VIVO DE STAS COMO AGENTE
ANTITUMORAL.

‘5.2.2. Biodistribucion in vivo de la STA LVRO1GFP en el modelo
‘animal 4T1

Con la intencién de entender el proceso de distribucion de la LVRO1GFP in
vivo, se administro esta bacteria a animales portadores de tumores
mamarios 4T1. Como se muestra en la figura 8, LVRO1GFP fue
administrada mediante las vias Intratumoral (IT), intraperitoneal (IP) e
intravenosa (IV). A los 2, 5y 14 dias post inoculacién con la STA LVRO1GFP,
se sacrificaron ratones y se extrajeron tumor, bazo, higado y pulmdn. Se
prepararon lisados con H,0d de estos drganos y tumores, los cuales se
plaquearon en agar incorporado. El conteo de colonias presentes en cada
muestra permitid estimar la presencia de LVRO1GFP para cada sitio y dia
ensayado, este numero se relativizo al peso del érgano o tumor del cual
procedia para dar lugar a valores de densidad bacteriana (CFUs de
LVRO1GFP/gramo de d&rgano). Por otro lado se grafico la recuperacion
total de bacterias, siendo el nUmero absoluto resultante de la suma de las
bacterias presentes en todos los érganos.
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Como se observa en la figura 10.A.1 la administracidon de la STA LVRO1GFP
resulta en la acumulacién diferencial de las mismas hacia los tumores. Los
valores se sitGian entre los 10%-10° CFU/g para los tumores, lo cual es
similar en todas las vias de administracién (diferencias no significativas por
test one way ANOVA) y a todos los tiempos ensayados. Esta concentracidon
fue unas en promedio unas 100-1000 veces superior a las encontradas
para otros los otros érganos El rango al dia 14 fue variable entre 100 y
10000, con los higados presentando mas bacterias que los bazos y estos
mas que pulmones (para todas las vias de administracion). Las vias IP e IV
resultaron mas efectivas en alcanzar a Bazo, higado y pulmodn. La
concentracidon bacteriana en estos sitios decayd aproximadamente un
orden de magnitud desde el dia 2 a 14 para todas las vias. Cuando se
grafica el nUmero absoluto de CFUs recuperadas por ratén (relativizadas
al inoculo inicial, mostrado en 10.A.ll), se aprecia que todas las vias
resultan en una acumulacion total inicial similar. Esta se sitla entre
cercano al 100-200% para todos los casos. Al dia 5 la via intratumoral
muestra una recuperacion de bacterias que ronda el 300-400%, que llega
a alcanzar valores superiores al 400% al dia 14. Este aumento en las
bacterias recuperadas no fue tan marcado en las vias IP e IV, las que
presentaron valores generalmente menores y mas variables para estos
tiempos. No hubo wuna relaciéon estadisticamente significativa que
distinguiera entre los tipos de administracion, mientras que si era
significativa la diferencia entre los distintos dias de administracién dentro
de cada grupo (Tests estadisticos Two way ANOVA, y Bonferonni). En
todos los casos, las bacterias correspondientes al tumor representaban un
aproximado 95-99% del total de las bacterias recuperadas.
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Figura 8. Biodistribucion de LVRO1GFP en animales portadores de tumores. Ratones BALB/c de 8
semanas, fueron inoculados con 4T1 Intramamaria, y a los 10 dias se le administro LVRO1GFP por via IT
IV o IP. Alos 2 5y 14 dias se sacrificaron animales y se plaqueo en LB agar incorporado el contenido
bacteriano presentes en homogenizados de Tumor, Bazo, Higado y Pulmdn. Se realizaron dos ensayos
con 3 ratones por grupo cada uno.

En un segundo experimento de biodistribucion, se evalué como afectaba
la presencia del tumor a la distribucion de la bacteria LVRO1GFP. A ratones
portadores de tumores, se les administro a los 10 dias LVRO1GFP via IT,
seguido de una cirugia de remocion del tumor al dia 15 y de una
administracién sistémica de LVRO1GFP al dia 19 (figura 9). Alos 2,5y 14
dias post administracion sistémica de LVRO1GFP se realizaron plaqueos de
lisados provenientes de los bazos, higados y pulmones de estos animales.
Como se muestra en la figura 10.B.1, la via IP es mas eficaz en llegar a bazo
y pulmén, mientras que la IV llega mas al higado. En todos los casos, la
concentracion bacteriana baja sensiblemente en estos érganos con el paso
del tiempo. Esta bajada se ver reflejada en el recuento total de CFUs por
animal (figura 10.B.1l) que empieza siendo a lo sumo un 20% (IP) o 10%
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(IV) al dia 2 y ya para el dia 5 y 14 los niveles estan muy por debajo del 1%
del inoculo inicial.
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Figura 9 Biodistribucion de LVRO1GFP en ratones con cirugia de remocion de tumor primario 4T1.
Ratones BALB/c de 8 semanas , inoculados con 4T1 Intramamaria, recibieron inicialmente una dosis IT
de LVRO1 y al dia 15 se sometieron a cirugia para remover el tumor primario. Cuatro dias después se le
administro LVRO1GFP por las vias sistémicas IV o IP. A los 2 5 y 14 dias post inoculacion bacteriana
(sistémica) se sacrificaron animales y se plaqueo en LB agar incorporado el contenido bacteriano
presentes en homogenizados de Bazo, Higado y Pulmén.

En ambos ensayos de biodistribucion, en animales con tumor y en
animales sometidos a cirugia, se detecto una hepatomegalia al dia 14 post
administracidén de aproximadamente un 30-80% en los animales tratados
con LVRO1GFP respecto a animales sin tratar. También se registro un
incremento adicional en el tamafio de los bazos de los animales
portadores de tumores que recibieron salmonella respecto a animales
portadores de tumores sin bacterias. Como referencia, los ratones
portadores de tumores (sometidos o no a tratamiento con LVRO1)
presentaron un crecimiento sostenido del bazo durante el tiempo del
estudio que alcanzo hasta 6 veces el peso de un bazo normal, mientras
gue aquellos sometidos a cirugia tuvieron una reduccion de masa hasta
alcanzar una medida comparable a la de un ratdn naive. El patron de
distribucién diferencial de la LVRO1GFP en animales portadores de
tumores indica una preferencia de la bacteria por las zonas tumorales. La
via intratumoral es la que presenta mayor especificidad por el tumor, y
mayor acumulaciéon de bacterias en funcién del tiempo. Tanto la
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administracién de la bacteria como la cirugia modifican a largo plazo el
tamano de drganos como el higado y el bazo. La ausencia de tumor resulta
en una menor recuperacion bacteriana total inicial tras la administracion
de LVRO1GFP via IV o IP, y esta cantidad decae aceleradamente.
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Figura 10. Biodistribucion de la STA LVRO1GFP mediante plaqueo de drganos. (A.l) Concentraciones de
LVRO1GFP segun 6rgano y via de inoculacion en animales portadores de tumores. Ratones portadores de
tumores fueron inoculados con 2x10” LVRO1 via Intratumoral (IT) o Intravenosa (1V) o intraperitoneal (IP) al
dia 10 post inyeccion de 4T1. Se sacrificaron animales, se disgregaron mecanicamente los érganos y se
paquearon en LBA diluciones de los érganos a dia 2, dia 5 y dia 14 para evaluar la biodistribucion de LVRO1.
La acumulacién de bacterias en tumor ronda los 10°~ 10° CFU/g y es similar para las tres vias y para los tres
tiempos ensayados. En bazo, pulmoén e higado, LVRO1 se encuentra entre 100 y 1000 veces menos
concentrada. La rutas IP e IV son las mas eficaces en alcanzar a estos drganos. La concentracién bacteriana
en estos sitios disminuye con el tiempo aproximadamente un orden de magnitud. (A.ll) Recuento del
numero absoluto de bacterias por animal portador de tumor. Se grafica la recuperacién total de CFUs
sumando todos los érganos para cada via de administracién a cada tiempo. La recuperacion se relativiza al
inoculo inicial, representado en la barra negra a la altura de 100%. En todos los casos a los 2 dias se
recupera un numero similar o mayor al inoculo inicial. En el caso de la via IT, al dia 5 post inoculacién se
encuentra un mayor numero absoluto de bacterias, que escala a aproximadamente un 300%-600% al dia
14. Ni la via IP ni IV muestran un crecimiento tan importante, y los valores son mas variables. En todos los
ratones, aproximadamente un 90-99% de las bacterias encontradas se localizan en los tumores,
independientemente de la via de administracion. (B.l) Concentracion de LVRO1GFP en bazo higado y
pulmén en animales sometidos a cirugia. Animales que recibieron una dosis IT de LVRO1GFP al dia 10 y
después fueron sometidos a cirugia al dia 15 e inyectados con LVRO1GFP (IP o IV) al dia 19 fueron
sacrificados a los 2 5 y 14 dias post inyeccion de bacteria. Los plagueos de los 6rganos obtenidos muestran
una mayor capacidad de llegar a Bazo y pulmdn de por la via IP. Se registra una caida en las CFUs/g para
todos los 6rganos y vias conforme avanza el tiempo. (B.ll) Recuento del niimero absoluto de bacterias en
animales sometidos a cirugia. Se recuperan un numero de aproximadamente 15-20% (IP) o 1-10% de
bacterias respecto al inoculo inicial al dia 2. Este disminuye por debajo del 1% al dia 5 y es casi 100 veces
menos a la recuperacion inicial al dia 14.

‘5.2.3. Distribucion de LVRO1 in vivo mediante microscopia de
‘fluorescencia en cortes histologicos.

Se realizaron tinciones sobre cortes histologicos de tumores que
recibieron LVRO1 para estudiar la distribucion de la bacteria y sus efectos
a un nivel de detalle celular/tisular. Tras la administracidon intratumoral,
las bacterias se encontraron sobre la ruta de inyeccién (11.A.1) asi como en
los bordes del tumor (11.A.11). Por la via intraperiotoneal, LVRO1 al cabo de
24hs también llego a la periferia (11.B.I) y el interior del tumor (11.B.1l), sin
cubrir todos los espacios. A las 72hs de la administracién intratumoral, los
sitios donde se encontraba mayor cantidad de Salmonella (12.C y D) se
asociaban con una desorganizacion del tejido, que no se observa zonas
con escasa o nula presencia bacteriana (12.A y B). Las tinciones de
tumores inyectados con LVRO1 muestran figuras similares a las
encontradas in vitro asociadas con replicacion bacteriana a las 24hs (,
figuras 13.A.ly 13.A.ll, y detalle en en 13.A.lll y en 13.B.l), cercanas a estas
bacterias se encontraban células con nucleos caracteristicos de células
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mieloides/granulocitos (flechas en 13.B.IlI). Un numero variable de figuras
densamente infectadas se observo segin el campo. La presencia de
bacterias en el sitio de inyeccidon se relaciono con el reclutamiento de
células GR1+ como se muestra en la figura 14.A. Sobre el borde del tumor
(14.B) se observa que en el limite externo se ubican varias células GR1+ las
cuales estan en intimo contacto con la LVRO1GFP, mientras que en 14.C.|
y en 14.C.lIl vemos aéreas sin presencia bacteriana y un bajo numero de
células GR1+. Estas observaciones nos permiten establecer que LVRO1 es
capaz de establecerse en tanto en la periferia como en el interior del
tumor de una manera no homogénea. Las zonas que presentan bacteria se
asociaron a una desorganizacion del tejido y al reclutamiento de células
mieloides, que no se apreciaron en zonas sin bacteria. Se observaron
figuras similares a las obtenidas en los experimentos de replicaciéon in
vitro, sugiriendo que esta bacteria también es capaz de replicar
intracelularmente in vivo.
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Figura 11. Biodistribucion de LVRO1 en cortes histolégicos de tumores a las 24hs de administracion ITo IP (A) Por la
via IT las ubicaciones de mayor concentracidn bacteriana a las 24hs son el sitio de la inyeccidn (A.l) donde se aprecian
bacterias asociadas a una lesion del tejido y los bordes del tumor (A.ll). La bacteria no se distribuye homogéneamente
por esta via, con zonas sin bacteria y zonas de alta concentracién bacteriana. (B) Cuando LVRO1 se administra por via
IP, esta se distribuye en la periferia (I) y en el interior del tumor (Il) al cabo de 24hs. En este caso también se aprecio
un patron de “parches” con zonas con y sin bacteria. La tincién corresponde a LVRO1 en rojo (AntiLPS Alexa 555), ADN
en Azul (DAPI) y membranas celulares en verde (WGA 488).
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Figura 12. Estructura de los tejidos infectados con LVRO1 IT a las 72hs. Se muestran zonas colonizadas (B, Cy D) y
sin colonizar (A) de tumores tratados con LVRO1 IT al cabo de 72hs de la administracién intratumoral. Los sitios
asociados a una mayor presencia de LVRO1 (C y D) se presentan desorganizados, con morfologias
celulares/nucleares menos claras. Mientras que los que no presentan bacteria (A) y los que presentan un ndmero
bajo (B) no muestran ese aspecto. La tincidn corresponde a LVRO1 en rojo (AntiLPS Alexa 555), ADN en Azul (DAPI)

y membranas celulares en verde (WGA 488).
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Figura 13. Patron de distribucion de Salmonella en las zonas infectadas. (A) Al cabo de 24hs de la inyeccién IT de
LVRO1, esta se encontré interdispersa y en algunos casos formando acimulos dentro de células tumorales similares a los
gue encontramos en los experimentos in vitro (zona infectada en | y Il y detalle de la célula infectada en Il y IlI).(B)
Infiltracién mieloide asociadas a los sitios de infeccion de LVRO1. Se observaron los nucleos de las células en zonas que
presentan LVRO1 a las 24hs post administracién IT de la bacteria. En la cercania de una célula infectada con varias
bacterias (flecha en 1), se encuentran algunas células cercanas al sitio de infeccién poseen el nicleo con morfologia
caracteristica de granulocitos u otras células mieloides (mejor apreciadas en Il y Il Zoom). En las imagenes de A.ly A.lll el
rojo corresponde a DS-Red expresado por LVRO1, el azul al ADN tefiido con DAPI y el verde a las membranas tefiidas con
WGA. La tincion de las figuras A.ll y B.l corresponde a LVRO1 en rojo (AntiLPS Alexa 555), ADN en Azul (DAPI) y
membranas celulares en verde (WGA 488). En B.Il se muestra solamente a LVRO1 en rojo (AntiLPS Alexa 555), y el ADN en
Cyan (DAPI) para una mejor visualizacion de los nucleos que en B.I.
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Figura 14. Reclutamiento de células GR1+. A las 24hs de la administracion IT de LVRO1, se encuentran
infiltrados mayores de células GR1+ en los sitios con mayor cantidad de bacterias ( sitio de inyeccién en
Ay periferia del tumor en B) respecto a otros sitios sin bacterias (C.I y C.ll). El rojo corresponde a LVRO1
tefiida con un anticuerpo anti LPS conjugado a Alexa555, el azul marca el antigeno de membrana GR1y

el verde a las membranas celulares marcadas con WGA 350.




‘5.2.4. Efectos sobre la sobrevida y el crecimiento tumoral de la
‘administracién de LVRO1 a animales portadores de enfermedad
‘tumoral/ metastasica.

Previo a evaluar el efecto terapéutico de LVRO1 en animales con cancer
mamario, se establecié la importancia de la enfermedad metastdsica en el
modelo 4T1. Ensayos preliminares nos permitieron confirmar que el
proceso de colonizacién metastdsica en animales portadores de tumores
ya se inicia para el dia 10, y que para el dia 15 todos los ratones poseen
metastasis pulmonares. La carga metastasica al dia 35 en ratones
portadores de tumor y en los controles cuyo tumor fue extirpado al dia 15
son muy similares. De hecho, como se observa en la figura 16.B la
diferencia en sobrevida en ratones portadores de tumor (CT) y los
sometidos a cirugia (CC) no es significativa (con medianas de tiempo de
sobrevida de 35 y 40,5 dias para CT y CC respectivamente), y todos
mueren al cabo de 35-60 dias. Las autopsias de los animales muertos
revelaron en todos los caso numerosos focos metastasicos visibles en los
pulmones (tipicamente entre 15 y 50, cada una de 1mm de didmetro
aprox) y ocasionalmente metastasis en ganglios, corazén, higado o bazo.
Estos ensayos preliminares confirmaron el rol determinante de la
enfermedad metastasica en la sobrevida de los ratones portadores de
tumores 4T1 y en aquellos sometidos a cirugia. En base a estos resultados
se establecié la ventana temporal para tratar a la enfermedad tumoral y
metastdasica, situada entre los 10-15 dias (inicio de proceso metastdsico) y
los 35 dias (cercano a la muerte de los animales sin tratar).

Para la evaluacion del efecto de LVRO1 en el modelo tumoral 4T1, Ratones
BALB/C fueron inoculados con 4T1 y se sometieron a distintos
tratamientos descritos en la figura 15. Como se muestra en la figura 16.A
la inyeccion intratumoral de una dosis de LVRO1 IT al dia 10 post
inoculacién de 4T1 mostro una tendencia a la disminucién del tamafio
tumoral respecto a ratones control portadores de tumor, pero esta no
resulto ser estadisticamente significativa (p=0,1004 en el test de Student
comparando los grupos al dia 31). El seguimiento de los ratones tratados
permitid construir curvas de Kaplan Meier para el analisis de la sobrevida
(figura 16.B). Una dosis de LVRO1 IT, como tratamiento Unico, no resulto
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en un aumento de la sobrevida, con este grupo presentando una mediana
de 43,5 dias de sobrevida. Las curvas de sobrevida muestran diferencias
significativas solo para los casos en los que realizo cirugia y se administro
mas de una vez a LVRO1 (ITCIV e IT2CIV en fig 16.B). El grupo LVRO1 ITCIV
muestra una mejora significativa en la sobrevida (con una mediana de 47
dias), pero todos los animales mueren al cabo de 65 dias. En el caso de la
triple dosis de LVRO1 (IT dia 10, IT dia 13 cirugia e IV dia 21) el retraso en la
muerte fue notorio (con una mediana de sobrevida de 59 dias) y este
grupo reporto los Unicos sobrevivientes del ensayo, siendo estos un
aproximado 35% de los ratones que sobrepaso los 180 dias. En este grupo
un ratdén que muridé cercano al dia 100 tuvo que ser sacrificado por una
metastasis a nivel que estaba provocando una deformacion a nivel del
craneo. La autopsia de este espécimen permitid ubicar esta metastasis a
nivel de los huesos craneanos, sin embargo los pulmones, ganglios,
higado, bazo y corazén permanecian libres de metastasis visibles. En el
resto de las autopsias en los animales de todos los grupos, siempre se
pudo asociar el deceso a la presencia de metdstasis pulmonares visibles.
En resumen, el tratamiento con LVRO1 resulto en un efecto antitumoral
moderado y en una extension de la sobrevida de ratones con enfermedad
metastasica, dependiente del nimero de dosis administradas.
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Figura 15. Efecto de la administracién de STA y/o cirugia sobre la sobrevida de ratones con tumor
4T1. Ratones BALB/c de 8 semanas inoculados con 4T1 Intramamaria, fueron sometidos a una

combinacién de cirugia y administracion de LVRO1GFP. Se realizaron 5 grupos de tratamiento como se

observa en la figura. En el caso del grupo CT y IT, se realizaron medidas del volumen tumoral hasta el

dia 35 aproximadamente. Se realizo el seguimiento de los ratones (8 o 9 por grupo), y se construyeron

curvas de sobrevida.
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Figura 16. Evaluacion de LVRO1 como agente antitumoral. (A) Efectos sobre el crecimiento tumoral. En
ratones portadores de tumores, se inyecto al dia 10 de crecimiento tumoral LVRO1 por via IT o PBS y se
realizaron mediciones de tamafio tumoral. El retraso en el crecimiento tumoral del grupo tratado con
LVRO1 no fue significativo, pero marco una tendencia al dia 31. (B) Efecto de LVRO1 en la sobrevida de
ratones con cancer de mama metastasico. Ratones portadores de tumores fueron sometidos a una
terapia combinada de inyeccion de LVRO1 (via IT o IV) y cirugia para la remocién del tumor primario. Se
realiza el seguimiento de los ratones y construyen curvas de Kaplan Meier en funciéon de la sobrevida. La
cirugia o la bacteria como tratamiento Unico, no extendid significativamente la sobrevida de los ratones.
Sin embargo la administracién de mas de una dosis de LVRO1 en conjuncion con cirugia si consigue una
mejora en la sobrevida de los animales. El grupo LVRO1 IT2CIV, que recibe tres dosis de LVRO1 y cirugia
presenta el retraso de la muerte mas importante e incluso se llega a reportar una aproximado 35% de
ratones libres de enfermedad que sobreviven mas de 180 dias.

5.3. RESPUESTA INMUNE INDUCIDA POR LA ADMINISTRACION DE LVRO1
INTRATUMORAL
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Con motivo de entender el posible rol de la respuesta inmune en el
tratamiento con LVRO1, se estudiaron las células mieloides y linfoides
presentes en tumor y ganglio post administracion IT de la bacteria, asi
como los niveles de IFN-y en suero y la respuesta inmune humoral contra
las células 4T1 a distintos tiempos (Figura 17).
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Figura 17. Evaluacién de respuesta inmune antitumoral inducida LVRO1 IT. Ratones BALB/c portadores
de tumores 4T1, fueron inoculados al dia 13 de crecimiento tumoral con LVRO1 IT o PBS, y sometidos a
cirugia al dia 16. Los tumores y ganglios obtenidos durante la cirugia fueron procesados para evaluar la
presencia de leucocitos por técnicas de citometria. Paralelamente, se realizaron sangrados a los dias 10,
14 y 25, de los cuales se obtuvo el suero. Dichos sueros se analizaron en busca del contenido de IFN-g
mediante la técnica de ELISA. Por otra parte se estudio la capacidad de los anticuerpos presentes en
estos sueros de reconocer a antigenos tumorales de las células 4T1.

5.3.1. Analisis de poblaciones inmunes presentes en tumory
ganglio
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Ratones portadores de tumores, fueron inyectados con PBS o LVRO1 IT
(una o dos dosis), y sus tumores y ganglios drenantes examinados en
busqueda de las células inmunes, mediante citometria de flujo (esquema
experimental en figura 17). Se removié con extremo cuidado el tumor
mamario y su tejido adiposo asociado, donde se encontraba el ganglio
inguinal drenante, a veces casi integrado al tumor (dificil de localizar y
aislar) y se realizo la disgregacién mecdnica de los tumores y ganglios. Por
esta técnica se obtuvieron presentaron elevados porcentajes leucocitos
(células CD45+) infiltrantes en tumores de alrededor de un % 40 sobre las
células totales, y junto a un nivel importante de debris celular en todos
los grupos. Para permitir una lectura mas clara se relativizaron los
porcentajes de los distintos tiempos celulares respecto al total de células
CD45+ de cada muestra. Como se aprecia en la figura 18.A.l, aquellos
tumores tratados con LVRO1 presentaron una tendencia al aumento de
células Ly6G+ CD11lb+ (posiblemente MDSCs o neutréfilos), que fue
estadisticamente significativa al para el grupo LVRO1 IT. También se
reporto un aumento significativo en los niveles de CD49+ (NK) en el grupo
LVRO1 IT X 2, respecto a los otros grupos. Las células dendriticas segun su
marcacion con CD11c+ y CD11c+ presentaron un aumento en el grupo
tratado con dos dosis de LVRO1. Las células F4/80+ CD11b+ (Macréfagos),
presentaron una tendencia decreciente en los ratones tratados con LVRO1
IT (una o dos dosis), que fue estadisticamente significativa en el grupo
LVRO1 IT X 2. Los ganglios (18.A.ll) del grupo LVRO1 IT presentaron un
mayor numero de células F4/80+ CD11b+ (que coincide con el menor nivel
de estos en el tumor), sin embargo en el grupo LVRO1 IT X 2 se
encontraron niveles bajos como en el control PBS. Los niveles de células
dendriticas en los ganglios del grupo LVRO1ITX2 fueron mayores a los
otros grupos, sin embargo no se encontraron diferencias entre grupos en
el porcentaje relativo de células NK en los ganglios. A nivel de linfocitos,
en el grupo LVRO1 IT X 2 se aprecia una disminucidn significativa de
linfocitos B (CD19+), y una tendencia al aumento de linfocitos T (CD3+), en
especial los CD8+ aunque esta no es significativa respecto a los otros
grupos. Estos resultados sugieren una movilizacion a tiempos tempranos
de principalmente células inmunes mieloides en el tumor, y de células
linfoides a nivel de ganglio drenante.
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5.3.2. Niveles de IFN-y presentes en suero

Se extrajo el suero correspondiente al dia 10 (pre tratamiento), dia 14
(24hs post tratamiento) y dia 25 (12 dias post tratamiento), de animales
portadores de tumores tratados con LVRO1X1 (una dosis intratumoral y
cirugia) LVRO1X3 (dos dosis intratumorales, cirugia y una tercer dosis
intravenosa) o Control (PBS y cirugia). Se separo el grupo LVRO1X3 en
sobrevivientes y no sobrevivientes en busca de diferencias entre los
subgrupos, vale recordar que en grupo LVRO1X1 no hay sobrevivientes.
Mediante técnica de ELISA se determinaron los niveles de IFN-y presentes
en los sueros que se muestran en la figura 18.B. Animales naive sin tumor
ni tratamiento poseen niveles por debajo del umbral de deteccidn. Los
animales control portadores de tumor pero que no recibieron LVRO1
tienen niveles muy bajos o indetectables de esta citoquina. Por otro lado
el IFN-y detectado en suero al dia 14 registra un aumento en algunos
ratones tratados especialmente en el grupo de los sobrevivientes de
LVRO1X3 y el grupo LVRO1X1, mientras que en los no sobrevivientes del
grupo LVRO1X3 se detectan niveles mas bajos. Al cabo del dia 25, los
niveles de IFN-y en sangre se hacen menores en los grupos tratados tanto
en los sobrevivientes de LVR0O1X3 como LVRO1X1, y estos presentan
niveles comparables entre si, y mayores a los niveles de los no
sobrevivientes del grupo LVRO1X3. Mas alld de que haya diferencias
sustanciales entre sobrevivientes y no sobrevivientes dentro del grupo
LVRO1X3, los niveles de IFN-y del grupo LVR0O1X1 impiden una correlacion
simple a nivel general entre supervivencia y los niveles de esta citoquina.
En conclusion el analisis del contenido de IFN-y en sangre muestra que
esta citoquina aumenta en respuesta al tratamiento con LVRO1.

‘5.3.3. Presencia de anticuerpos que reconocen antigenos de
‘células tumorales

Con intencién de evaluar la respuesta por anticuerpos IgG contra
antigenos de células 4T1, se realizo una serologia contra un extracto de
células 4T1 en cultivo usando los sueros del dia 25 (figura 18.C). Los
niveles de reconocimiento de antigenos tumorales de 4T1 son minimos
entre los sueros de animales control. El tratamiento con LVR0O1 aumenta
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los niveles de reactividad en LVRO1X3 y LVRO1X1. En el subgrupo de los no
sobrevivientes de LVR01X3, es donde se registran los mayores niveles de
IgG anti 4T1. Los niveles de los animales sobrevivientes del grupo LVR01X3
y los de LVRO1X1 son similares, y solo se encuentra una diferencia
significativa entre el grupo de no sobrevivientes LVR01X3 y el control (test
de Student). En resumen una dosis de LVRO1 aumenta la respuesta
inmune humoral contra antigenos tumorales, pero esta no parece
correlacionarse de manera directa con la supervivencia en todos los
grupos.
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Figura 18. Respuesta inmune inducida por LVRO1 intratumoral. (A.lI) Células inmunes infiltrantes a tumor. Los tumores
presentan infiltrados leucocitarios importantes de alrededor de un 40%, segin el numero de células CD45+. Los tumores
tratados con LVRO1 presentaron una tendencia al aumento de células Ly6G+ CD11b+ y de células CD49b+, asi como una
tendencia a la bajada en células F4/80+ CD11b+. (A.ll) Células inmunes presentes en ganglio. Los ganglios de los animales
tratados con LVRO1 presentaron un mayor nivel de células F4/80+ CD11b+ (que coincide con la bajada de los mismos en el
tumor). La presencia de linfocitos no se vio alterada significativamente a este tiempo. (B) Niveles de IFN-g circulantes en los
ratones tratados con LVRO1. Los animales que no recibieron LVRO1 tienen niveles minimos o indetectables de esta citoquina.
Por otro lado el IFN-g presente en suero al dia 14 (un dia después de la administracion de LVRO1 IT) registra un aumento en
algunos ratones tratados, especialmente si comparamos entre los sobrevivientes y no sobrevivientes del subgrupo LVR01X3.
Ya para el dia 25, los niveles en general son menores en animales tratados y se mantiene una diferencia entre sobrevivientes
y no sobrevivientes. Por otro lado no se encuentran diferencias entre el grupo sobreviviente LVR01X3 y LVRO1X1 (sin
sobrevivientes) al dia 14 ni al 25. (C) Anticuerpos contra antigenos de superficie de células tumorales. Los niveles de
reactividad de la IgG en sueros contra antigenos tumorales al dia 25 son mayores en los animales que recibieron LVR01 que

en los controles. Los animales no sobrevivientes exhiben un mayor nivel de reactividad que los no sobrevivientes dentro del
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grupo LVR0O1X3. Sin embargo los sobrevivientes del grupo LVRO1X3 presentan niveles comparables a los de LVR0O1X1 *,
significativo a p valor de 0,05. **, significativo a p valor de 0.01.

6. DISCUSION

En los ensayos de invasion/replicacion efectuados se demostré que
Salmonella invade in vitro células tumorales mamarias y replica dentro de
ellas. La técnica de plagueo nos permito cuantificar niveles totales de
bacterias intracelulares viables presentes en las monocapas infectadas. La
similitud en la capacidad invasiva entre las variantes de Salmonella que
expresaban GFP y las parentales nos permitié continuar los estudios con la
variante GFP+ (Figura 5.A). Entre las cepas de Salmonella LVRO1 y SL3261
se observo una diferencia marcada en cuanto a su capacidad invasiva (2hs)
de células tumorales mamarias (no fagociticas) y una similar captacion de
ambas por parte de la linea de macréfago/monocito J774A.1 (Figura 5.B).
Los niveles similares de interiorizacion para ambas cepas bacterianas en la
linea J774A.1 posiblemente respondan a la capacidad fagocitica de esta
linea celular. Por otro lado diferencia observada de recuperacién de
bacterias intracelulares entre LVRO1 y SL3261 en el panel de lineas de
tumor mamario parece deberse a diferencias en las propiedades invasivas
de las bacterias. Estas diferencias entre estas cepas son dificiles de
explicar con los elementos de este estudio. Ambas cepas provienen de
cepas parentales distintas, y ademas poseen mutaciones en distintos
genes (LVRO1 es aroC- y deriva de P228067 y SL3261 es aroA- y deriva de
la cepa 1344). Sin embargo ambos poseen una mutacién en la via de
sintesis de aminoacidos aromaticos. En la literatura se destaca Ia
importancia de un conjunto proteinas asociadas al proceso de invasion,
principalmente aquellas que determinan la adhesién y endocitosis
(Adhesinas, Fimbrias, proteinas de la membrana externa, SST3 1) y las que
modulan la supervivencia intracelular (SST3 | y Il) [83]. Estas funciones
dependen de la regulaciéon coordinada de maquinaria inserta en la
membrana externa de Salmonella, la cual se encuentra afectada en
mutantes para los genes aro[84]. Quizas las diferencias entre LVRO1 y
SL3261 sean explicadas no solo por sus cepas parentales distintas, sino por
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un efecto diferencial de la mutacion en los genes aro, que afecte las
funciones relacionadas con el proceso de invasion.

Debido a estas diferencias de invasividad, se decidié continuar la mayor
parte de los estudios empleando LVRO1. Con el objetivo de determinar si
ocurria replicacidon intracelular tras la invasion de LVRO1 a las células
tumorales mamarias, se realizaron los plaqueos a las 2, 24 y 48hs (Figura
5.C). En las lineas celulares 4T1 y NMU la recuperacion inicial a las 2 hs es
de un 7% aproximado, y es similar pero mas variable al cabo de 24hs. Ya
para las 48hs la recuperacion es minima. Sin embargo para la linea de
cancer de mama humano MCF7, se nota un aumento notable de CFUs a
las 24hs que decae a las 48hs, a niveles similares a los iniciales. Por otra
parte, la linea J774A.1 presentaba niveles de captacidn/invasividad que
cayeron abruptamente al cabo de 24 hs. Los niveles variables de
recuperaciéon a las 24hs y especialmente el incremento notorio de
recuperacion de CFUs en las MCF7 infectadas sugerian replicacion
bacteriana, a pesar de los declives observados a las 48hs. Este declive en |la
recuperacion de CFUs en el ensayo de invasion, puede explicarse por la
naturaleza del ensayo. En caso de que una célula infectada muera, la
integridad de la membrana plasmatica se vera comprometida y las
bacterias internalizadas entraran en contacto con el antibidtico
gentamicina, perdiendo también su viabilidad en consecuencia y en
ultima instancia no dando lugar a colonias en los plaqueos.

Las variantes GFP+ de LVRO1 y SL3261 nos permitian revelar el ensayo de
invasion mediante técnicas de citometria, que resultarian en informacion
cuantitativa sobre el porcentaje de células 4T1 y NMU infectadas vy la
intensidad de GFP de las células infectadas. Desafortunadamente la
fluorescencia de las pocas bacterias que invaden a las células tumorales,
no es suficiente para separar definidamente a las bacterias invadidas de
las no invadidas. En el histograma de intensidad de GFP, las células sin
infectar tomaron una distribucion gaussiana (figura 5.D.1). Sobre la curva
del histograma de GFP a las 2hs post invasidon, se proyecto un sutil
“hombro” que fue interpretado como el “pico GFP+”. Este “hombro” se
extendid a las 24hs (figura 5.D.I) y se observaron picos menores
esparcidos de células con alta intensidad de marcacién (concordando con
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la observacion al microscopio de fluorescencia de células densamente
infectadas, en figura 6.A). A las 48hs la intensidad media de fluorescencia
se mantiene similar a la de las 24 pero la proporcién de células GFP+ ha
bajado drasticamente, posiblemente debido a la fragilidad de las células
infectadas en avanzado estado de deterioro o ya destruidas (células a las
48hs en figura 6.A), que pueden no haber resistido el preparado de la
muestra para la citometria, que incluye el tratamiento con tripsina y los
numerosos lavados previo y post fijacion con PFA. En resumen, los niveles
de porcentaje de células infectadas asi como de intensidad de
fluorescencia fueron mayores para LVRO1GFP que para SL3261GFP para
casi todos los tiempos del ensayo, en los dos tipos celulares. El nUmero de
células infectadas decrece en funcién del tiempo sugiriendo algun proceso
de muerte celular asociado a la infeccion. Sumado a esto se aprecia
aumento en la intensidad de GFP (barras blancas en figura 5.C.IlI) a las
24hs y 48hs, indicativo de replicacion bacteriana intracelular. Estos
resultados nos permitieron aclarar que al cabo de 24hs ya ocurre
replicacion bacteriana intracelular y que el declive en la recuperacién
observado en la figura 5.C a este tiempo es solo un artefacto de técnica
debido a las limitaciones del método de plaqueo. El declive progresivo del
numero de células infectadas en ausencia de nuevas invasiones, puede
explicar la disminuida recuperacion al cabo de 48hs en el experimento de
invasion/replicacion (figura 5.C). Esto implicaria que LVRO1 tiene un
potencial invasivo y replicativo que es capaz de iniciar un proceso que
eventualmente lleva la muerte celular de la célula infectada.

Para comprobar esta hipotesis de que la LVRO1 estaba induciendo la
muerte celular en las células invadidas, se observaron al microscopio de
fluorescencia cultivos infectados y llevaron a cabo tinciones vitales con
ioduro de propidio sobre monocapas invadidas con LVRO1 GFP. En la
figura 6.A se aprecia como en las células infectadas al cabo de 2 hs, LVRO1
se encontrd de a pocas bacterias por célula y se posiciono en la periferia
del ndcleo. Ya al tiempo de 24hs se empezaron a observar células
granuladas con intensa marcacion verde, que se correspondian con un alta
densidad de LVRO1 citopldsmica. Algunas de estas células se encontraban
completamente llenas de bacterias y se habian redondeado. A las 48hs,
estas células completamente llenas de bacterias parecian estar
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desintegrandose, liberando al entorno varias decenas de bacterias por
célula infectada. La presencia continua de gentamicina durante el ensayo
previene nuevos eventos de invasidn, de esta manera podemos estar
convencidos de que las células que contienen decenas o cientos de
bacterias se desarrollan a partir de la replicacion intracelular de unas
pocas bacterias que sucede tras la invasidon dentro de las primeras 24 hs.

Observando monocapas infectadas “vivas” incubadas con ioduro de
propidio (figura 6.B), se pudo asociar los niveles altos de replicacidon con
distintas alteraciones a nivel celular. Las alteraciones visibles provocadas
por este grado de replicacion en células tumorales mamarias (apreciadas
en detalle en la figuras 6.B. |, II, lll y IV) incluyen el redondeo de la célula 'y
su desprendimiento/extrusidon respecto a la monocapa y llevan a la
inestabilidad de la célula incluyendo la perdida de integridad de su
membrana plasmatica, lo que inevitablemente resulta en la muerte
celular. En las observaciones en tiempo real de los cultivos infectados a
tiempos de 12-16 hs, se constato el caracter moévil de las bacterias
intracelulares en células densamente infectadas. Se observaron bacilos
moviles limitados en su movimiento por los limites de la membrana
plasmatica celular. Este grado de movilidad a nivel intracelular indica el
escape de la vesicula que contiene inicialmente a la Salmonella en las
fases tempranas de la invasion, y también implica la presencia de flagelos
funcionales. Segun Knodler et al. [56] este es uno de dos posibles
comportamientos replicativos adoptados por Salmonella en el interior
celular. Unas se mantienen sobreviviendo en la vacuola, expresando los
genes del SST3 IlI, sin expresion de flagelo, y replicando a bajas tasas,
mientras otras escapan a la vacuola, comienzan a expresar los genes del
SST3 | y el flagelo, y se movilizan por el citoplasma replicando
aceleradamente. Estas Salmonella Typhimurium citoplasmaticas, son
competentes para invadir nuevas células en este estado, en caso de que la
célula que las contenga pierda su integridad y las libere. Este ultimo
comportamiento bacteriano (como demuestran los autores), se asocia con
una muerte celular proinflamatoria, presentando alteraciones a nivel
celular que abarcan: transformaciones a nivel de citoesqueleto
incluyendo redondeo, hinchazén, falta de anclaje y extrusion, perdida de
integridad de membrana plasmatica, degradacidon de dacidos nucléicos,
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activacién de caspasa-1 y liberacion de IL-18. Excepto la activacion de
caspasa-1 vy la liberacion de IL-18 (que no fueron evaluadas), en el
presente trabajo observamos todas las caracteristicas mencionadas para
este proceso de muerte celular inflamatoria inducida por Salmonella (la
cual también presento replicacidon citopldasmica elevada al cabo de 8-24hs
y movilidad intracelular como en [56]) . Cabe destacar que el detallado
trabajo de Knodler et al. muestra el proceso para una Salmonella sin
atenuaciones, sobre células de colon diferenciadas (tanto in vitro como in
vivo) y sobre células tumorales humanas He-La. Nosotros en cambio
mostramos este proceso sobre células tumorales epiteliales de origen
mamario usando salmonelas atenuadas. Este comportamiento de
replicacion intracelular citoplasmatica en células epiteliales se ha
descubierto recientemente y pose diferencias respecto a lo que ocurre en
el modelo de salmonella invadiendo macréfagos [56], [83]. Se postula que
el entorno citoplasmico de un macroéfago es toxico para la salmonella y
que la supervivencia en el entorno vacuolar es mediado por los SST3 1l, sin
embargo el citoplasma de una célula epitelial presenta un entorno
enriguecido en nutrientes y menos agresivo para la bacteria [83]. Esto
haria viable el escape desde la vesicula endocitica hacia el citoplasma de
células epiteliales, con replicacion bacteriana en un entorno favorable y la
induccidon de flagelos y los SST3 1[83]. La expresion del flagelo en estas
bacterias permitiria una efectiva diseminacion ante la ruptura de la
membrana plasmatica de la celula epitelial que la contiene, mientras que
la expresion de SST3 | en estas bacterias las deja listas para invadir nuevas
células[56]. Este podria ser un mecanismo importante para atacar a
células tumorales in vivo, siendo la bacteria capaz de amplificarse con
cada invasion, generando muerte celular e inflamacion. Respecto a la linea
celular de macréfago/monocito J774A.1, el marcado y temprano descenso
de bacterias intracelulares en los ensayos de invasion (Figura 5.C) indicaba
algun efecto mas potente o de mayor rapidez que los que se asocian a la
infeccidon en las células tumorales mamarias. Los ensayos con ioduro de
propidio revelados a las 12-16hs (figura 5.B.V y VI) mostraron una extensa
muerte celular en el cultivo infectado. Las células con LVRO1GFP
(apreciadas en detalle en 6.B.VIl y VIII) se encontraban profundamente
deterioradas en su mayoria, presentando un aspecto vacuolizado o
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granulado y se marcaban con ioduro de propidio, sefialando la pérdida de
la integridad de la membrana plasmatica. A las 24hs los rastros de
fluorescencia de GFP en las células infectadas habia desaparecido en los
macrofagos sobrevivientes observados (figura 5.B.IX y X), sin embargo (y al
contrario de las J774A.1 sin infectar al mismo tiempo) se apreciaban
pequeios focos citoplasmaticos de ADN, interpretables como residuos de
acidos nucléicos de las LVRO1GFP degradadas en vacuolas fagociticas o
quizas provenientes del consumo del debris celular circundante. Este tipo
de muerte mas acelerada en la linea J774A.1, es concordante con una
activacion rapida del inflamosoma capaz de desencadenar pyroptosis,
tipicamente vista en macrofagos infectados con Salmonella [55]. Este tipo
de respuesta inflamatoria ha demostrado tener un rol importante en la
defensa del hospedero en las infecciones con Salmonella (sin atenuar)[52],
sin embargo el posible rol de la pyroptosis como factor pro
inflamatorio/inmunoterapéutico en terapia contra el cancer es
desconocido. Un aspecto intrigante es si Salmonella es capaz de inducir
pyroptosis en los macréfagos M2, tipicamente asociados con la progresiéon
del cancer y su estado inmunosupresor. Un estudio del 2007 [85] en un
modelo infeccioso de Salmonella demuestra la capacidad de esta para
inyectar sus proteinas a través de sus SST3 a distintos tipos celulares
presentes en el bazo de los animales, incluyendo macrofagos, neutrofilos,
monocitos y linfocitos T y B. En el mismo trabajo se detectan salmonelas
intracelulares en diversas células mieloides y también en linfocitos sin
capacidad fagocitica. No se ha explorado si en un entorno tumoral
Salmonella ejerce un efecto diferencial sobre células efectoras del sistema
inmune respecto a las células inmunosupresoras. La eliminacion de los
macrofagos M2 (u otras células inmunosupresoras, como las MDSCs),
acompafiadas de sefales pro inflamatorias constituye un posible
mecanismo de accidn de salmonelas atenuadas que retienen su capacidad
invasiva.

Con el interés de profundizar en el comportamiento invasivo/replicativo
de LVRO1GFP en células tumorales, se procedié a preparar especimenes
de alta calidad optica (montados en vidrio) para su observacion en
microscopia confocal. Se realizo un ensayo de invasion sobre células 4T1y
NMU que fue revelado a las 2hs, 12hs 24hs y 48hs (figura 7). La invasion
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en estas muestras fue realizada sobre cubres, los cuales fueron sometidos
a una tincidn con Faloidina y DAPI que permitié visualizar a la bacteria en
conjunciéon con el citoesqueleto de F-actina (que permite distinguir los
bordes celulares) y el ADN. La calidad de las tinciones permitié la correcta
visualizacién de los preparados en el microscopio confocal. De estas
sesiones se obtuvieron Z —stacks (apilamientos tridimensionales de planos
XY sobre el eje Z) de campos al azar para los distintos tiempos ensayados.
Esta técnica nos permitid confirmar el caracter intracelular de la
invasion/replicacion de LVRO1 (cortes ortogonales en figura 7.A.l y
reconstruccion 3D en 7.A.ll), asi como la observacion del deterioro de la
célula infectada en mayor detalle (figura 7.B). La ubicacion intracelular de
Salmonella fue citopldsmica y frecuentemente perinuclear (figura 7.A.l y
7.A.11). Este posicionamiento intracelular a las de Salmonella a las 1-2hs
post invasion ya ha sido reportado, y es consecuencia de la manipulacién
del citoesqueleto y el transito vesicular que induce la bacteria como parte
del proceso invasivo [54][83]. La técnica empleada en nuestro trabajo no
permitia saber si LVRO1 se encontraba dentro de una vacuola o si estaba
libre en el citoplasma, para responder esa pregunta se deberia incluir una
tincién contra LAMP-1 que es un marcador de las vesiculas que contienen
a Salmonella (y de vesiculas lisosomales también). Cuando analizamos la
proporcion de células 4T1 y NMU infectadas a distintos tiempos post
invasién (Figura 7.C), se vio que esta fue decreciendo en funcion del
tiempo (lineas continuas en 7.C.l1 y 7.C.ll), mientras el conteo de bacterias
intracelulares por célula infectada fue en franco ascenso (lineas
discontinuas en 7.C.I y 7.C.ll). Al tiempo de 12hs ya se observan células
con una alta densidad bacteriana intracelular (figuras 7.C.1l y 7.C.1V), pero
estas representan una proporcion baja del total de células infectadas en
este tiempo. Dicha diferencia de estados de replicacion bacteriana
intracelular entre células de un mismo tiempo de invasion, sugiere que no
todos los eventos de invasidn se suceden de una misma cinética de
replicacion, en linea con los picos menores observados en los
experimentos de invasion/replicacién por citometria (figura 5.C.I) y los
resultados ya comentados de Knodler et al. [56]. A las 24hs mas de la
mitad de las células infectadas son portadoras de decenas de salmonelas,
aumentando notoriamente la proporcién de células densamente
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infectadas. Ya para las 48hs el nimero de células infectadas ha bajado
drasticamente (en linea con los resultados de citometria y plagueos que
se muestran en la figura 5). Esta descripcidn es valida para los ambos tipos
celulares ensayados (4T1 y NMU), observandose solo diferencias menores
entre ellos. La coleccion de imagenes obtenidas evidencio un conjunto de
alteraciones que fueron observadas previamente en el microscopio de
epifluorescencia, como el redondeo y el desprendimiento de Ia
monocapas, asi como otros apreciados en mayor detalle bajo el
microscopio confocal que incluian alteraciones en cromatina vy/o
desaparicion de nucleo, la distorsion del citoesqueleto celular. Este tipo de
alteraciones en las células infectadas fue coherente con el tipo de muerte
descrita en Knodler et al.[56] que ya fue discutido anteriormente. La
existencia de una proporciéon de células infectadas con decenas o cientos
de bacterias a tiempos tempranos 8-12hs, que se incrementan y después
desaparecen, sugieren una cinética rapida que se asocia con la muerte
celular. Ensayos que permitan seguir un cultivo infectado en condiciones
estables de temperatura y CO,, posibilitarian la medicion de cinéticas de
replicacion a nivel individual, que confirmen que esta hipotesis.

En la figura 19 se esquematiza una hipdtesis, en funcion de los resultados
obtenidos sobre la biologia in vitro de la invasiéon de LVRO1 a células
tumorales mamarias y macrofagicas.
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Figura 19. Efectos in vitro de LVRO1 sobre células en cultivo. Se resume el espectro de hallazgos sobre
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la biologia in vitro de LVRO1 en células tumorales mamarias y macréfagos. Las bacterias que invaden a
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una célula eucariota pueden replicar lentamente, o acumularse citoplasmaticamente en unas pocas
horas. Segun el tipo celular, LVRO1 puede inducir una muerte puede llegar en cuestion de algunas pocas
hs o recién después de las 24hs. Tipicamente se observa un deterioro celular asociado a la infeccidon
intracelular, que resulta dltimamente en la ruptura de la integridad de la membrana celular y la
diseminacidn bacteriana.

La administracién de Salmonella a animales portadores de tumores resulta
en una biodistribucion preferencial por los tumores a tasas de
acumulacion (CFU/g) de aproximadamente 1000-100 a 1 respecto a otros
tejidos como el bazo, higado y pulmdn (figura 10.A.l1), confirmando la
especificidad encontrada en otros estudios [64][65][66]. Todas las vias
proporcionan una alta tasa de acumulaciéon de bacterias en el tumor, que
mantiene niveles similares de CFU/g a lo largo del estudio (figura 10.A.1),
mientras el tumor sigue creciendo, indicando que existe replicacion
intratumoral. De estas vias, la via intratumoral se asocia con una mayor
replicacion bacteriana intratumoral en funcion del tiempo y con una
menor presencia en otros érganos (figura 10.A.1), convirtiéndose en la mas
selectiva de las rutas. Posiblemente esta via constituya una alternativa
mas conveniente de administracion mientras el tumor esta presente, y en
caso de realizar cirugias, las otras vias permiten una mayor llegada a
organos periféricos que hacen plausible el tratamiento contra metastasis.
A partir del tropismo observado de LVRO1 es dificil saber si la capacidad
metastasica del modelo estad contribuyendo a la variacién de valores de
CFUs en los organos, especialmente en pulmén. Seria interesante
examinar la distribuciéon de LVRO1 en animales con carga metastasica
pulmonar elevada vy ver si las metastasis pulmonares también ofician de
sitios preferenciales de biodistribuciéon de LVRO1. Para eso deberiamos
saber si el “homing” de LVRO1 es comparable en tumores sélidos
desarrollados y en metastasis de distinto grado de desarrollo. Esta es una
pregunta compleja que depende de factores como el modelo de tumor,
sitio de metastasis, el tamano de la misma, si presenta una zona hipdxica,
y la via de administracion. Como referencia, ya se ha demostrado la
capacidad para alcanzar tejidos metastdsicos por STAs [70][86]. En un
trabajo de Ganai et al.[53] se muestra a una STA administrada
sistémicamente colonizando lesiones metastasicas pequeinas en pulmoén
preferentemente respecto al tejido sano circundante. En un ensayo
preliminar, se demostré la presencia de LVRO1 en “pequefias” cantidades

82



en los pulmones de ratones a los cuales se les administro esta bacteria via
IP a ratones portadores de tumor 4T1. De hecho, considerando el tiempo
post administracion de LVRO1, el tamafio de un pulmodn, el espesor del
corte histoldgico y la densidad bacteriana pulmonar por plaqueo en el
grupo IP, deberiamos encontrar un rango de una decena de LVRO1 por
corte (que fue efectivamente lo que encontramos a las 72hs en el ensayo
preliminar). En este caso la técnica de microscopia de fluorescencia
empleada, y los tiempos tempranos en términos de desarrollo de
metastasis pulmonares no permitidé apreciar si se co-localizaban con sitios
metastasicos. Continuando con los estudios de biodistribucidon, esta se
examino en ratones con enfermedad residual metastasica. En los ratones
con el tumor primario extirpado se evalud la distribuciéon de LVRO1 en
bazo, higado y pulmén tras la administracidon sistémica, por via IP o IV
(Figura 10.B). En primer lugar ambas vias mostraron perfiles similares,
siendo la IP mas adecuada para colonizar bazo e IV para los pulmén e
higado. Los niveles de concentracion bacteriana en estos sitios es similar a
la de los ratones portadores de tumores a los 2 dias post administracion,
pero con el tiempo bajan gradualmente varios d6rdenes de magnitud
(figura 10.B.I). Comparando con los animales con tumor del ensayo
anterior, los niveles de LVRO1 presentes en pulmén, higado y bazo son
similares a los 2 dias entre los animales sin tumor y con tumor (figura
10.A.l vs 10.B.I). Sin embargo recuperacion total de salmonelas por animal
(figuras 10.A.1l y 10.B.ll) se recuperan en un numero mucho menor en
animales sometidos a cirugia (un 2-25% del total inyectado al dia 2 post
inoculacién, comparado con 100-300% en animales con tumor), y este
decae drasticamente en funcidn del tiempo. De esta comparacidn, parece
gue el tumor actuaria de “esponja captadora” de salmonelas, y la falta del
mismo resulta en un numero disminuido de bacterias que son eliminados
eficientemente de los 6rganos. A favor de esta hipodtesis, se ha publicado
que los entornos tumorales (con un alto y desorganizado grado de
vascularizacién) atrapan pasivamente, a las bacterias que llegan al sitio
[66]. En caso de que las samonelas recirculen entre el tumor y la periferia,
también seria posible que el tumor actuara de reservorio de bacterias,
redistribuyéndolas a sitios periféricos. En contra de la hipdtesis de
recirculacion de Salmonella un trabajo [70] muestra la incapacidad de esta
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bacteria colonizar un nuevo tumor a partir de otro que ya presentaba
bacterias, mientras que resultados preliminares de un experimento
homologo en nuestro laboratorio tampoco encontraron este tipo de
colonizacién trans-tumoral. En cualquier caso, las distintas vias por las que
se administro LVRO1 logran llegar a todos los tejidos estudiados, pero si
aparecen metdstasis en nuevos sitios no colonizados por Salmonella, la
repeticion de las dosis podria favorecer la localizacidon de la bacteria a
estos sitios (sobre todo teniendo en cuenta la marcada disminucion de
presencia bacteriana de los sitios periféricos en ausencia del tumor). Otra
explicacion posible al impacto que tiene la presencia del tumor en Ia
captacion y eliminacién bacteriana, puede relacionarse con el aspecto
inmunolégico. La inmunosupresion que genera el modelo 4T1
[87][88](Alto numero de MDSCs en Tumor y Bazo, entre otros factores)
podria estar impidiendo parcialmente la eliminacion de bacterias en el
reservorio preferencial (tumor) y en los érganos periféricos, pero cuando
el tumor primario es removido, los mecanismos de eliminacion
funcionarian correctamente en los érganos periféricos. La biodistribucion
preferencial de Salmonella LVRO1 en sitios tumorales y la capacidad de
llegar a 6rganos susceptibles de metdastasis hace plausible el uso de esta
cepa como agente de terapia génica antitumoral. La expresion de estos
genes en el microambiente tumoral, puede conseguirse directamente a
través de la expresidon procariota por parte de la bacteria (pudiéndose
valer de promotores inducibles en el entorno tumoral [89]), 0 mediante un
mecanismo conocido como bactofeccion, que consiste en el traspaso de
material genético de la bacteria a una célula eucariota, que permitiria la
expresion controlada desde la célula eucariota transfectada (implicando
promotores eucariotas, cddigo genético, modificaciones post
traduccionales, etc) [45][90]. Si se quisiera usar LVRO1 como agente de
bactofeccidn, se tendria que evaluar el conflicto entre su capacidad de
invadir las células eucariotas y su capacidad para destruirlas, y si esos
tiempos son compatibles con la transferencia del transgén al nucleo y su
expresion eucariota. LVRO1 posee la habilidad de invadir células tumorales
en cultivo, pero parece inducir una muerte celular en un tiempo cercano a
las 8-24hs. Ese tiempo puede no ser suficiente para una eficaz expresion
de un transgén terapéutico desde una célula infectada. Después de que la
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célula es invadida por la bacteria, se necesita el escape de esta ultima de
la vacuola que la contiene (LVRO1 puede alcanzar citoplasma), y que
salmonella libere al ADN plasmidico que llevaria el transgén, y que este
llegue al nudcleo, para poder iniciar la expresion génica desde control
eucariota[91]. La actividad intrinseca antitumoral podria estar en conflicto
con su potencial terapéutico (en el mecanismo de bactofeccion) La
induccidn temprana de muerte celular puede interferir con la intencion de
expresar el transgén desde la célula eucariota. La otra opcion para usar
LVRO1 como agente de terapia génica, podria residir en lograr la expresion
del transgén desde la propia bacteria. De esta manera el espectro de
proteinas terapéuticas potenciales se ve reducido por la ausencia de
modificaciones postraduccionales, pero compensado por la independencia
de la invasién y los procesos de induccidon de muerte a la hora de expresar
el gen. El uso de promotores inducibles que respondan al ambiente
(hipoxia, pH, etc) o a una senal externa (drogas) puede ayudar a
concentrar el efecto terapéutico donde y cuando es necesario. Por otra
parte la exteriorizacién de los mediadores terapéuticos desde el
citoplasma bacteriano, puede ser alcanzada usando las vias de secrecion
de la propia bacteria o simplemente dejar que se libere ante Ia
ocasionalidad de la muerte de la bacteria en el entorno tumoral.

Para observar la distribucion que adoptaban las bacterias dentro del
tumor, se aplicaron técnicas de microscopia de fluorescencia sobre cortes
hechos a partir de tumores criopreservados en OCT. La administracion
intratumoral de bacterias resulto en una distribucion a las 24hs con
bacterias en la region central sobre la herida infligida por la aguja (figura
11.A.1) y sobre algunas zonas del borde externo del tumor (figura 11.A.ll).
Esta distribucidn posiblemente responda al recorrido del liquido inyectado
a través de la puncidon de este tumor solido. Durante las inyecciones
intratumorales se realizaba primero un canal de inyeccion por el centro
del tumor y después se inyectaba el inoculo. El liquido inyectado vencia la
resistencia del tejido tumoral a pura presion, posiblemente generando
una lesion local en el tumor solido (region mostrada en 11.A.ly 14.A) y
generando un escape de liquido del interior a la periferia tumoral (11.A.ll y
14.B) que queda contenido por la membrana que recubre al tumor
(corroborado por experimentos inyeccion intratumoral en tumores
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aislados). Por otro lado la distribucién de LVRO1 adoptada tras la
administracién intraperitoneal, también muestran colonizacién bacteriana
de zonas periféricas (figura 11.B.l) y centrales (figura 11.B.Il). Ya a las 72hs
de la administracion intratumoral, las zonas donde encontramos LVRO1 en
abundancia (figura 12.C y D), aparecen afectadas y desorganizadas en
comparacidon con las zonas que no presentan alta densidad de LVRO1
(figura 12.B) o zonas del tumor que no portan bacteria (figural2.A). En
sitios como el que se muestra en la figura 12.D, se encuentra una
abundante presencia bacteriana y las formas celulares se ven poco
definidas, con el ADN formando nucleos, o fragmentos de los mismos
(posiblemente representando una zona necrética). Esta asociacidon de
LVRO1 y deterioro en la estructura del tejido tumoral podria ser un indicio
temprano de la capacidad antitumoral de esta bacteria. A las 24hs ya se
detectan figuras reminiscentes de la replicacidon bacteriana intracelular en
las zonas que presentan Salmonella (figura 13.A), aunque estas también se
presentan dispersas entre las células sin ningln patrén de agrupacién en
particular(figura 13.A.1). La observacion de las morfologias nucleares en la
cercania de LVRO1, permitié apreciar infiltrados mieloides, con nucleos
caracteristicos de granulocitos (figura 13.B.Il). Para corroborar esta ultima
observacion, se realizaron tinciones que permitan ver la presencia de
granulocitos, empleando un anticuerpo contra Grl (figura 14). En estas
zonas se encontraba una mayor densidad de células Grl+ (figura 14.A y B)
gue en zonas libres de salmonella (figura 14.Cl y C.Il). La elevada cantidad
de células GR1+ en proximidad de la LVRO1, pueden responder a una
infiltracion de neutrdéfilos (como durante la respuesta inmune inducida
por Salmonella WT) o capaz a una redistribucién de las MDSCs presentes
en el tumor. Estos dos tipos celulares, aunque tienen inmunofenotipos
distintos, son muy similares antigénicamente, y la distincién usualmente
se hace en base a ensayos funcionales de fracciones enriquecidas [24]. El
efecto de la administracidon de STAs sobre las MDSCs (tanto in vivo como
in vitro) no se ha estudiado especificamente, sin embargo estd bien
estudiado el reclutamiento de neutréfilos a sitios infectados con
S.Typhimurium, tanto en modelos de la enfermedad infecciosa [52] como
en modelos tumorales [92] (aunque en estos ultimos no se han hecho
estudios especificos que consideren la diferencia entre neutrdfilos y
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MDSCs ). El alcance de las bacterias a zonas externas e internas del tumor,
la desorganizacion tisular tumoral asociada a la infeccién, las formas
replicativas de Salmonella encontradas, y el reclutamiento de células
GR1+, podrian influir en el efecto terapéutico de LVRO1.

Para probar los efectos de la administracion de LVRO1 en animales
portadores de tumores, primero se establecié en el laboratorio el modelo
de cancer de mama murino 4T1 ortotdpico. En este modelo el tumor se
desarrolla en la almohadilla de grasa de la glandula mamaria, y desde ese
lugar proyecta sus metastasis a distintos érganos, incluyendo ganglios,
pulmones higado y bazo[82]. Este modelo es conocido por desarrollar una
elevada infiltracion de MDSCs en tumor y bazo, que mantienen el estado
de inmunosupresion asociado y dificultan las inmunoterapias
antitumorales[87][82][88][93]. La tasa de desarrollo de tumores fue del
100% tras la inyeccidn intramamaria de 70000 células 4T1, y el
crecimiento tumoral fue relativamente homogéneo al alcanzar el dia 10-
15 post inyeccion. Comprobamos que ya para el dia 10 post inyeccion se
encontraban células metastasicas en los pulmones de los animales. Al dia
15 todos los animales tenian metastasis pulmonares en el rango de 50-
5000 células metastasicas por pulmoén. Los datos obtenidos concuerdan
con lo reportado en la bibliografia [82][94]. Se llevaron a cabo cirugias de
remocion del tumor primario y ganglio drenante (inguinal, muy cercano al
tumor y a veces en contacto con él) para presentar un escenario “clinico”
mas relevante y establecer la importancia de las metastasis en el
desenlace de la enfermedad. Cuando los ratones recibieron cirugia al dia
16, el 100% de los ratones moria de enfermedad metastasica
(principalmente pulmonar) a los 40-60 dias, similar al grupo de ratones
portadores de tumor a los que no se les realizo cirugia (Figura 16.B). La
observacion de que los ratones que fueron intervenidos quirdrgicamente
poseian una sobrevida similar a la de los ratones portadores de tumores,
sugerian que la enfermedad metastasica era el principal determinante en
la expectativa de vida de los ratones.

Para evaluar el efecto de la administracion de Salmonella como agente
antitumoral, se administro LVRO1 a ratones portadores de tumores. El
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efecto de una dosis IT sobre el crecimiento tumoral fue como mucho
moderado o leve, marcando una tendencia a menores tamafnos a tiempos
tardios (dia 31 en figura 16.A), pero no llega a ser estadisticamente
significativo. Se crearon distintos grupos de tratamiento, en ratones con y
sin cirugia y con una o varias dosis de LVRO1 (figura 15). Cuando se realizo
solo la cirugia o una dosis intratumoral, el efecto en la sobrevida fue
minimo o indistinguible estadisticamente respecto a los animales control
que portaban tumor (figura 16.B). El efecto fue significativo sobre la
sobrevida de los animales solo cuando se administro LVRO1 en mas de una
dosis antes (IT) y después de la cirugia (IV). En el caso de la triple dosis de
LVRO1 con cirugia (grupo LVRO1IT2CIV, con linea gris discontinua en figura
16.B) se reportaron los retrasos mds prolongados en la muerte de los
ratones e incluso los Unicos sobrevivientes de los grupos de tratamiento,
sobreviviendo un aproximado 35% de los ratones. Posiblemente la
intervencidon con bacterias en esta ventana temporal de tratamiento es
capaz de iniciar el ataque a las células del tumor primario. Tras la
remocion del primario, la dosis intravenosa puede llegar a los pulmones,
haciéndose cargo de la eliminacién de las metastasis pulmonares mientras
todavia no representan una carga severa. Como en otros trabajos, la
repeticion de las dosis de bacteria parece potenciar el efecto terapéutico
[78][71]. En un estudio publicado por Avogadri et al.[78], se empleo el
modelo de melanoma murino B16F10 y se administro la cepa SL3261 en
dos variantes: una sin modificar y una variante no invasiva de la misma.
Los ensayos de biodistribucion a nivel histolégico de los tumores,
muestran a la SL3261 invasiva dentro de las células tumorales, mientras
que la SL3261 no invasiva solo es captada por células fagociticas. Los
resultados con experimentos in vitro sugieren que las células tumorales
que son invadidas por SL3261, presentan antigenos bacterianos en su
superficie, siendo reconocidos como células infectadas y desencadenando
su eliminacién por células T citotdxicas. La vacunacion empleando células
dendriticas infectadas con SL3261 en animales portadores de tumor,
seguidas de su posterior administracidon intratumoral de SL3261 invasiva,
resulto en un respuesta antitumoral aumentada que logro la eliminacidn
de los tumores en un 50-100% de los ratones tratados. Estos ratones
presentaron una infiltracion aumentada de células mieloides y linfoides, y
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un aumento de células que reconocen un antigeno asociado al tumor. Un
75% de los ratones curados rechazaron la implantacion de un nuevo
tumor, implicando la generacidn de una memoria inmunoldgica contra el
melanoma. Teniendo como base estos estudios y el mayor potencial
invasivo de LVRO1 (del cual dependen estos mecanismos) , pensamos que
esta respuesta antimetastasica completa en algunos de los animales
tratados del grupo LVRO1 IT2CIV , podria deberse a un efecto combinado
entre la toxicidad antitumoral intrinseca de salmonella y la estimulacion
de una respuesta inmune. Un mecanismo posible es que las primeras
inyecciones permitan montar las fases iniciales de una respuesta
antitumoral por toxicidad directa [73] o dotacion antigénica por parte de
bacterias que invaden el tumor[78]. Con el paso de los dias, tras la cirugia
y la administracion sistémica de LVRO1, algunos ratones podrian
desarrollar una respuesta inmune adaptativa madura que reaccione
contra las células metastasicas infectadas (y dotadas antigénicamente),
marcandolas para su destruccion por el sistema inmune. En este proceso
seria plausible que la destruccion inicial de células tumorales metastasicas
por actividad intrinseca de LVRO1 o dotacion antigénica, consiga la
expansion del repertorio de epitopes asociados al tumor atacados por los
efectores del sistema inmune [95].

Para comprender de mejor manera el rol del sistema inmune en este
modelo, se realizaron experimentos que evaluaron la respuesta humoral,
asi como el grado de expresion de citoquinas en sangre y el tipo de células
presentes en tumor y ganglio. Los leucocitos presentes en los tumores
representaban un porcentaje importante de las células totales, alcanzando
un 40%-60% (descartando el abundante debris celular encontrado en los
tumores), mientras que en los ganglios drenantes practicamente el 100%
eran leucocitos (con escaso debris celular). Respecto a este porcentaje de
leucocitos se relativizo el resto de los tipos celulares reportados en la
figura 18.A.1 y 18.A.ll. En el caso de los tumores tratados con LVRO1 IT
(figura 18.A.1), se apreciaba una disminucion de macréfagos y un aumento
en la cantidad de neutréfilos/MDSCs. En el grupo LVRO1 IT X 2, también se
aprecio una tendencia a un mayor numero de neutréfilos/MDSCs, de
células NK y células dendriticas, que fue acompafiada de un descenso de
macréfagos aun mas marcado que para el grupo LVRO1 IT. El aumento de

89




los neutrofilos/MDSCs, se corresponde con la observacién de los cortes
histolégicos en donde se asocia la presencia de LVRO1 a células GR1+, y
también con reportes de reclutamientos de neutréfilos en otros modelos
de inmunoterapias antitumorales basadas en Salmonella [96][78]. En los
ganglios (figura 18.A.ll) tanto del grupo PBS en los que recibieron
Salmonella casi no se detectaron neutréfilos/MDSCs, a pesar de que las
MDSCs son inducidas por el modelo tumoral, y los neutréfilos son
reclutados a los sitios donde hay respuestas inmunes contra Salmonella.
En experimentos previos, si se pudo constatar el elevado porcentaje de
células GR1+ CD11b+ en bazos de animales portadores de tumores 4T1 sin
tratar. La disminucion de células F4/80+ CD11b+ (macréfagos) en el tumor
de animales tratados con LVRO1 (figura 18.A.l) podria deberse a la
induccidon de muerte celular por apoptosis/pyroptosis como se observo in
vitro para la linea J774A.1 o por la activacion mediada por PAMPs vy la
consecuente migracién hacia el ganglio de estas células. Esta ultima
hipotesis se ve apoyada por el aumento de macréfagos hallados en los
ganglios de los animales tratados con LVRO1 IT respecto a los controles
(figura 18.A.l y ll). Sin embargo el grupo LVRO1 IT X 2 que recibe dos dosis
de Salmonella en 6 dias, reporta niveles bajos de macrdfagos en tumor
gue no se corresponden con un aumento en las células encontradas en el
ganglio, por lo que este hallazgo apoya la hipdtesis de LVRO1 como agente
toxico para macrofagos. Las células de linea linfoide presentan
oscilaciones a nivel de tumor que no marcan tendencias claras (excepto
las ya mencionadas NK), sin embargo en ganglio el grupo LVRO1 IT X 2
reporta un nivel significativamente menor de linfocitos B y un aumento de
linfocitos T (en particular CD8, importantes en respuestas antitumorales)
respecto a los otros grupos. El aumento de linfocitos T podria explicarse
por activacion y proliferacion de este conjunto de células. Sin embargo la
bajada en linfocitos B podria responder simplemente a que este grupo no
prolifera de igual manera en términos relativos, o a una disminucién
efectiva de los niveles de estas células. Una posibilidad es que CD19 se
exprese en menor cantidad tras la activacion de estas células (y no
podamos detectarlas), o que también exista una induccién de muerte
celular de la célula B en presencia de Salmonella. El grupo de tratamiento
LVRO1 IT X 2 también alcanza los mayores niveles de células dendriticas en
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ganglio. Con la intencién de relacionar la supervivencia de los ratones del
grupo LVRO1 IT2CIRIV y los resultados de esta citometria (grupo LVRO1 IT X
2), se busco correlaciéon entre los niveles de células inmunes de los ratones
sobrevivientes analizados (n=2) vy los no sobrevivientes (n=2) la Unica
coincidencia/tendencia fue que los sobrevivientes tenian ambos un nivel
menor de macrofagos que los no sobrevivientes. Esta ventana temporal
de eventos tempranos asociados al tratamiento con LVRO1, muestra
movilizacidon en el tumor de células relacionadas con el sistema inmune
innato (neutroéfilos, macréfagos, dendriticas y NK), capaces de reaccionar
ante la presencia de Salmonella, que son potenciales productoras de
citoquinas inductoras importantes ( por ejemplo: IL-12, TNF-a, IL-1B, IL-
18, IFN-y ) en la induccién de inmunidad antitumoral. También se asocia al
tratamiento con doble dosis alteraciones en niveles de células By T
posiblemente implicadas en el desarrollo de respuestas inmunes
adaptativas.

En el transcurso de una respuesta inmune antitumoral, es cominmente
aceptado que la inmunidad del tipo | posee los mecanismos efectores mas
eficientes para combatir esta enfermedad. Esta rama de la inmunidad se
encarga de eliminar parasitos intracelulares y células defectuosas. La
célula mas potente para estimular este tipo de respuestas es el Linfocito T
CD4 “Th1”, que se caracteriza principalmente por su produccién de IFN-y
ante la suma de estimulos apropiados, entre los que se incluyen Ia
produccion de IL-12 e IL-18 por células mieloides [97][98]. El IFN-y es
crucial en la activacién de macrofagos, y la potenciacién/activacion de los
mecanismos citotoxicos de las NK y células T CD8 [99]. Para averiguar si el
IFN-y juega un rol en este tratamiento, se realizaron ELISAs de captura de
esta citoquina a partir de muestras de sueros obtenidos a lo largo del
tratamiento con una dosis de LVRO1 IT (figura 18.B). Los niveles de IFN-y
en el grupo control que recibié PBS y cirugia fueron infimos a lo largo del
ensayo, en cambio se observo una respuesta rdpida a las 24hs post
inyeccion de LVRO1 (grupos LVRO1X3 y LVR0O1X1). Este pico inicial de IFN-y
posiblemente sea generado por células NK, NKT y T-yd, que poseen un
tiempo de reaccion rapida, pero no los niveles de produccién célula “Th1”
[100][101] A los 11 dias después de la administracion de LVRO1, se
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registro una baja en la concentracién de IFN-y en los ratones tratados (dia
25 en figura 18.B). La respuesta en los ratones tratados con LVRO1 no fue
homogénea, con algunos presentando niveles elevados de IFN-y al dia 25
(sob LVR0O1X3 y LVR0O1X1) y otros con niveles bajos o indetectables (no sob
LVRO1X3). A pesar de que es tentador asociar la supervivencia con
mayores niveles de IFN-y dentro del grupo LVR0O1X3, la existencia de
niveles similares de esta citoquina en los ratones del grupo LVR01X1 (que
ninguno sobrevivid) complica las posibles conclusiones a sacar. Quizas los
niveles iniciales de respuesta por IFN-y solo son importantes desde el
punto de vista terapéutico cuando se refuerza el tratamiento con mas
dosis de LVRO1. Al irse desarrollando la respuesta contra las metastasis
tumorales y/o LVRO1, existe tiempo suficiente para el desarrollo de una
respuesta inmune adaptativa. Probablemente el IFN-y que encontramos al
dia 25 se haya secretado por células “Th1” especificas contra el tumor o la
bacteria. Para confirmar el rol de las células productoras de IFN-y, se
podrian extraer leucocitos de tumor, bazo, ganglio o sangre de animales
tratados y exponerlas a antigenos tumorales y bacterianos, y medir la
produccién/secrecion ex vivo de citoquinas por estas células.
Experimentos de deteccidn de citoquinas intracelulares permitirian asociar
los distintos tipos de linfocitos a los niveles variables de producciéon de
[FN-y.

La respuesta humoral contra antigenos tumorales de 4T1, se analizo
incubando a los sueros de los animales tratados ante un extracto de
células 4T1 y revelando el grado de asociacidon de los anticuerpos IgG
presentes en suero por técnica de ELISA (figura 18.C). Como el nivel de I1gG
se puede emplear como marcador de respuesta inmunitaria humoral
adaptativa, se busco un tiempo de respuesta al tratamiento que fuera
suficiente para observar esa maduracion, aunque también se ensayaron
otros tiempos como control. La respuesta humoral contra 4T1 de un raton
portador de tumor que solo recibié PBS y cirugia fue la mds baja y era
equivalente a la de un ratdn naive. La administraciéon de LVRO1 parece
elevar los niveles de IgG a un nivel mayor en los no sobrevivientes del
grupo LVRO1X3 que en los sobrevivientes, aludiendo a la ineficacia de este
tipo de respuesta en este tratamiento (a los niveles observados, y sin
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informacion de la relevancia de los antigenos reconocidos por estos
sueros). Sin embargo la presencia de IgGs especificas contra 4T1 en el
grupo LVRO1X1 se situa al mismo nivel “bajo” de los supervivientes del
grupo LVRO1X3, con dos desenlaces distintos. Aunque este ensayo no
permita establecer el impacto terapéutico de los anticuerpos que
encontramos, si nos permite confirmar que la respuesta inmune humoral
es estimulada en animales que reciben LVRO1. La importancia de la
respuesta por anticuerpos en cancer es un tema debatido, pero se
suponen capaces de dirigir a los linfocitos NK para inducir la muerte de
células tumorales cubiertas de anticuerpos en un proceso llamado
“citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos”, asi como opsonizarlas
las  células  tumorales induciendo  su  fagocitacion  por
macrofagos[102][103]. Los anticuerpos también pueden montar
respuestas mediadas por complemento contra las células tumorales,
llevando por un lado a un mayor grado de inflamacidn local y la formacién
de poros que desestabilizan la célula tumoral [104].

Los resultados que se desprenden a partir de una sola estimulacién con
LVRO1 indican que existe una activacion de la respuesta inmune, a nivel
celular, anticuerpos y citoquinas. Sin embargo como muestra el ensayo de
supervivencia, es importante aumentar el nimero de dosis para favorecer
respuestas anticancerigenas mas eficaces (Al igual que en otro modelo de
terapia bacteriana contra el cancer[78]). Los datos de IFN-y al dia 25 de los
ratones que recibieron la triple dosis de LVRO1 (figura 18.B), y los de la
supervivencia del grupo que recibié tres dosis de LVRO1 vy cirugia (grupo
LVRO1 IT2CIV en figura 16.B ), nos muestran subgrupos de ratones que
responden al tratamiento mejor que otros. Al tratar de establecer una
correlacion entre las variables estudiadas relevantes para la inmunidad
antitumoral en este modelo, se encuentra un panorama complejo para el
armado de hipdtesis explicativas. A nivel de coincidencias entre grupos, la
citometria hecha el dia 16 (figura.18.A) a nivel de ganglio arroja un
descenso significativo de un 10% aproximado en los niveles de linfocitos B
en el grupo LVRO1 IT X 2, que quizds expliqgue menor presencia de
anticuerpos 1gG a mediano plazo en el dia 25 como se ve en los
supervivientes del grupo LVR0O1X3 (Figura 18.C, mismos ratones con una
dosis mas de LVRO1 IV). Por otro lado la mayor concentracién de IFN-y en
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sueros de los animales que reciben el triple tratamiento de LVRO1 podria
estar asociada con una potenciacién de los mecanismos de la inmunidad
celular asociada a Thl. Coincidentemente el grupo LVRO1 IT X 2 en Ia
citometria (figura 18.A) presenta niveles elevados de células asociadas a
esta rama efectora del sistema inmune, como lo son los linfocitos NK+ (en
tumor) y CD8+ (en ganglio). Para confirmar que esta coincidencia entre
aumento de estos tipos celulares y el aumento de esta citoquina insignia
de la inmunidad Th1l (IFN-y) es parte de un sesgo en la activacion de la
respuesta inmune, se deberian contemplar la produccién de citoquinas
intracelulares (IFN-y,IL-4,IL-17,IL-10, principalmente) en los distintos
grupos de tratamiento y tipos celulares.

Se plantea un escenario posible en el cual se genera una respuesta
inmune innata inicial, que incluye movilizacion de leucocitos y pico inicial
de IFN-y. Este tratamiento da lugar eventualmente a una respuesta
adaptativa, con un mantenimiento de la produccion de IFN-y y una
respuesta por anticuerpos IgG aumentada, (y reduccidn en tamafos
tumorales en aquellos animales no sometidos a cirugia). En la figura 20 se
recapitulan los resultados obtenidos de los experimentos in vivo,
integrandolos en un diagrama con hipodtesis sobre los mecanismos
implicados en la actividad antitumoral de LVRO1.
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Figura 20. Efectos in vivo de LVRO1 sobre ratones portadores de enfermedad tumoral/metastasica. Se
muestra un esquema integrador de los resultados experimentales obtenidos (cuadrados blancos) con
posibles efectos no abarcados en este estudio (cuadrados rosado claro con borde discontinuo). La
inoculacion de LVRO1 por distintas vias logra llegar al tumor de manera preferencial, pero también logra
distribuirse en distintos drganos, con la posibilidad de alcanzar metastasis. Una vez que la bacteria llega
al tumor, esta se asocia a un deterioro del tejido, a un aumento de neutréfilos/MDSCs, un aumento de
secrecion de IFN-y y la migraciéon de macréfagos desde el tumor al ganglio drenante. Mas tardiamente,
se puede aprecian una tendencia a tamafios tumorales menores, asi como un aumento de anticuerpos
que reconocen a las células tumorales y un segundo pico de IFN-y. Posiblemente estas respuestas se
correlacionen con un aumento de la actividad citotdxica antitumoral. En aquellos animales sometidos a
cirugia en los que se le administran varias dosis de LVRO1 se observa una mejora en la sobrevida,
retrasando o evitando la muerte por metastasis pulmonares. Es plausible que esta nueva administracion
de LVRO1 logre una mayor cobertura de organos con posibles metdstasis, y que a su vez se logre la
estimulacion de respuestas inmunes que colaboren con la eliminacién de las células tumorales.

7. CONCLUSIONES

Los experimentos in vitro permitieron apreciar una dindmica de infeccidon
intracelular particular, que era lograba una acumulacion de cientos de
bacterias intracelulares en unas horas y se asociaba con una distribucion
libre en el citoplasma de LVRO1, resultando en la muerte celular de las
células infectadas, con la posterior liberacidén de su contenido bacteriano.
Las caracteristicas de esta muerte tanto en las lineas tumorales mamarias
como en la linea de macrdofago/monocito eran sugerentes de una muerte
celular programada, con muchas similitudes con la pyroptosis.

Las caracteristicas en cuanto a su biodistribucion en animales portadores
de tumores es similar a trabajos anteriores [64][65][66], resultando en
tasas de acumulacién de aproximadamente cien a mil veces mas en los
tumores respecto a drganos como el pulmdn, higado y bazo. Es de notar
que esta especificidad se logro independientemente de la via de
inoculacién, ya sea local o sistémica. Se constato también la importancia
del tumor como un factor que afecta a la eliminacion de las bacterias de
los érganos periféricos.

A nivel histoldgico, la administracion de LVRO1 a los tumores resulta en la
colonizacién de zonas externas y centrales del tumor ya sea por la via
intratumoral o intraperitoneal. A tiempos cortos se pueden apreciar
sefiales de invasidn/replicacion intracelular, reclutamiento de
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neutréfilos/MDSCs  y deterioro del tejido asociado a la presencia
bacteriana.

Los efectos antitumorales de LVRO1 sobre animales portadores de
enfermedad metastdsica (con y sin tumor) fueron moderados. Se aprecio
una tendencia a la reduccion en el volumen tumoral a tiempos tardios. Por
otro lado, el aumento de dosis combinadas de LVRO1 intratumorales y
sistémicas en animales mostro un efecto mayor en la sobrevida de estos
ratones, logrando aumentos significativos en la sobrevida, incluyendo
casos de ratones libres de enfermedad por mas de 180 dias.

En la evaluacidon de respuestas inmunes inducidas por el tratamiento con
LVRO1 intratumoral, se encontrd una movilizacién de células mieloides a
nivel de tumor y linfoides a nivel de ganglio, aumento en los niveles de
IFN-y y un incremento en la respuesta inmune humoral. Se presenta un
escenario de transicion de respuestas rapidas innatas hacia otras mas
retardadas de la inmunidad adaptativa.

En resumen, la Salmonella Typhimurium atenuada LVRO1 presenta una
actividad antitumoral (in vitro e in vivo) y antimetastasica, donde estan
implicadas, su capacidad invasiva/replicativa, su biodistribucién, su efecto
citotdxico y su potencial inmunoterapéutico.
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8. PERSPECTIVAS

Caracterizar el tipo muerte celular inducida por LVRO1 a nivel de
actividad de caspasas y de sus efectos estimulantes de la respuesta
inmune.

Estudiar el estado de las bacterias que replican intracelularmente.
Evaluar el potencial colonizador de metastasis de LVRO1.

Analizar en los tumores la relacién espacial a nivel histolégico entre
LVRO1 y distintas células linfoides y mieloides.

Valorar el rol de la respuesta citotéxica en animales tratados.

Analizar marcadores de activacion y citoquinas secretadas en células
inmunes asociados al tratamiento.

Realizar ensayos funcionales que permitan establecer el efecto de
LVRO1 en linfocitos infiltrantes al tumor y sobre MDSCs.

Variar el tratamiento, aumentando el nimero de dosis de LVRO1.

Evaluar a LVRO1 como vector de terapia génica antitumoral o en
terapias combinadas con quimioterapicos o inmunoestimuladores.
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