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RESUMEN

El sistema inmune tiene un rol fundamental en el desarrollo del cancer. La modulacion
de éste a través del uso de inmunoterapias permite controlar o, eventualmente,
eliminar la enfermedad. Gracias al progreso sustancial de los ultimos afios,
actualmente hay una gran variedad de inmunoterapias aprobadas para uso clinico
frente a diversos tipos de patologias oncologicas. Sin embargo, no siempre se responde
de manera exitosa al tratamiento; un porcentaje importante de los pacientes no
responden adecuadamente o desarrollan resistencia a algunas terapias. Sumado a esto,
generalmente se trata de procedimientos con altos costos, complejos de implementar
y con efectos secundarios severos. Dentro de los grandes desafios en esta area se
encuentran: establecer alternativas terapéuticas de mayor precision, con el fin de
aumentar los casos de éxito, y mas accesibles. Esto implica el disefio de nuevas
estrategias, ya sea optimizando o combinando terapias ya existentes, o desarrollando
nuevos tratamientos.

En el presente trabajo nos propusimos evaluar el potencial terapéutico de una
inmunoterapia basada en el uso de la cepa LVRO1 de Salmonella en combinacion con
aptameros que bloqueen distintos puntos de control del sistema inmune (CTLA4, TIM3
y PD1) para el tratamiento del melanoma y cancer de colon.

Observamos que la combinacion de LVRO1 con anti-PD1 en el modelo de cancer de
colon tiene un mayor potencial terapéutico que en el modelo de melanoma. Esta
diferencia se explica, en parte, por una mayor expresion de PD1 en el microambiente
tumoral y captacion de anti-PD1 en los 6rganos blanco. La terapia combinada es capaz
de generar una respuesta inmune especifica frente al tumor, donde algunos animales
presentan una respuesta completa. Ademas, demostramos que se trata de una
respuesta antitumoral de memoria, ya que es capaz de brindar proteccion frente a
ensayos de desafio. Finalmente, se evidencio que los esplenocitos de los animales que
respondieron exitosamente a la terapia son capaces de conferir proteccion e impedir
el desarrollo de un nuevo tumor en animales naive. Los resultados resaltan la
relevancia de evaluar el potencial de las inmunoterapias en escenarios 6ptimos de baja
carga tumoral, que permita una ventana de tiempo amplia para la generacion de una
respuesta inmune efectiva.

En suma, el trabajo realizado aporta conocimientos basicos que sirven de insumo
para el disefo racional de futuras estrategias terapéuticas frente al cancer basadas
en Salmonella atenuada.
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INTRODUCCION

1.

Inmunidad & Cancer

1.1.Definicion de cancer

El término cancer representa a un conjunto de enfermedades en las que células
malignas proliferan en el organismo debido a que alteran el equilibrio de los
programas de crecimiento (alteraciones en la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis celular). Las células malignas crecen descontroladamente formando
acumulos celulares denominados tumores malignos que tienden a propagarse a
distancia, por via sanguinea o linfatica, y originar metastasis (Fainboim and
Geffner, 2011). Estas se originan por acumulacion de mutaciones en genes
asociados al desarrollo del cancer (proto-oncogenes y genes asociados a la
supresion tumoral). Ademas, el estroma asociado al tumor contribuye activamente
en el desarrollo de la patologia, estimulando el desarrollo y expresion de los
llamados Hallmarks del cancer. Dentro de estos encontramos: proliferacion celular
sostenida, evasion de mecanismos supresores del crecimiento, resistencia a la
muerte celular, inmortalizacion celular, angiogénesis, desarrollo de un fenotipo
invasor y metastasis, inflamacion que promueve el crecimiento tumoral,
inestabilidad genomica y mutacion, reprogramacion metabolica y evasion del
sistema inmune (Fainboim and Geffner, 2011; Hanahan and Weinberg, 2011) (Figura
1.1).

RESISTENCIA
ALA
MUERTE
CELULAR

INMORTALIZACION
CELULAR

Figura 1.1 - Hallmarks del cancer. Imagen adaptada de (Hanahan and Weinberg, 2011)



1.2.Inmunoedicién

En 1909 Paul Ehrlich propone por primera vez que el sistema inmune podria tener
un efecto protector frente al cancer. Luego en los afos 60, Burnet y Thomas,
desarrollan el concepto de inmunovigilancia que postula que las células inmunes
son capaces de reconocer células tumorales y eliminarlas. Esta teoria es
cuestionada en 1974 por Stutman y colaboradores, que no encontraron diferencias
en la susceptibilidad al cancer de ratones inmunocompetentes en comparacion con
ratones atimicos. Posteriormente, con el avance de las tecnologias para el
desarrollo de ratones transgénicos (ej: ratones RAG -/-, carentes de células T, By
NKT) y el uso de anticuerpos monoclonales, la teoria se pudo comprobar
experimentalmente y surge el concepto de inmunoedicion del cancer. Dicho
concepto reconoce el rol dual del sistema inmune, que por un lado promueve la
proteccion del huésped contra el cancer y por otro facilita el escape del tumor al
moldearlo (Fainboim and Geffner, 2011; Murphy and Casey, 2017; Schreiber et al.,
2011). El concepto de inmunoedicion del cancer presenta 3 etapas denominadas
“3E”: eliminacion, equilibrio y escape. Durante la fase de eliminacion las células
transformadas son destruidas por una respuesta antitumoral efectiva
(corresponderia al proceso de inmunovigilancia). A medida que transcurre el
tiempo surgen células tumorales que son capaces de resistir el control del sistema
inmune y proliferar, entran en la fase de equilibrio, donde se da una presion
inmunoldgica selectiva. Finalmente, se da la fase de escape, en la que los tumores
“inmunoldgicamente esculpidos” evaden la respuesta antitumoral y crecen
progresivamente al lograr establecer un microambiente tumoral inmunosupresor,
en esta etapa es cuando los tumores se vuelven clinicamente detectables (Fainboim
and Geffner, 2011; Mittal et al., 2014; Murphy and Casey, 2017; Schreiber et al.,
2011) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 - Inmunoedicion del cancer (Owen et al., 2014).



En individuos inmunocompetentes, durante la fase de equilibrio se estan
removiendo continuamente células tumorales retrasando el crecimiento tumoral
(etapa que se puede prolongar por anos). Sin embargo, si el sistema inmune se ve
comprometido rapidamente se pasa a la fase de escape. Un ejemplo clinico que
evidencia la presencia de esta fase es el caso de pacientes que fueron sometidos a
trasplantes y desarrollan cancer a partir de los 6rganos donados. Un estudio reportd
el desarrollo de melanoma en un periodo de 1-2 anos post-trasplante en 2 pacientes
que habian recibido un rifidn del mismo donante, quien habia respondido con éxito
a un tratamiento quirurgico de melanoma maligno 16 afos atras (Murphy and Casey,
2017; Schreiber et al., 2011).

1.3.Respuesta inmune antitumoral & mecanismos de evasion

Para que una respuesta inmune antitumoral efectivamente elimine las células
tumorales hay una serie de eventos que deben suceder y se han descrito como el
“ciclo inmune del cancer”. En el primer paso de este ciclo, antigenos tumorales o
asociados al tumor son liberados y capturados por células dendriticas que los
procesaran; para que se inicie una respuesta inmune antitumoral este paso debe ir
acompanado de sefales inmunogénicas, por ejemplo, citoquinas proinflamatorias
y factores liberados por las células tumorales moribundas (DAMPs, patrones
moleculares asociados al dafo). A continuacion, las células dendriticas migran al
ganglio linfatico donde presentan el antigeno capturado a las células T; las células
T especificas del antigeno reconocen el mismo y reciben senales coestimuladoras
que conducen a su activacion. Finalmente, las células T efectoras citotoxicas se
dirigen hacia el tumor, lo infiltran, reconocen a las células tumorales y proceden a
la eliminacion de estas. La muerte de las células tumorales genera que se liberen
antigenos asociados al tumor lo que retroalimenta el ciclo y puede potenciar la
respuesta antitumoral generada (Chen and Mellman, 2013) (Figura 1.3). En cada
etapa del ciclo descrito anteriormente puede haber senales capaces de estimular
o inhibir la respuesta inmune antitumoral, de hecho, en los pacientes con cancer
la performance de este ciclo no es la “Optima”, esto se puede deber a que los
antigenos tumorales no se estan detectando o estan siendo tratados como propios
y se generen células T reguladoras. También puede suceder que las células T no
migren apropiadamente al tumor y no puedan infiltrarlo o que exista un
microambiente tumoral inmunosupresor (Chen and Mellman, 2013). Existe una
relacion compleja entre el cancer y el sistema inmune, el desafio es intentar
comprenderla con el fin de desarrollar estrategias terapéuticas e implementarlas
en la clinica.
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Figura 1.3 - Rol de los linfocitos T citotoxicos (LTC) en la respuesta inmune antitumoral, imagen
adaptada de (Chen and Mellman, 2013).

Los principales mediadores celulares de la respuesta antitumoral son los linfocitos
TCD8+ junto con los linfocitos TCD4+ Th1. Los TCD8+ o LTC (linfocitos T citotoxicos)
se encargan de la eliminacién de las células tumorales mediante la produccion de
granulos citotoxicos (perforinas y granzimas) y por citotoxicidad dependiente de la
interaccion Fas:FasL. Los linfocitos Th1 colaboran con los LTC y potencian la
respuesta inmune antitumoral mediante la secrecion de citoquinas y la interaccion
CD40:CD40L. Las principales citoquinas y quimioquinas involucradas en una
respuesta inmune antitumoral son IFNy, IL-12, CXCL9 y CXCL10, que participan en
la activacion y reclutamiento de linfocitos TCD8+ (Giraldo et al., 2015). También
existe un componente humoral en la respuesta antitumoral, se pueden producir
anticuerpos contra diversos antigenos tumorales o asociados a tumor capaces de
destruir células tumorales mediante la activacion del complemento por la via
clasica o mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
(macrofagos y células NK portan receptores Fc que reconocen a las células
opsonizadas) (Abbas et al., 2015). Las células NK, ademas, pueden eliminar a las
células tumorales directamente, ya que muchas expresan en menor cantidad a los
MHC de clase | (que constituyen una sefal inhibitoria para las células NK) y expresan
ligandos estresores activadores de las NK (por ejemplo MICA y MICB que son
reconocidos por NKG2D). El mecanismo que utilizan para eliminar a las células
tumorales es la liberacion de granulos citotdxicos (Vesely et al., 2011). Los
macrofagos tienen la capacidad tanto de inhibir como de promover el crecimiento
y propagacion de los tumores, dependiendo de su fenotipo (M1 o M2). Los
macrofagos M1, activados de la forma clasica, pueden eliminar a muchas células
tumorales por los mismos mecanismos por los que eliminan patogenos (actividad
fagocitica, ADCC). Por otro lado, hay pruebas de que algunos macrofagos presentes
en los tumores contribuyen con la progresion y tienen un fenotipo M2. Estas células
secretan factores de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de
crecimiento transformador B (TGF-B) y otros factores solubles que promueven la
angiogénesis tumoral (Goubran et al., 2014). Sumado a esto, las células tumorales
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son capaces de desarrollar mecanismos para modular y/o inhibir la respuesta
inmune, como la produccion de moléculas inmunosupresoras (ej: IL-10 y TGF-B)
que tienen un efecto anti-inflamatorio, inhiben la actividad y proliferacion de
linfocitos citotoxicos e inducen la diferenciacion a células T reguladoras, y la
expresion de ligandos para receptores inhibitorios expresados en las células T
efectoras (ej: PD-L1, PD-L2, galectinas). Los microambientes de algunos tumores
también poseen poblaciones de células mieloides supresoras (MDSC) que pueden
inhibir la activacion de las células T. Ademas, los tumores pueden producir enzimas
que actan como inmunosupresores locales (ej: indolamina 2,3-dioxigenasa, 1DO).
Finalmente, las células tumorales pueden producir materiales como el colageno
que crean una barrera fisica que impide la interaccion con las células del sistema
inmune (Chen and Mellman, 2013; Goubran et al., 2014; Murphy and Casey, 2017;
Owen et al., 2014; Srivastava et al., 2012) (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Mecanismos de evasion de la respuesta inmune antitumoral en cancer. Imagen adaptada
de (Vesely et al., 2011).

1.4.Estadificacion tumoral

El conocimiento actual de la interacciéon entre el sistema inmune y las células
tumorales ha sentado las bases para poder realizar una estadificacion racional de
los tumores y establecer estrategias terapéuticas con mayor precision. Un
concepto, que permitié desarrollar una novedosa estadificacion en pacientes con
tumores malignos, llego con la observacion de que el tipo, densidad y ubicacion de
células inmunes dentro del tumor podrian predecir la supervivencia en el cancer
colorrectal con mayor precision que el sistema de estadificacion clasico (Galon and
Bruni 2019; Lanzi et al. 2020). Esto condujo al desarrollo e implementacion del
“Immunoscore” (IS), un sistema de puntuacion estandarizado que se basa en la
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cuantificacion de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs). EL IS varia desde cero,
donde hay ausencia o baja densidad de TILs, a cuatro, donde hay una alta densidad
de TILs. Ademas, se propuso que la clasificacion tomara en cuenta otros factores
adicionales a la cantidad de TILs como la expresion de receptores o ligandos de
puntos de control inhibidores del sistema inmune (en células T o tumorales,
respectivamente), la posible inestabilidad gendmica, expresion de neoantigenos y
nivel de inmunogenicidad. Tomando en cuenta estas caracteristicas se pueden
clasificar a los tumores en:

e Tumores calientes: aquellos con una alta densidad de TILs (IS alto),
expresion de puntos de control inhibidores del sistema inmune (PD1, CTLA4,
TIM3, LAG3) y de sus ligandos (PD-L1, PD-L2, galectinas).

e Tumores alterados - inmunosuprimidos: pobre densidad de TILs (IS
intermedio), presencia de mediadores inmunosupresores solubles (IL-10,
TGF-B, VEGF), presencia de células mieloides supresoras y T reguladoras,
expresion de PD1, CTLA4, TIM3, LAG3.

e Tumores alterados - excluidos: no hay TILs en el centro del tumor, sino que
se acumulan en los bordes, invasion marginal (IS intermedio), hay activacion
de vias oncogénicas, modificaciones epigenéticas del microambiente
tumoral, vasculatura y/o estroma tumoral aberrante e hipoxia.

e Tumores frios: ausencia de TILs (IS bajo), son “inmunolégicamente
ignorantes”, baja expresion de neoantigenos, baja expresion de MHC de
clase |, poco inmunogénicos.

Las guias clinicas internacionales recomiendan para la estadificacion en cancer de
colon utilizar el sistema TNM (T: tamano tumoral y extensién del tumor principal,
N: diseminacion en ganglios linfaticos, M: metastasis) junto con el immunoscore,
debido a su gran utilidad clinica al momento de evaluar el riesgo de recurrencia de
la enfermedad y decidir el tratamiento mas conveniente para el paciente (ESMO,
2020). El gran desafio en la actualidad es dilucidar como transformar tumores frios
en calientes, ya que los tumores calientes presentan una mejor tasa de respuesta
frente a terapias dirigidas e inmunoterapias (Galon and Bruni, 2019).
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2. Inmunoterapias

2.1.Definiciéon

Las inmunoterapias consisten en el tratamiento de una enfermedad mediante la
induccion, mejora o supresion de la respuesta inmune. El cancer es blanco principal
de las terapias que buscan potenciar la respuesta inmune y para esto se han
desarrollado diversas estrategias terapéuticas que consisten en el uso de
anticuerpos monoclonales, citoquinas, transferencia adoptiva de células y terapia
génica, entre otras (Murphy and Casey, 2017).

Clasicamente las inmunoterapias se pueden clasificar en pasivas y activas, siendo
el objetivo de estas ultimas inducir una respuesta inmune in vivo; y éstas a su vez
se pueden clasificar en “especificas” de un blanco molecular o “inespecificas” que
modulan al sistema inmune de forma global (Papaioannou et al., 2016).

2.2.Inmunoterapias frente al cancer

Un agente inmunoterapéutico “ideal” para combatir el cancer debe ser capaz de
discriminar las células tumorales de las normales (especifico), ser lo
suficientemente potente para poder eliminar un nimero pequefio o grande de
células tumorales (sensible) y, por Ultimo, debe ser capaz de prevenir la
recurrencia del tumor (durabilidad) (Bergman, 2019).

Las primeras estrategias inmunoterapéuticas desarrolladas frente al cancer no
fueron especificas de tumor. En el siglo XIX el Dr. William Coley observd que
algunos pacientes con cancer que desarrollaban infecciones bacterianas tenian una
mayor sobrevida que aquellos que no sufrieron la infeccion. De modo que Coley
utilizo una mezcla de bacterias, conocidas como las “toxinas de Coley”, para tratar
pacientes con sarcomas, obteniendo tasas de respuestas completas de
aproximadamente el 15%. Debido a las altas tasas de fracaso y a la presencia de
efectos secundarios significativos este enfoque terapéutico fue interrumpido. El
trabajo de Coley sentd las bases para la modulacién inespecifica de la respuesta
inmune en el tratamiento del cancer (Bergman, 2019). Actualmente existen
numerosos abordajes de inmunoterapias no especificas de tumor, como el uso de
Salmonella que describiremos mas adelante.

Gracias a los avances biotecnolégicos se pudieron desarrollar maultiples
herramientas que permitieron expandir el conocimiento sobre los procesos
biolégicos, tanto a nivel celular como molecular, que ocurren en diversas
patologias. Estos avances se vieron acompanados por el crecimiento de campos de
estudio como la inmunologia, permitiendo su acercamiento a la clinica.

Es posible identificar tres etapas fundamentales que deben lograrse, ya sea de
manera espontanea o terapéuticamente, para montar una respuesta inmune
antitumoral eficaz. (1) Para iniciar una respuesta inmune las células dendriticas
deben capturar antigenos asociados al tumor, éstos los puede cargar in situ o
pueden ser entregados exdgenamente como parte de una vacuna terapéutica.
Ademas, las células dendriticas deben recibir senales de activacion adecuadas,
permitiendo su maduracion, de modo que puedan promover la respuesta inmune
deseada. Las senales de activacion pueden darse de forma exogena (ligandos de
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receptores tipo toll (TLRs), agonistas de receptores activadores como CD40) o
endogenas (DAMPs); ademas algunas formas de quimioterapias o terapias dirigidas
promueven un tipo de muerte celular con un fenotipo inmunogénico que contribuye
con la activacion (Chen and Mellman, 2013). (2) A nivel de los 6rganos linfaticos las
células dendriticas que presenten los antigenos tumorales deben ser capaces de
generar una respuesta inmune antitumoral protectiva, lo que incluye la produccion
de linfocitos T citotoxicos, la capacidad de atraer células NK, NKT y generar
anticuerpos que puedan contribuir con la respuesta inmune antitumoral. Por tanto,
el ganglio linfatico es un sitio potencial para dirigir intervenciones terapéuticas,
por ejemplo, se pueden proporcionar agentes capaces de perfilar el tipo de
respuesta T buscada (Chen and Mellman, 2013). (3) Finalmente, las células T
efectoras especificas del tumor deben ser capaces de infiltrar el mismo para llevar
a cabo su funcion adecuadamente.

Los tumores poseen diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune
antitumoral: (i) las células tumorales pueden disminuir la expresion de MHC | o la
expresion de antigenos tumorales; (ii) pueden expresar moléculas de superficie
supresoras (ej: PD-L1, -L2) que se unen a receptores que expresan las células T
activadas (ej: PD1) conduciendo a la anergia o agotamiento de las mismas; (iii) las
células tumorales son capaces de liberar moléculas inmunosupresoras, como IDO
que consume el triptéfano y limita la funcion de las células T; (iv) células mieloides
supresoras pueden ser reclutadas en el tumor y liberar moléculas supresoras de
células T adicionales como arginasa y 6xido nitrico sintasa; (v) la hipoxia en el
microambiente tumoral promueve un ambiente inmunosupresor, ya que puede
llevar a la produccion de CCL28 que recluta células T reguladoras y promueve la
generacion de adenosina que inhibe la funcion de las células T efectoras; (vi) las
células del estroma tumoral pueden tener un efecto supresor, por ejemplo las
células madres mesenquimales bloquean la proliferacion y funcion de las células T
efectoras, mientras que las células vasculares del tumor pueden suprimir la
adhesion de las células T al endotelio tumoral y prevenir la infiltracion, este efecto
es mediado en parte por VEGF y en parte por el receptor de endotelina-B (ETBR)
(Chen and Mellman, 2013).

Actualmente, la mayoria de las inmunoterapias contra el cancer que se han
aprobado clinicamente tienen a las células T como principal mecanismo efector y
pueden dividirse en dos categorias: (i) agentes que son capaces de modular de
manera endogena la respuesta de las células T, y (ii) terapias celulares donde
células T modificadas constituyen el agente terapéutico. Ademas, existen dos
grandes formas de poder abordar la primera categoria mencionada: utilizando
agentes capaces de modular el nivel de diversas citoquinas que influencian el
comportamiento de las células T o utilizando moléculas que bloqueen los puntos
de control inhibitorios del sistema inmune (Bucktrout et al., 2018).

2.2.1. Citoquinas

El hecho de que las citoquinas puedan incrementar la inmunogenicidad y promover
la regresion tumoral condujo a que aumente el interés en el estudio de las mismas
y su aplicacion clinica en pacientes con cancer (Chabalgoity et al., 2007). El
aislamiento y la clonaje de diversos genes de citoquinas ha facilitado su produccion
a gran escala, se han desarrollado diversas técnicas experimentales y clinicas para
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emplear citoquinas recombinantes, ya sea de forma aislada o combinadas, con el
fin de potenciar la respuesta inmune antitumoral (Owen et al., 2014).

La IL-2 es una glicoproteina inmunomoduladora producida principalmente por
células T CD4+ activadas y, en menor medida, por células T CD8+, NK, NKT y DCs
activadas (Floros and Tarhini, 2015). Tiene una gran variedad de efectos
inmunoldgicos incluyendo activacion de células T citotoxicas, y activacion de
células NK en las que induce la produccién de IFNy, asi como su proliferacion y
actividad citolitica. Asimismo, promueve la proliferacion y activacion de células B.
Esta citoquina es considerada crucial en la regulacion de una respuesta inmune
efectiva contra el cancer. La administracion de IL-2 conduce a la liberacion de
citoquinas proinflamatorias, incluyendo TNFq, IL-18, IL-6 e IFNy. Sin embargo,
también es un potente regulador inmune ya que promueve la expansion de las
células T reguladoras, y promueve la muerte celular inducida por la activacion
(interaccidon Fas:FasL) (Jiang et al., 2016). La FDA aprobd el uso de IL-2,
administrada en altas dosis, para el tratamiento de carcinoma renal metastatico
en 1992, y para melanoma metastatico en 1998, mejorando la sobrevida de los
pacientes un 8% y 17% respectivamente. Sin embargo, su uso fue limitado ya que la
administracion sistémica de IL-2 se asocia a numerosos efectos adversos,
observandose fenomenos como el sindrome de fuga capilar acompanado de
hipotension que llevd a sospechar que se encuentra involucrado un receptor
endotelial de IL-2 activado (Bucktrout et al., 2018). Posteriormente, una serie de
ensayos clinicos en pacientes con melanoma se centraron en estudiar la respuesta
terapéutica de IL-2 a altas dosis junto a otras citoquinas (IFNa) o regimenes de
quimioterapia como forma de mejorar las tasas obtenidas (Jiang et al., 2016).

La IL-15 fue inicialmente caracterizada como un factor de crecimiento para las
células T con similares propiedades in vitro que la IL-2. Los receptores de ambas
citoquinas contienen las mismas subunidades B y v, y las vias de sefalizacion son
similares, por lo que se asumioé que tendrian funciones similares. Al igual que la IL-
2, la IL-15 activa a las células NK, promueve la proliferacion de las células T e
induce la generacion de células T citotoxicas, facilita la proliferacion de células B
y la sintesis de inmunoglobulinas. Sin embargo, in vivo se ha demostrado que estas
dos citoquinas tienen funciones diferentes (Rautela and Huntington, 2017;
Waldmann, 2006; Wu, 2013). En las células T CD4+ estimuladas en forma repetitiva
por la IL-15 no se promueve la muerte celular inducida por la activacion, de hecho,
se obtiene el efecto opuesto y ademas es capaz de inhibir este efecto por la IL-2
(Pulliam et al., 2017). La IL-15 no tiene un efecto en el mantenimiento de la
poblacién de células T reguladoras, es capaz de estimular la proliferacion de
células T CD8+ y permite la sobrevida de células T CD8+ de memoria. Por ultimo,
la IL-15 promueve el desarrollo de DCs, activa macrofagos e induce la produccion
de citoquinas proinflamatorias por parte de los mismos (Pulendran et al., 2004).
Resultados recientes de ensayos clinicos fase | y [| mostraron el efecto beneficioso
que posee un complejo agonista de IL-15, N-803, en combinacion con el bacilo de
Calmette-Guerin (BCG) para el tratamiento de pacientes con carcinoma in situ de
vejiga invasivo no muscular que no respondieron al tratamiento con BCG (Chamie
et al., 2019).

Desde hace anos se conoce la importancia de los interferones (IFNs) en la
inmunovigilancia e inmunoedicion del cancer. Por este motivo la utilizacion de los
mismos podria ser una buena estrategia para el tratamiento antitumoral (Dunn et
al., 2006). Se han llevado a cabo ensayos clinicos fase | y Il en diversos tipos de
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cancer (mama, ovario, melanoma, renal) utilizando IFNs en combinacion con otros
tratamientos obteniendo resultados prometedores (Abdolvahab et al., 2020). La
FDA aprobo en el afio 2011 el uso de IFN pegilado como terapia adyuvante en
pacientes con melanoma post cirugia (Herndon et al., 2012).

2.2.2. Anticuerpos Monoclonales

El uso de anticuerpos como agentes inmunoterapéuticos se puede abordar desde
diversas estrategias que incluyen los anticuerpos monoclonales, anticuerpos anti-
idiotipo, anticuerpos conjugados a otros farmacos, toxinas o elementos radiactivos,
y variantes de ingenieria como anticuerpos biespecificos, fragmentos variables de
cadena Unica, anticuerpos de cadena Unica, entre otros (Bergman, 2019).

La tecnologia de hibridomas permitio la produccion de anticuerpos monoclonales
con especificidad definida y en grandes cantidades. La actividad de los anticuerpos
monoclonales como agentes terapéuticos depende de las caracteristicas del
antigeno blanco y del anticuerpo. La molécula diana ideal deberia expresarse en
niveles altos y estables en todas las células tumorales y no expresarse en tejidos
sanos (Cheson and Leonard, 2008).

Los anticuerpos pueden actuar directamente sobre las células tumorales y el efecto
antitumoral ocurre por los mismos mecanismos efectores que se dan en la
eliminacién de patogenos, incluyendo opsonizacion y fagocitosis, activacion del
complemento y ADCC. Ademas, los anticuerpos monoclonales pueden controlar la
sobrevida tumoral bloqueando la estimulacion de receptores celulares e induciendo
la apoptosis, por ejemplo, Trastuzumab que bloquea el receptor HER2 que se
encuentra sobre-expresado en el 25% de los canceres de mama (Alduaij and Illidge,
2011; Pegram et al., 2000; Ross and Fletcher, 1999). Los anticuerpos pueden actuar
indirectamente sobre las células tumorales; anticuerpos anti-angiogénicos se
utilizan para controlar el desarrollo de la vasculatura tumoral, por ejemplo,
Bevacizumab - anticuerpo anti-VEGF, principal factor de crecimiento vascular
(Janning and Loges, 2018).

En 1997 la FDA aprobd el primer anticuerpo monoclonal para el cancer: Rituximab
(anti-CD20) para el tratamiento de linfoma no Hodgkin; actualmente hay mas de
75 anticuerpos monoclonales aprobados para el tratamiento de diversos tipos de
cancer humanos (Bergman, 2019). Desde su aprobacion, Rituximab ha
revolucionado las terapias de los tumores malignos de células B, convirtiéndose en
un componente estandar para el tratamiento de linfoma folicular, linfoma difuso
de células B grandes y leucemia linfoide crénica (CLL). Desde el ano 2015 Rituximab
forma parte de la lista modelo de medicamentos esenciales creada por la
Organizacion Mundial de la Salud (Salles et al., 2017). En Uruguay forma parte del
listado de medicamentos de alto costo financiados a través del Fondo Nacional de
Recursos que cubre el tratamiento de linfopatias tumorales (Fondo Nacional de
Recursos, 2019). Rituximab se une con alta afinidad y especificidad al antigeno
CD20, expresado en células B malignas; los principales mecanismos efectores
implicados en la eliminacion de las células CD20+ son citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos,
citotoxicidad dependiente del complemento y efectos tumorales directos a través
de apoptosis u otras vias de muerte celular (Salles et al., 2017).
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2.2.2.1. Bloqueo de puntos de control inhibitorios del sistema inmune

Los anticuerpos monoclonales también pueden contribuir a disminuir la
inmunoregulacion inducida por las células tumorales, por ejemplo, bloqueando
puntos de control inhibidores del sistema inmune. CTLA4 un receptor inhibidor que
regula la activacion de las células T en etapas tempranas fue el blanco inicial de
este tipo de terapias. El objetivo buscado utilizando este anticuerpo es “liberar”
respuestas antitumorales preexistentes y desencadenar nuevas. En el ano 2011 la
FDA aprueba el anticuerpo anti-CTLA4, Ipilimumab, como tratamiento de primera
linea para pacientes con melanoma metastatico, basandose en ensayos clinicos de
fase Ill que mostraron una prolongacion en la sobrevida de los pacientes (Hodi et
al., 2010). A pesar de los resultados alentadores, el uso de Ipilimumab representd
desafios clinicos y cientificos. Como anticipaba el fenotipo autoinmune letal de los
ratones KO para CTLA4, se observaron eventos adversos graves vinculados con
fendmenos autoinmunes en 10-35% de los pacientes que recibieron esta terapia de
bloqueo (Farkona et al., 2016). CTLA4 es importante para el mantenimiento de la
funcion supresora de las células T reguladoras y, por tanto, al administrar esta
terapia también se pierde la funcidon de esta poblacion celular encargada de
mantener la tolerancia (Mellman et al., 2011).

De todas formas, el éxito de la terapia con anti-CTLA4 en melanoma genero interés
en evaluar otros anticuerpos que puedan ser utilizados para activar la respuesta de
las células T. Hay un nimero de receptores activadores conocidos que podrian ser
blancos de anticuerpos agonistas incluyendo 4-1BB, 0X40, GITR, CD27 y CD28. Este
altimo, sin embargo, introduce una nota de precaucion ya que en un ensayo clinico
utilizando un anticuerpo agonista a CD28 se observaron severos casos de toxicidad
e incluso de muerte a causa de una gran e inesperada liberacion de citoquinas.
Estos eventos enfatizan el poder que posee el sistema inmune y la necesidad de
tener cuidados extremos y disefar ensayos clinicos conservadores cuando se va a
emplear un activador inmune. El uso de moléculas mas pequenas que tengan un
clearance mas rapido podria mitigar este tipo de toxicidades modulando la
respuesta, por ejemplo el uso de fragmentos de anticuerpos u otro tipo de
moléculas como aptameros (Mellman et al., 2011), como se vera mas adelante.

Otro punto de control inhibidor del sistema inmune involucra al receptor PD1 y sus
ligandos PD-L1y PD-L2. PD1 es expresado en células T efectoras y cuando se une a
su ligando envia senales que inhiben la proliferacion celular, la liberacion de
citoquinas y las funciones efectoras. Se ha observado en modelos tumorales que la
sefal enviada por PD1 inhibe a las células T y bloquea la respuesta inmune
antitumoral luego de que se une a PD-L1 expresado a nivel del tumor. Ademas, se
demostro en ensayos preclinicos que impedir la interaccion entre PD1:PD-L1 puede
aumentar la respuesta T in vitro y mediar la actividad antitumoral. Anticuerpos
monoclonales anti-PD1 o anti-PD-L1 alcanzaron la clinica y se obtuvieron resultados
prometedores en varios tipos de cancer. Pembrolizumab y Nivolumab, dos
anticuerpos anti-PD1, fueron aprobados por la FDA para el tratamiento de
melanoma y cancer de pulmon de células no pequeiias (NSCLC), Nivolumab también
fue aprobado para el tratamiento de carcinoma renal (Farkona et al., 2016). En
Uruguay desde el ano 2020 Pembrolizumab forma parte del listado de
medicamentos de alto costo financiados a través del Fondo Nacional de Recursos
para el tratamiento de melanoma cutaneo y cancer de pulmon metastasico (Fondo
Nacional de Recursos, 2020a, 2020b).
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Se han identificado multiples puntos de control inhibidores del sistema inmune que
podrian ser blancos prometedores de nuevas terapias. Algunos ejemplos de
moléculas que han sido evaluadas en ensayos preclinicos e incluso ensayos clinicos
son las proteinas LAG3 y TIM3. Se ha identificado la expresion progresiva de LAG3
en células T durante su agotamiento y es un marcador selectivo de células T
reguladoras lo que sugiere que puede tener un rol en la supresion inmune generada
por los tumores. TIM3 es expresada en varias poblaciones de células T y también
por células de la inmunidad innata como DCs; la coexpresion de TIM3 con PD1 en
células T CD8+ infiltrantes de tumor refleja la implicancia que puede tener esta
molécula en la respuesta antitumoral y se han comenzado a explorar terapias
combinadas que bloqueen ambas proteinas (Farkona et al., 2016).

2.2.3. Transferencia adoptiva de células

La transferencia adoptiva de células es un tipo de inmunoterapia que consiste en
extraer células con actividad antitumoral de la sangre del paciente o de tumores
solidos, expandirlas en nUmero y potenciar su actividad antitumoral, y
posteriormente re-infundirlas al paciente. Los efectores celulares mas evaluados
en este tipo de terapias son los linfocitos T, las células NK, NKT, NKT invariantes,
NK inducidas por citoquinas y células dendriticas (Abbas et al., 2015; Ruella and
Kalos, 2014).

El primer uso clinico de células NK para el tratamiento del cancer implicaba la
infusion a pacientes con células activadas ex vivo con IL-2, NK activadas por
linfoquinas (LAK). La eficacia clinica de este tratamiento se vio limitada por la
toxicidad de la IL-2 y posiblemente por la expansion de células T reguladoras por
parte de esta citoquina (Morvan and Lanier, 2016).

La transferencia adoptiva de células T involucra la expansion ex vivo de células T
especificas de tumor y la infusion de estas células a los pacientes. Las células
pueden expandirse in vitro por varios métodos como el tratamiento con IL-2,
anticuerpos anti-CD3 y utilizando células presentadoras de antigenos alogénicas
que provean una sefal coestimuladora. Se ha visto que la terapia de transferencia
adoptiva de células T es mas efectiva si el paciente es inmunosuprimido antes de
recibir el tratamiento y si se administra sistematicamente IL-2 (Farkona et al.,
2016; Murphy and Casey, 2017).

Otro abordaje que ha despertado un gran interés es el uso de vectores retrovirales
que transfieren genes de receptores T especificos de tumor, TCR, en células T de
los pacientes antes de su re-infusion. Este método no presenta requerimientos de
histocompatibilidad ya que las células que se van a transfundir son derivadas del
mismo paciente. El uso clinico de TCRs con alta avidez ha sido asociado con una
destruccion significativa de tejidos sanos que expresan el mismo antigeno blanco
(Farkona et al., 2016; Murphy and Casey, 2017).

Existe otra forma de inmunoterapia adoptiva que también utiliza retrovirus para
introducir genes en células T de los pacientes e involucra la expresion de un nuevo
tipo de receptor conocido como CAR, receptor quimérico de antigeno. CARs son
receptores que contienen un dominio extracelular de reconocimiento especifico
del antigeno, codificado por los genes variables de inmunoglobulinas, fusionado a
un dominio intracelular que provee sefnales de activacion y coestimulacion. Cuando
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estos receptores quiméricos son expresados por células T el producto se conoce
como células CAR-T. Una importante ventaja que confiere esta estrategia es que
el blanco puede ser cualquier molécula capaz de ser reconocida por un anticuerpo,
no hay restricciones por el complejo MHC unido a un péptido (Murphy and Casey,
2017).

Muchos de los estudios publicados sobre el tratamiento de neoplasias de células B
con CAR-T utilizan células dirigidas a CD19 (Maher, 2014; Matsuki and Younes,
2016). La mayor experiencia clinica ha sido para el tratamiento de leucemia
linfocitica aguda en recaida o refractaria, donde se han obtenido respuestas
completas en un porcentaje cercano al 90%. Este tipo de terapias siempre van
acompanadas de efectos adversos y hay que tener presente que aqui se estan
eliminando también las células B normales de los pacientes por lo que estos
pacientes van a requerir ser tratados con inmunoglobulinas (Geyer and Brentjens,
2017; Tang et al., 2016). En el afo 2017 la FDA aprobo la inmunoterapia con células
CAR-T para el tratamiento de leucemia linfocitica aguda (FDA, 2017).

En el afno 2010 la FDA aprobo el uso de Provenge para el tratamiento del cancer de
prostata avanzado. Provenge® (o sipuleucel-T) fue la primera vacuna contra el
cancer en ser licenciada (Riedmann, 2012). Esta clase de inmunoterapia se centra
en el uso de células dendriticas (DCs), que son capaces de modular la respuesta
inmune mediada por las células T. Las DCs pueden ser aisladas de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) que generalmente se encuentran en
un estado inmaduro. Luego de pasar por un proceso de maduracion las DCs pueden
estimular la activacion de linfocitos T CD8+ especificos de tumor autoélogos, que
son capaces de reducir masas tumorales; la maduracion resulta ser un proceso clave
ya que DCs inmaduras pueden inducir una respuesta tolerogénica a estos antigenos
especificos o simplemente no generar una respuesta. Se han desarrollado diversos
protocolos (ej: Provenge®) para la generacion de DCs cargadas con antigenos
tumorales, su expansion, maduracion y finalmente su re-infusion en los pacientes
(Gorabi et al., 2020).

2.2.4. Microorganismos vivos

Actualmente el desarrollo de terapias antitumorales basadas en microorganismos
vivos esta nuevamente en foco de investigacion (Forbes et al., 2018). Las
caracteristicas del microambiente tumoral, incluyendo vasos sanguineos
anormales, regiones hipoxicas y necrdticas, hacen que sea propicio para la
colonizacién por bacterias anaerobias obligadas (como Clostridium vy
Bifidobacterium) y facultativas (como Streptococcus, Escherichia, Listeria y
Salmonella). Se han evaluado terapias basadas en la administracion de bacterias
solas y también usando a las bacterias como vectores de antigenos tumorales o
genes terapéuticos (Duong et al., 2019). Las bacterias, al administrarse
sistémicamente, llegan al tumor mediante mecanismos pasivos y activos. Los
mecanismos pasivos dependen del microambiente tumoral, los vasos sanguineos
anormales y el proceso inflamatorio que se genera, llevan a que el flujo se dirija
hacia el tumor. Los mecanismos activos dependen de la movilidad de las bacterias
que les permite penetrar en zonas mas profundas del tumor y su metabolismo les
permite crecer en esas zonas. Las interacciones que se dan entre las bacterias, las
células tumorales y el microambiente tumoral producen cambios en el infiltrado
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de células inmunes del tumor, citoquinas y quimioquinas, que conducen a la
regresion tumoral (Duong et al., 2019).

Una de las formas mas antiguas y eficaces de inmunoterapia basada en
microorganismos vivos ha sido la utilizacion de BCG, una forma atenuada del bacilo
Mycobacterium bovis, que ha demostrado ser un potente estimulador del sistema
mononuclear fagocitico (Al-Hilu and Al-Shujairi, 2020). Aprobado por la FDA en
1990, actualmente sigue siendo el tratamiento de primera linea para el carcinoma
superficial de vejiga junto con la reseccion transuretral de los polipos (American
Cancer Society, 2020).

La utilidad de las bacterias anaerobias estrictas como terapia antitumoral se
encuentra limitada porque solo colonizan y replican en condiciones de anoxia y por
ello no lo hacen en metastasis o pequeinos tumores; este impedimento se puede
sortear utilizando bacterias anaerobias facultativas como Salmonella (Pawelek et
al., 2003).

2.2.4.1. Salmonella & Cancer

En 1997 Pawelek demostro que la inoculacion de cepas de Salmonella atenuada a
animales portadores de melanoma genera replicacion bacteriana preferencial en
el tejido tumoral, en especial en las areas necroticas del mismo, acompanada de
un crecimiento tumoral mas lento y un aumento en la sobrevida de los animales
(Pawelek et al., 1997). Como se menciond anteriormente, al tratarse de una
bacteria anaerobia facultativa tiene la capacidad de colonizar tumores grandes y
pequenos. Ademas, se ha demostrado que actla como inhibidor de la metastasis
en melanoma llevando a una reduccion sustancial en tamafo y numero de
micrometastasis (Luo et al., 2000; Pawelek et al., 2003).

La manipulacion de Salmonella resulta sencilla, puede ser facilmente modificada
a través de mutaciones genéticas seleccionadas, lo que permite generar cepas
recombinantes atenuadas con ciclos de replicacion limitados y pérdida de
virulencia (Low et al., 2004). Ademas, se puede utilizar como vector de entrega de
moléculas terapéuticas, para transportar genes o sintetizar citoquinas, prodrogas,
antigenos tumorales y factores anti-angiogénicos, entre otros (Figura 1.5) (Luo et
al., 2000; Moreno et al., 2010; Pawelek et al., 2003). Salmonella ha sido usada
como una terapia antitumoral efectiva en distintos modelos de cancer incluyendo
melanoma, colon, mama, pulmon, renal, hepatico, préostata y hematoldgicos (Mi et
al., 2019; Pangilinan and Lee, 2019). Se han llevado a cabo ensayos clinicos fase |
y Il que demuestran la bioseguridad del uso de Salmonella atenuada en humanos,
tanto en individuos sanos como en pacientes con cancer, con baja toxicidad
(Cunningham and Nemunaitis, 2001; Kirkpatrick et al., 2006; Niethammer et al.,
2012; Tacket et al., 2000). Existen mas de 25 afnos de experiencia con una vacuna
patentada a Salmonella viva atenuada S. Typhi Ty21a (Vivotifs, Crucell/Berna
biotech) (Kopecko et al., 2009).
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Figura 1.5 - Uso de Salmonella como terapia antitumoral. Imagen extraida de (Zheng and Min 2016).

Como se mencioné anteriormente, la naturaleza del microambiente tumoral suele
ser inmunosupresora, las células tumorales escapan de la acciéon de las células
inmunes limitando su maduracion y la infiltracion de las mismas. La administracion
sistémica de Salmonella atenuada activa la inmunidad antitumoral y lleva a la
regresion del tumor mediante diversos mecanismos (Figura 1.5) (Zheng and Min,
2016). Uno de los mecanismos que explica el efecto antitumoral es la estimulacion
de la respuesta inmune en el hospedero (Figura 1.6). Salmonella expresa
componentes bacterianos conservados llamados PAMPs (patrones moleculares
asociados al patogeno) que son reconocidos por receptores de la inmunidad innata,
PRR (receptores de reconocimiento de patrones) que al activarse transducen
diversas senales que llevan a la secrecion de citoquinas proinflamatorias y
quimioquinas. PAMPs como LPS, flagelina o motivos CpG son fuertes agonistas de
TLRs (Lee et al., 2008), Salmonella también activa al inflamasoma en etapas
tempranas de la colonizacion de los tejidos cancerosos mediante la familia de
receptores tipo NOD (NLRs). El inflamasoma NLRC4 reconoce la flagelina inyectada
en el citoplasma por los sistemas de secrecion bacterianos y el inflamasoma NLRP3
es activado por sefnales endogenas de peligro, DAMPs o PAMPs acompainados de un
aumento del eflujo de potasio. La activacion de caspasa-1 por los inflamasomas
lleva al clivaje de pro-IL-18 y pro-IL-18 a sus formas activas IL-18 e IL-18. El
contexto proinflamatorio que se genera conduce al reclutamiento y activacion de
células inmunes, convirtiendo el microambiente tumoral inmunosupresor en un
ambiente inmunocompetente (Shahabi et al., 2010; Zheng and Min, 2016). Se ha
demostrado que la activacion del inflamasoma NLRP3 inducido por Salmonella
tiene un rol esencial en el efecto antitumoral dependiente de caspasa-1. Hay un
aumento en la expresion de caspasa-1 en los macrofagos del tipo M1, no asi en M2,
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sugiriendo el rol central de Salmonella en la polarizacion de los macrofagos hacia
el perfil M1 (Mdnaco, Chilibroste, et al. 2021). Sumado a esto, se demostro que
Salmonella es capaz de inducir la produccion de trampas extracelulares en
macrofagos (METs) (Monaco et al., 2021a). Ademas, se ha descrito que Salmonella
reduce la expresion de IDO y esto incrementa el infiltrado de linfocitos T
citotoxicos (Kuan and Lee, 2016). Trabajos realizados en varias lineas celulares de
tumores murinos y humanos probaron que Salmonella reduce la expresion de PD-
L1, esto podria conducir a una mayor activacion de los linfocitos T (Chen et al.,
2020). Los linfocitos T tienen una participacion activa en el efecto antitumoral de
Salmonella, esto se demostro en estudios que se utilizaron ratones deficientes de
células T (Lee et al., 2011). Sumado a lo anterior, Salmonella es capaz de infectar
células presentadoras de antigeno in vivo, facilitando la presentacion de antigenos
asociados al tumor (TAA) tanto en el contexto del MHC de clase |, como del MHC
de clase Il directamente al sistema inmune, al mismo tiempo que inducen una
respuesta inmune innata mediante la produccion de mediadores inmunes como IL-
12, contexto ideal para la generacion y activacion de linfocitos T especificos
(Saccheri et al., 2010).

Otro mecanismo que explica el efecto antitumoral de Salmonella es la competencia
por los nutrientes, ya que la bacteria al estar replicandose rapidamente priva a las
células tumorales de nutrientes lo que lleva a la muerte de las mismas (Zheng and
Min, 2016). Ademas, se ha descrito que Salmonella tiene un efecto antitumoral
directo desencadenando apoptosis y piroptosis en células tumorales (Chang and
Lee, 2014; Mdnaco, 2021). Se ha observado que el tratamiento con Salmonella en
B16F10, modelo de melanoma murino, incrementa la expresion de caspasa-3
clivada requerida en la activacion de la cascada de caspasas que conduce a la
apoptosis. También se ha visto tras el tratamiento con Salmonella un aumento de
Beclin-1, una de las proteinas mas importantes en la regulacion de la autofagia,
acompanado de la conversion de LC3-1 en LC3-1l, un marcador autofagosomal. La
activacion de la via de seinalizacion autofagica esta mediada por la regulacion a la
baja de AKT/mTOR/p70S6K, que es un blanco crucial de Salmonella en las células
tumorales (Pangilinan and Lee, 2019).
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Figura 1.6 - Mecanismos de accion que explican el efecto antitumoral de Salmonella. Imagen extraida

de (Mi et al., 2019).

Hace algunos anos, el Departamento de Desarrollo Biotecnolégico comenzo a
explorar el uso de Salmonella atenuada para el tratamiento de cancer. En este
contexto se construyo una cepa atenuada de Salmonella Typhimurium denominada
LVRO1, que presenta una mutacion metabolica en el gen aroC (aroC’) (Chabalgoity
et al., 2000). Diversos trabajos fueron llevados a cabo donde se pusieron a punto
modelos de melanoma, leucemia mieloide aguda, linfoma no-Hodgkin a células B y
cancer de mama; éstos demostraron que las inmunoterapias basadas en Salmonella
LVRO1, ya sea sola, combinada o como vector para la administracion de citoquinas,
pueden constituir una alternativa para el tratamiento de estos tipos de tumores

(Agorio et al., 2007; Bascuas et al., 2018; Chilibroste et al.,
2014, 2013; Kramer et al., 2015; Monaco, 2021; Vola et al.,

2021; Grille et al.,
2018). En trabajos

recientes realizados por integrantes del grupo de investigacion se ha avanzado en
la comprension de los mecanismos celulares y moleculares por los que Salmonella
LVRO1 ejerce su efecto antitumoral en melanoma (Moénaco, 2021; Moénaco et al.,

2021b; Plata, 2021).
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2.2.5. Aptameros

Los aptameros son moléculas sintéticas conformadas por secuencias cortas de
oligonucledtidos (ssDNA o RNA) con una estructura tridimensional caracterizada por
bucles, tallos u horquillas que tienen la capacidad de unirse a un blanco
determinado con alta afinidad (rango de Kd picomolar - nanomolar bajo) y
especificidad. De esta forma, comparten propiedades funcionales con los
anticuerpos monoclonales (con frecuencia son llamados “anticuerpos quimicos”)
(Famulok and Mayer, 1999; Kovacevic et al., 2018). Los aptameros pueden unirse
a una gran variedad de blancos como proteinas, células, bacterias, viriones y varias
moléculas pequenas organicas e inorganicas por complementariedad espacial y por
medio de interacciones electrostaticas/ionicas, enlaces de hidrogeno, fuerza de
van der Waals, asi como como interacciones hidrofébicas (Fu and Xiang, 2020). Son
seleccionados de una biblioteca de secuencias al azar de 20-60 acidos nucleicos (>
1x10") mediante SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment). Dicha metodologia permite enriquecer las secuencias mas afines y
especificas tras varias rondas de incubacion con el blanco molecular de interés y
de amplificacion (Ellington and Szostak, 1990; Tuerk and Gold, 1990).
Generalmente el procedimiento incluye tres etapas que se repiten para generar
aptameros especificos a un blanco. En la primera etapa se incuba la biblioteca
junto con la molécula blanco y los aptameros especificos se unen a la misma. La
segunda etapa consiste en la particion, se realizan lavados para obtener los
complejos blanco-aptamero y luego se separan. En la tercera etapa se da la
amplificacion de las secuencias obtenidas mediante PCR o RT-PCR (para aptameros
ADN o ARN respectivamente). Se realizan varias rondas de seleccion, por Gltimo,
los aptameros de la ronda final son secuenciados y se identifican aquellos que se
unen con mayor especificidad y afinidad al blanco (Ning et al., 2020) (Figura 1.7).
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Figura 1.7 - Método de seleccion de aptameros, SELEX. Imagen adaptada de (Barbas et al., 2010).
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Al igual que los anticuerpos monoclonales, los aptameros pueden utilizarse en el
laboratorio y en la clinica, como herramientas de investigacion, diagndstico y/o
tratamiento (Fu and Xiang, 2020). Los aptameros presentan ciertas ventajas
respecto a los anticuerpos monoclonales, particularmente para las aplicaciones in
vivo. Tienen un tamano menor (aproximadamente 10 veces mas pequeiio que un
anticuerpo) lo que le permite una penetracion superior y mas rapida en los tejidos
(Chen et al., 2017; Fu and Xiang, 2020; Liu and Guo, 2020). Son poco o nada
inmunogénicos y no son toxicos, esto resulta de gran importancia para su aplicacion
clinica, ya que no habria impedimentos en el uso reiterado de los mismos (Chen et
al., 2017; Fu and Xiang, 2020). Su produccién es mediante sintesis quimica lo que
reduce el costo, aumenta la reproducibilidad y disminuye los tiempos, ya que no
requiere de la inmunizacion de animales ni el uso de células (Fu and Xiang, 2020;
Liu and Guo, 2020). Los aptameros pueden modificarse facilmente para otorgar
otras propiedades y también para aumentar su estabilidad, siendo de gran
importancia para los aptameros ARN porque son mas vulnerables a la degradacion
por nucleasas, altas temperaturas, medios alcalinos, entre otros (Lakhin et al.,
2013). Son muy estables en rangos amplios de temperatura y pH, e incluso si se
llegan a desnaturalizar pueden facilmente volver a adoptar su estructura
tridimensional original (Fu and Xiang, 2020).

Una de las principales limitaciones de los aptameros es su susceptibilidad a ser
rapidamente degradados en medios biologicos y en particular en el torrente
sanguineo. Se ha descrito que el tiempo promedio en que un aptamero decae en
sangre es de minutos, esto hace que la aplicacion terapéutica sea muy dificil (Lakhin
et al., 2013). Sin embargo, se han desarrollado diversas estrategias para poder
extender su vida media en plasma. Una estrategia convencional es utilizar
nucleoétidos modificados, y modificaciones en los extremos 5’ y 3, lo que los protege
de la degradacion por nucleasas. Algunos aptameros sin modificar tienen la
capacidad de resistir a la degradacion, se ha observado que en estos casos los
aptameros adoptan una estructura tridimensional que protege sus extremos 5’ y 3’
impidiendo la degradacién por exonucleasas. También se ha desarrollado una
estrategia mas novedosa para evitar la degradacion, que consiste en la generacion
de “aptameros en espejo” (Spiegelmers); la particularidad de estos aptameros es
que estan compuestos por L-oligonucleodtidos y las nucleasas solo clivan D-
oligonucledtidos, si bien su produccion puede resultar un poco mas compleja estos
aptameros son muy estables y resistentes a la degradacion enzimatica (Lakhin et
al., 2013). Los aptameros presentan una rapida eliminacion del organismo por via
urinaria, debido a que los rifones son capaces de remover sustancias con pesos
moleculares menores de 30-50 kDa y en general el tamano de los aptameros oscila
entre 5-15 kDa. Para aplicaciones terapéuticas es muy comun la conjugacion del
aptamero con PEG (polietinelglicol) que tiene un peso molecular de 20 o 40 kDa, lo
que conduce a extender la vida media del aptamero en la circulacion (Lakhin et al.,
2013).

2.2.5.1. Aplicaciones - Diagnostico y Terapia

Los aptameros han sido desarrollados para diagnéstico, tanto como herramienta de
imagenologia molecular, o como biosensores en la deteccion de células tumorales
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o proteinas asociadas a tumores en el caso de patologias oncoldgicas (Ma et al.,
2015).

En terapia se han estudiado como biomolécula terapéutica per se o como vector
de transporte de drogas (Ma et al., 2015). Muchas drogas utilizadas en tratamientos
clinicos no discriminan precisamente entre células normales y células afectadas, lo
que lleva a que tengan un efecto toxico en células patoldgicas pero también se
produzcan efectos adversos en las células normales. Por esto, resulta relevante
implementar terapias selectivas y eficaces que generen la minima toxicidad
posible. Las terapias “guiadas” permiten una entrega de las drogas o agentes
biolégicos mas especifica disminuyendo los efectos adversos. Una estrategia para
alcanzar este proposito es el desarrollo de diferentes plataformas, donde
aptameros que se unen a biomarcadores especificos de una patologia son utilizados
como vectores de transporte del agente terapéutico (Ning et al., 2020).

Por todas las caracteristicas mencionadas anteriormente, se ha descrito que los
aptameros poseen un potencial prometedor para el tratamiento del cancer (Fu and
Xiang, 2020). Pueden unirse a factores de crecimiento o citoquinas e impedir su
interaccion con su receptor, o pueden bloquear al receptor, inhibiendo el
crecimiento de tumores (Fu and Xiang, 2020). Se han desarrollado aptameros ARN
anti-PSMA (antigeno prostatico especifico de membrana) con capacidad de inhibir
la actividad enzimatica de PSMA, reduciendo la capacidad migratoria e invasiva de
las células cancerosas prostaticas in vitro. El aptamero A9g (anti-PSMA) demostro
ser seguro y no toxico en estudios in vivo (Ning et al., 2020). También se ha
trabajado en un aptamero anti-HER2 (receptor de factor de crecimiento epidermal
humano 2), un receptor de tirosina quinasas expresado en una gran variedad de
canceres como de mama y gastrico. Se disei6 un aptamero trimérico anti-HER2, en
los ensayos realizados observaron una inhibicion en el crecimiento de células
tumorales gastricas y en estudios preclinicos se observo una disminucion en el
volumen tumoral de tumores HER2 positivos (Ning et al., 2020). Existe una gran
variedad de aptameros descritos con capacidad para modular la respuesta inmune
contra el cancer, ya sea mediante la activacion o bloqueo de receptores inmunes
(Soldevilla et al., 2016). Entre ellos se destacan los aptameros contra receptores
involucrados en puntos de control del sistema inmune como CTLA4, PD1 y TIM3. El
primero utilizado para manipular la respuesta inmune en cancer fue un aptamero
ARN antagonista de CTLA4. Se observd que el mismo se unia a CTLA4 con gran
afinidad y especificidad, siendo capaz de inhibir in vitro la funcion de CTLA4 y
aumentar la respuesta antitumoral en ratones. Ademas, en este estudio se observd
que su conformacion tetramérica mejoraba significativamente su bioactividad
tanto in vivo como in vitro (Fu and Xiang, 2020; Santulli-Marotto et al., 2003).
También se han desarrollado aptameros ADN que se unen especificamente al
dominio extracelular de PD1 y bloquean la interaccion PD1:PD-L1 en ratones. La
forma PEGilada de este aptamero obtuvo un efecto antitumoral comparable al
anticuerpo anti-PD1 en un modelo murino de cancer de colon que expresa PD-L1
(Fu and Xiang, 2020; Prodeus et al., 2015). Otros estudios reportaron que
aptameros ADN anti PD-L1 humano bloquean la interaccion PD1:PD-L1 en humanos,
promoviendo la proliferacion linfocitaria in vitro y suprimiendo el crecimiento
tumoral, in vivo, con minima toxicidad en rifidn e higado. En los tumores tratados
con esta terapia se observo una elevada infiltracion de linfocitos TCD4+ y TCD8+,
y niveles aumentados de IL-2, TNFa, IFNy, CXCL9 y CXCL10 (Fu and Xiang, 2020;
Lai et al., 2016). El aptamero TIM3Apt, se une al dominio extracelular de TIM3 con
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alta afinidad y especificidad. Su conformacion monomérica tiene una potente
capacidad antagonista en linfocitos que expresan TIM3. La terapia combinada
utilizando TIM3Apt junto con un anti-PD-L1 demostro tener un efecto sinérgico en
un modelo murino de cancer de colon (Hervas-Stubbs et al., 2016). Un aptamero
anti-TIM3 de conformacion trimérica bloquea la interaccion TIM3:Galectina-9 y
promueve la secrecion de citoquinas, proliferacion celular y disminucion de la
muerte celular in vitro. En modelos de ratones portadores de tumores, el mismo
produjo un enlentecimiento del crecimiento tumoral y un aumento de la sobrevida
global, utilizandolo como monoterapia o en terapia combinada con anti-PD1 (Gefen
et al., 2017).

2.2.5.2. Uso en la clinica -Terapia

En el afno 2004, la FDA aprobo la primera formulacion en base a aptameros para
aplicaciones terapéuticas. Se trata de un aptamero anti-VEGF (Macugen®, de OSI
Pharmaceuticals) y se usa para el tratamiento de la degeneracion macular asociada
a la edad (Tabla 1.1) (Fu and Xiang, 2020; Ruckman et al., 1998). Varios aptameros
se han estado estudiando en fase clinica, siendo la mayoria de las publicaciones en
el area oncologica. El primer aptamero estudiado en ensayos clinicos para el
tratamiento del cancer fue AS1411, que se une especificamente a nucleolina, una
proteina altamente expresada en células tumorales que se relaciona con el
crecimiento celular, proliferacion y sobrevida. Cuando AS1411 se une a su molécula
blanco, el complejo AS1411-nucelolina es internalizado en la célula y conduce a
una inhibicion de la replicacion del ADN. Se ha descrito que es capaz de reducir la
estabilidad del ARNm de BCL-2 promoviendo la apoptosis celular; también se
observd que inhibe la proliferacion celular mediante el bloqueo de las vias de
senalizacion de NF-kB. Otros mecanismos por los cuales AS1411 ejerce su efecto no
han sido elucidados aun (Ning et al., 2020). El aptamero NOX-A12 es un aptamero
ARN en espejo (Spiegelmer), es un antagonista de CXCL12 y se ha estudiado para
el tratamiento de CLL. NOX-A12 se une a CXCL12 e impide el reclutamiento y
acumulacion de células linfoides en la médula osea, inhibiendo la migracion y
proliferacion celular (Tabla 1.1) (Fu and Xiang, 2020; Ning et al., 2020).

Tabla 1.1 - Aptameros terapéuticos frente al cancer en estudios clinicos o preclinicos.

Table 2. Selected aptamers under clinical trials or active laboratory investigation for cancer therapy:.
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Tabla extraida de (Fu and Xiang, 2020).
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3. Melanoma
3.1.Patologia

El cancer de piel con sus diferentes tipos, constituyen en su conjunto el cancer mas
frecuente, siendo el melanoma la forma que presenta mayor mortalidad (World
Health Organization, 2017). El melanoma cutaneo es un tumor maligno originado a
partir de melanocitos, células de la epidermis responsables de la pigmentacion de
la piel (Nestle and Kerl, 2004). A pesar de que el melanoma corresponde a menos
del 5% de los casos de canceres cutaneos, éste representa aproximadamente el 75%
de las muertes relacionadas con cancer de piel (Olszanski, 2014). Ademas, el
melanoma es el cancer que ha tenido mayor incremento en su tasa de incidencia y
mortalidad en el mundo en las Gltimas décadas, a pesar del constante avance de
la terapéutica oncologica. Para este ano en Estados Unidos, se estiman 106.110
casos nuevos y cerca de 7.180 muertes a causa de esta enfermedad (American
Cancer Society, 2021; National Cancer Institute, 2019). Uruguay no es ajeno a esta
problematica, de hecho, Uruguay presenta las tasas mas altas de incidencia y
mortalidad por melanoma en Latinoamérica. En promedio se diagnostican 260 casos
anualmente y 85 wuruguayos mueren cada afo por esta causa (cifras
correspondientes al periodo 2012-2016). En el periodo 2002-2016 las tasas de
incidencia han aumentado en el entorno de un 2% por ano, 1.4% en hombres a partir
del 2004 y un 2.1% en mujeres (Figura 1.8, izquierda). En el periodo entre 2002-
2004 se destaca un mayor incremento en hombres, esto podria estar mas
relacionado con un aumento en la captura de casos que a un aumento genuino de
la incidencia. En las tasas de mortalidad también se observd un aumento
significativo, en el periodo 1990-2017 han crecido a razén de un 1.6% por afo en
hombres y de un 1.9% por ano en mujeres (Figura 1.8, derecha) (Registro Nacional
de Cancer and Comisién Honoraria de Lucha contra el Cancer, 2021).
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Figura 1.8 - Tendencias recientes de la incidencia (izquierda) y mortalidad (derecha) de melanoma
en Uruguay. Imagen extraida de (Registro Nacional de Cancer and Comision Honoraria de Lucha contra
el Cancer, 2021).
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La tasa de supervivencia a 5 anos del melanoma en su estadio inicial es del 98%.
Sin embargo, en etapas avanzadas de la enfermedad disminuye drasticamente,
llegando en el estadio metastasico a una media de sobrevida de 6 a 9 meses, con
una sobrevida a 5 anos menor del 5% (Garbe et al., 2011). El melanoma es entonces
uno de los tumores solidos mas agresivos y con una pobre respuesta a los
tratamientos clasicos. El tratamiento potencialmente curativo del melanoma
primario es la cirugia, mientras que cuando la enfermedad se hace metastasica las
opciones terapéuticas son poco eficaces (Gogas et al., 2013). Los avances
terapéuticos alcanzados en la Ultima década han logrado aumentar
moderadamente la sobrevida global en pacientes con melanoma avanzado (Moreira
et al., 2021; Shah and Dronca, 2014).

Se entiende por inmunogenicidad de un tumor a la capacidad del mismo de inducir
una respuesta inmune adaptativa que pueda prevenir el crecimiento del mismo.
Existe numerosa evidencia que sugiere que el melanoma es un tumor altamente
inmunogénico (Passarelli et al., 2017):

e Casos de remision espontanea completa en pacientes con melanoma
maligno, atribuible a la respuesta inmune frente al tumor (Halama et al.,
2010; Morton et al., 1991).

e Presencia de anticuerpos contra antigenos asociados al tumor en pacientes
con melanoma (Morton et al., 1968).

e Presencia de un infiltrado linfocitario tumoral en lesiones de melanoma en
humanos asociado a un buen pronéstico (Cipponi et al., 2011).

e El fendmeno de autoinmunidad contra las células melanociticas que
clinicamente se traduce en despigmentacion de la piel e histoldgicamente
por destruccion de melanocitos adyacentes al melanoma (Halo nevo de
Sutton) o distantes (cambios vitiligoides o vitiligo) también representa
evidencia de la inmunogenicidad tumoral (Boasberg et al., 2006; Cunha et
al., 2009).

e La inmunodepresion sistémica favorece el desarrollo de melanoma (Van
Leeuwen et al., 2010).

Actualmente se reconoce que el melanoma es un tumor heterogéneo (segun datos
clinicos, epidemiologicos y genéticos) con diversas alteraciones genéticas y que se
desarrolla en diferentes sitios del cuerpo, tanto en piel expuesta al sol como en
regiones no expuestas. Esto indudablemente complejiza su abordaje terapéutico el
cual tiene una fuerte tendencia a ser individualizado (Bertolotto, 2013).

3.2.Terapias

La remocion quirurgica constituye el tratamiento de primera linea potencialmente
curativo para aquellos pacientes con melanoma maligno no diseminado, mientras
que en etapas avanzadas de la enfermedad se debe recurrir a terapias sistémicas
(Halama et al., 2010). Los pacientes con melanoma maligno avanzado tienen un
pobre pronostico y el uso de quimioterapias (dacarbazina, temolozomida) muchas
veces no resulta efectivo debido a la resistencia que generan las células tumorales
a esta terapia (Mishra et al., 2018). Desde el ano 2010 se han logrado avances
significativos en el tratamiento de melanoma, principalmente en los que tienen
alto riesgo de recurrencia y metastasicos. Estos avances condujeron a la aprobacion
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de nuevos tratamientos inmunoterapéuticos como los anticuerpos anti-CTLA4
(Ipilimumab) y anti-PD1 (Pembrolizumab y Nivolumab) que han impactado
drasticamente en el pronostico de los pacientes, aumentando la sobrevida global
de los mismos (Moreira et al., 2021). Aproximadamente un 50% de los melanomas
presentan una mutacion especifica BRAF V600, esta mutacion induce una activacion
constitutiva de la cascada de sefalizacion RAS-RAF-MEK-ERK, por lo que el uso de
inhibidores de BRAF (Sorafenib, Vemurafenib, Dabrafenib) induce una rapida
regresion en melanoma metastasico. Hay evidencia que demuestra que estos
pacientes también responden muy bien a terapias con inhibidores de MEK
(Trametinib). Las limitantes de este tipo de terapias dirigidas es que solo se
obtienen buenos resultados en los pacientes que tengan estas mutaciones y no se
encuentran exentas a la generacion de resistencia frente a la mismas (Mishra et
al., 2018; Moreira et al., 2021). Otra aproximacion inmunoterapéutica de
aplicacion topica es el uso de imiquimod, un agonista de TLR7/8 que al activar el
receptor TLR7 induce la produccion de IFNa, IL-12, TNFa, activando el sistema
inmune innato. Actualmente la estrategia terapéutica mas utilizada es el uso de
terapias combinadas con el fin de lograr respuestas mas eficientes y prolongadas
en el tiempo, combatir la generacion de resistencias frente al tratamiento y
disminuir los efectos secundarios (Mishra et al., 2018; Najem et al., 2017). En el
ano 2015 la FDA aprobo la primera terapia basada en el uso de un virus herpes
oncolitico, talimogene laherparepvec (T-VEC), para el tratamiento de pacientes
con melanoma metastasico irresecable (Moreira et al., 2021).
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Cancer de colon
4.1.Patologia

El cancer colorrectal ha sido identificado como la segunda causa de muerte a nivel
mundial dentro de las patologias oncologicas (Bray et al., 2018). Con
aproximadamente 765000 casos nuevos a nivel global, el 55% ocurren en paises
desarrollados (Siegel et al., 2017). La incidencia de esta patologia se encuentra en
aumento, se predice que los casos nuevos incrementaran a 2-5 millones en el aiho
2035 (Dekker et al., 2019). Uruguay exhibe tasas de incidencia y mortalidad
elevadas, coincidentes con las correspondientes al conjunto de paises
desarrollados; siendo el segundo cancer mas frecuente en mujeres y el tercero en
hombres (Figura 1.9 y 1.10). Cada ano ocurren mas de 1800 casos nuevos y mas de
1000 pacientes mueren por esta enfermedad (Delgado et al., 2018).
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Figura 1.9 - Tasas de incidencia y mortalidad de diversos tipos de cancer en Uruguay, graficos
separados por sexo (mujeres en la izquierda, hombres en la derecha). Imagen extraida de (Delgado
et al., 2018).
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et al., 2018).

El pronostico de los pacientes con cancer de colon depende del estadio en que se
encuentren cuando se realiza el diagnostico; mas del 20% de los pacientes
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presentan metastasis al momento del diagnéstico, lo que se asocia a un prondstico
desfavorable. Esta enfermedad presenta un periodo asintomatico prolongado, lo
que podria explicar por qué al momento de realizar el diagndstico los pacientes ya
se encuentran en etapas avanzadas (Delgado et al., 2018; Koi and Carethers, 2017;
Siegel et al., 2017). En EEUU, la sobrevida de los pacientes a los 5 anos luego de la
remocion quirurgica de tumores localizados (estadio ), regionales (estadio Il y IIl)
y distantes (estadio IV) es de 91,1%, 71,1% y 13,3%, respectivamente. En la
enfermedad metastasica, estadio IV, la remocion quirdrgica del tumor primario y/o
lesiones metastasicas se acompana de una terapia sistémica como quimioterapias
o terapias dirigidas (Koi and Carethers, 2017). En la ultima década se han realizado
importantes avances en las areas de inmunologia del cancer y su microambiente,
lo que ha tenido un gran impacto en las estrategias diagndsticas y terapéuticas en
cancer de colon. Se ha asociado un mejor pronostico en aquellos pacientes que
presentan linfocitos infiltrantes de tumor con un fenotipo Th1 y citotdxico. Por su
parte, aquellos pacientes con linfocitos infiltrantes con un fenotipo T regulador y
Th17 y/o fibroblastos asociados al cancer (CAF) se asocian con un mal pronostico.
Ademas, la clasificacion molecular del tumor influencia el microambiente tumoral,
de modo que en patologias donde hay una inestabilidad microsatelital alta e
hipermutacién el microambiente esta enriquecido de células inmunes con funcion
antitumoral. Los tumores con estabilidad microsatelital presentan un
microambiente inmunoldgico heterogéneo y es necesario realizar evaluaciones
genéticas para hacer una subclasificacion y determinar el prondstico. Esta
caracterizacion molecular e inmunoldgica de los tumores permite identificar
marcadores predictivos de la enfermedad y definir cuales son las estrategias
terapéuticas optimas para cada paciente (Koi and Carethers, 2017).

4.2.Terapias

Aproximadamente en el 80-90% de los pacientes con cancer de colon metastasico
se determina que no es resecable, por lo que frecuentemente se utilizan
tratamientos que combinan quimioterapia (ej: 5-fluorouracil) con agentes
moleculares dirigidos a inhibir el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF,
ej: bevacizumab) o el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR, ej:
cetuximab o panitumumab) (The National Comprehensive Cancer Network, 2020).
Los beneficios clinicos de estos tratamientos son limitados, se observa un aumento
en la sobrevida global de los pacientes de unos 30 meses aproximadamente. Por
tanto, se requiere el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para mejorar
estos pronosticos (Koi and Carethers, 2017; The National Comprehensive Cancer
Network, 2020).

Los tratamientos para el cancer de colon se pueden dividir en dos categorias:
neoadyuvantes y adyuvantes. Las terapias neoadyuvantes se administran previo al
principal tratamiento, usualmente cirugia, mientras que las terapias adyuvantes
refieren a tratamientos que se dan luego o en combinacion con la terapia principal.
Con las terapias neoadyuvantes se han observado multiples beneficios clinicos
como la disminucion de la agresividad del cancer, eliminando tumores metastasicos
tempranos, previniendo complicaciones durante la cirugia y, basandose en la
respuesta al tratamiento, se pueden definir planes de terapias adyuvantes mas
adecuados en caso de ser necesarios (Lichtenstern et al., 2020).
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Inicialmente el uso de inhibidores de puntos de control del sistema inmune no se
consideraba una opcion viable para el tratamiento de cancer de colon, ya que un
estudio fase Il de un anticuerpo anti-CTLA4 (Tremelimumab) mostré que en los
pacientes refractarios a otros tratamientos no habia una mejora. Sumado a este
estudio, en dos ensayos fase | que estudiaban terapias con anticuerpos anti-PD1 y
anti-PD-L1 previamente tratados, no tuvieron respuestas. En ninguno de estos
estudios se realizo una caracterizacion molecular de los tumores, es decir, se
desconocia si presentaban una inestabilidad microsatelital baja o elevada, y esto
comprometio la interpretacion de los resultados. De hecho, un estudio posterior
evaluando un anticuerpo anti-PD1 (MDX-1106) en una variedad de tumores
resistentes a los tratamientos, entre ellos de un paciente con cancer de colon,
resultd en una respuesta completa y duradera de este paciente. A partir de estas
observaciones fue que se realizaron mas estudios y se correlaciond que los
pacientes que presentan una alta inestabilidad microsatelital responden bien a este
tipo de terapias. La FDA aprobé el uso de pembrolizumab y nivolumab (anti-PD1)
en pacientes con cancer de colon con alta inestabilidad microsatelital, y representa
la primer inmunoterapia aprobada por la FDA cuya aplicacion se basa en un
biomarcador genético de un tipo particular de tumor (Lichtenstern et al., 2020).

Las terapias mencionadas anteriormente presentan algunas limitaciones: solo
beneficia a un grupo de pacientes (aquellos con tumores con alta inestabilidad
microsatelital) y el costo de las terapias es elevado. Debido a esto, se continla
explorando en busca de estrategias terapéuticas costo-efectivas; en este sentido
una terapia adyuvante que se encuentra en estudio es el uso de aspirina. Muchos
estudios observacionales apoyan la idea de que el consumo diario de aspirina puede
mejorar la sobrevida de paciente con cancer de colon. Actualmente hay 5 ensayos
clinicos en marcha (ISRCTN74358684, NCT02647099, NCT00565708, NCT02301286 y
NCT02467582) que intentan determinar el efecto adyuvante de la aspirina en esta
patologia. Otros ensayos enfocados en la prevencion de las recurrencias post-
cirugia, evaluaron el efecto de la administracion de células tumorales (con
estabilidad microsatelital) irradiadas en conjunto con la vacuna BCG obteniendo
resultados prometedores (Lichtenstern et al., 2020).

Por todo lo mencionado anteriormente, es relevante explorar nuevas
aproximaciones terapéuticas frente al cancer. El presente trabajo esta orientado
hacia la evaluacion del potencial terapéutico de Salmonella en combinacion con
aptameros que bloguean puntos de control del sistema inmune en vias de avanzar
hacia su posible uso futuro para el tratamiento de una patologia humana de alta
incidencia en la poblacion nacional y mundial como es el cancer, particularmente
melanoma y cancer de colon.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

El conjunto de las evidencias indica que en condiciones ideales Salmonella seria capaz
de infectar células tumorales, induciendo su muerte. La generacion de antigenos
derivados de las células tumorales en un contexto inflamatorio, también inducido por
Salmonella, seria propicio para la captacion y presentacion de éstos al sistema inmune,
desencadenando una respuesta especifica contra el tumor, caracterizada por la
activacion de células NK y linfocitos T citotoxicos capaces de eliminar células
tumorales. Los aptameros en tanto evitarian la inhibicion de la activacion de los
linfocitos T especificos inducidos por el tratamiento con Salmonella, promoviendo el
mantenimiento de su funcion citotdxica.

OBJETIVOS

1.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial terapéutico de una nueva inmunoterapia basada en el uso de
la cepa LVRO1 de Salmonella en combinacion con aptameros que bloqueen distintos
puntos de control del sistema inmune para el tratamiento del melanoma y cancer
de colon.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Evaluacion del potencial terapéutico de Salmonella LVRO1 en combinacion con
los aptameros contra CLTA4, PD1y TIM3 en modelos subcutaneos de melanoma
B16F1 y cancer de colon CT26.

Comparacion del potencial terapéutico del aptamero incluido en la terapia
combinada mas efectiva con el del anticuerpo monoclonal comercial contra
dicho punto de control en modelos subcutaneos de melanoma B16F1 y cancer
de colon CT26.

Estudio de la biodistribucion del aptamero con mejor respuesta mediante
imagenologia molecular y citometria de flujo.

Analisis de la respuesta inmune ejercida por la terapia combinada que resulte
mas efectiva en modelos subcutaneos de melanoma y cancer de colon. En
particular, estudio de la activacion y funcionalidad de linfocitos T citotoxicos
y células NK.

Valoracion de la respuesta inmune antitumoral de memoria inducida por la

terapia combinada que resulte mas efectiva en modelos subcutaneos de
melanoma y cancer de colon, mediante desafio con un segundo tumor.
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MATERIALES Y METODOS

1.

Lineas celulares
1.1.Melanoma

Se utilizo la linea celular de melanoma de raton B16F1, obtenida de American
Type Culture Collection (ATCC, N° de linea CRL-6323). La linea fue cultivada
en medio Dulbecco's modified Eagle's (DMEM) enriquecido con suero fetal
bovino al 10%, a 37°C y atmosfera de CO; al 5%, siguiendo recomendaciones de
ATCC.

1.2.Cancer de colon

Se utilizo la linea celular de cancer de colon de raton CT26, obtenida de ATCC
(N° de linea CRL-2638). La linea fue cultivada en medio Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI-1640) enriquecido con suero fetal bovino al 10%, a 37°C y
atmosfera de CO; al 5%, siguiendo recomendaciones de ATCC.

Cepa bacteriana

Se utilizd una cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium)
atenuada, con una mutacion en el gen aroC (aroC-) de la via de los compuestos
aromaticos llamada LVRO1 (Chabalgoity et al., 2000). Para la preparacion de los
indculos se cultivd la cepa bacteriana en caldo Luria-Bertani (LB) a 37°C y con
agitacion (200 rpm) durante 16 horas (ON). Se prepararon alicuotas del mismo, y
se almacenaron -80°C en el mismo medio de cultivo con 15% de glicerol en una
concentracion conocida.

Al momento de su utilizacion, se descongeld una alicuota a temperatura ambiente
y se resuspendieron las bacterias en suero fisiologico estéril a una concentracion
de 1x107 ufc/mL o 2x10” ufc/mL. En todas las ocasiones, se chequed el indculo
utilizado por conteo de diluciones seriadas apropiadas en placa de LB agar.

. Aptameros

Se utilizaron aptameros contra los puntos de control CTLA4, TIM3, PD1 y un
aptamero control NEG (aptamero control inespecifico), obtenidos de IBA
Lifesciences GmbH (Alemania) (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1 - Lista de aptameros y principales caracteristicas.

Nombre Secuencia Tipo Purificacion Largo/A,G,C,T,U Referencia
CTLA4  (NH;)GGG GGA AXX YXA AXA YGA YXY AYX AXA ARN HPLC 62/18,24,0,0,0  Santulli-
GGG AGA GAG GAA GAG GGA XGG GYY GAY GXG Marotto, S.
YYG YA et al. 2003
TIM3 (NH2)GGG AGA GGA YYA XGX AGX YAY XAX GGX ARN HPLC 62/11,22,0,0,0  Hervas-
YXX GGA GYX AGY GGY AGA GYG XYG YGG XYY Stubbs, S.
YXY YY et al. 2016

PD1 (NH2)GAC GAT AGC GGT GAC GGC ACA GAC GGT ADN HPLC 75/13,20,27,15,0 Prodeus, A.
ACA GTT CCC GTC CCT GCA CTA CAC GTA TGC et al. 2015
CGC TTC CGT CCG TCG CTC

NEG (NH2)CCT GTG TGA GCC TCC TAA CCA GAA CAG ADN HPLC 64/13,10,21,20,0 Prodeus, A.
TTAAAG TGT CCCACT CCATG ATT CTT GTC TCT et al. 2015
C

En las secuencias (NH;) refiere a la modificacion NH; en el extremo 5 terminal y las siglas X e Y en
los aptameros ARN representan bases modificadas.

Previo a su uso los aptameros fueron resuspendidos en agua libre de RNasas y
almacenados a -20°C, segun indicaciones del fabricante.

3.1.Derivatizaciéon

Se realizd la marcacion del aptamero anti-PD1 con AlexaFluor647®
succinimidyl ester (Alexa647-NHS) obtenida de Thermo Fisher Scientific (A-
20006, EEUU). La conjugacion se llevd a cabo debido a que los aptameros
presentan un grupo aminohexilo en el extremo 5 terminal que forma un enlace
amida con el grupo reactivo éster N-hidroxisuccinidilo del fluoroforo. Se
resuspendi6 1 mg de aptamero PD1 en buffer bicarbonato fosfato pH=8,32.
Luego se agrego Alexa647-NHS, previamente disuelta en DMSO, en una relacion
2:1 (Alexa647-NHS:PD1). Se llevo a cabo una reaccion de 2 horas a temperatura
ambiente, protegiendo la mezcla de la luz. Se confirmé el éxito de la reaccion
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) utilizando la columna
Kinetex® 5 pm XB-C18 y se purificaron las fracciones del producto. Mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% se determind la fraccion
purificada que contenia el aptamero conjugado, el revelado se realizé por
medicion de fluorescencia utilizando In-Vivo MS FX PRO y por tincion con
nitrato de plata. Finalmente, se procedio a la cuantificacion del producto por
espectrofotometria. El producto final fue liofilizado y se almaceno a -20°C. Al
momento de su utilizacion se disolvid el aptamero conjugado en suero
fisioldgico estéril.

4. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones C57BL/6 y BALB/C, hembras, de 6-8 semanas de edad (Dilave,
Uruguay). Estos fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Higiene, con
ciclos de 12 horas luz - 12 horas oscuridad, a 21°C, 60% de humedad, y con agua y
racion ad libitum.

Todos los ensayos con animales de experimentacion se realizaron bajo normas y
cumpliendo todos los requerimientos de la Comision Nacional de Experimentacion
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Animal (CNEA) para asegurar su salud y bienestar. El protocolo de experimentacion
animal fue presentado y aprobado por la Comisidn de Etica en el Uso de Animales
(CEUA) de la Facultad de Medicina (Exp. N° 070153-000361-17).

. Modelo de melanoma B16F1 subcutaneo y protocolo de tratamiento.

Se utilizo el modelo murino de melanoma subcutaneo de células B16F1 previamente
estandarizado y muy utilizado en nuestro laboratorio (Agorio et al., 2007). Para
ello, los ratones C57BL/6 fueron inoculados a nivel flanco derecho por puncion
subcutanea (s.c.) con una suspension de 2,5 x 10° células B16F1 en 100 pl de suero
fisiologico.

Como primera aproximacion, los animales se dividieron al azar en 7 grupos: SF,
LVRO1, LVRO1+anti-PD1, LVRO1+anti-TIM3 (i.p), LVRO1+anti-TIM3 (i.v), LVRO1+anti-
CTLA4, LVRO1+NEG. Una vez que los tumores fueron visibles, aprox. el dia 9 post
inoculacion del tumor (p.i.t.), se inyecté de forma intratumoral 100 pl de suero
fisioldgico inyectable (grupo SF) o una solucién conteniendo 1x10® ufc de
Salmonella LVRO1 (resto de los grupos con LVRO1). Ademas, los dias 9, 11y 14 p.i.t.
se administraron los aptameros, en las concentraciones previamente reportadas,
tal como se indica en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 - Dosis y vias de administracion de los aptameros.

Grupo Descripcion Via de administracion Dosis aptamero n
del aptamero
SF Suero fisioldgico - - 10
LVRO1 Salmonella - - 10
LVRO1+ Salmonella combinada intraperitoneal 1300 pmol 10
anti-PD1 con aptamero anti-PD1
LVRO1+ Salmonella combinada intraperitoneal 800 pmol 11
anti-TIM3 con aptamero anti-TIM3
@(i.p)
LVRO1+ Salmonella combinada intravenosa 800 pmol 10
anti-TIM3 con aptamero anti-TIM3
@i.v)
LVRO1+ Salmonella combinada intraperitoneal 500 pmol 10
anti-CTLA4 con aptamero anti-
CTLA4
LVRO1+NEG Salmonella combinada intraperitoneal 1300 pmol 9
con aptamero control
negativo

Cada 2-3 dias se midieron los tumores, determinando ancho, largo y profundidad
con un calibre, para el calculo de volumen tumoral segin la siguiente formula:
largo x ancho x altura x /6= volumen (en mm?). Ademas, se registro la sobrevida.
Se realiz6 eutanasia humanitaria por dislocacion cervical cuando el volumen
tumoral super6 los 4.000mm?, o si el animal presentaba aspecto clinico enfermo
(criterios de punto final).

El disefio del esquema terapéutico fue modificado en reiteradas ocasiones para
obtener una respuesta con mayor potencial. Se modificaron los siguientes
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parametros: la cantidad de dosis de aptamero, el tiempo de inicio del tratamiento
y la concentracion de Salmonella, segin se especifica en cada experimento en la
seccion Resultados y Discusion. Sin embargo, la via de administracion del aptamero
y la cantidad de aptamero por dosis se mantuvieron a lo largo de todo el trabajo
tal como se detalla en la Tabla 2.2.

Para comparar el potencial terapéutico del aptamero anti-PD1 con el anticuerpo
monoclonal comercial anti-PD1 (BioXCell, clona RMP1-14), se inocularon los
tumores B16F1 tal como se describe anteriormente. Los animales se dividieron al
azar en 6 grupos: SF, LVRO1, Apt-anti-PD1, Ac-anti-PD1, LVRO1+Apt-anti-PD1
(Salmonella combinada con aptamero anti-PD1) y LVRO1+Ac-anti-PD1 (Salmonella
combinada con anticuerpo anti-PD1). A los dias 2, 4, 7y 14 p.i.t. se administro via
intraperitoneal anti-PD1 (aptamero: 1300 pmol o anticuerpo: 650 pmol equivalente
a 100 pg) a los animales que pertenecian al grupo de terapias combinadas o
monoterapia con anti-PD1. El dia 11 p.i.t. se inyectd de forma intratumoral una
solucién conteniendo 2x10° ufc de Salmonella LVRO1 a los ratones de los grupos de
terapias combinadas o monoterapia con LVRO1. Se realizé seguimiento del volumen
tumoral y sobrevida global.

. Modelo de cancer de colon CT26 subcutaneo y protocolo de tratamiento.

Se realizo la puesta a punto de la terapia con Salmonella en el modelo murino de
cancer de colon CT26 subcutaneo. Los ratones BALB/C fueron inoculados a nivel
flanco derecho por puncién subcutanea (s.c.) con una suspension de 8 x 10* células
CT26 en 100 pl de suero fisiologico. Los animales se dividieron al azar en 2 grupos:
SF y LVRO1. Al dia 11 p.i.t. y 26 p.i.t. se inyect6 de forma intratumoral 100 pl de
suero fisiolégico inyectable (grupo SF) o una solucién conteniendo 2x10° ufc de
Salmonella LVRO1 (grupo LVRO1). Se realizd seguimiento del volumen tumoral y
sobrevida global como se describié para el modelo de melanoma.

Para ensayos de evaluacion con terapia combinada, el disefio experimental se
modificd levemente: a los dias 2, 4, 7 y 14 p.i.t. se administr6 el aptamero anti-
PD1 Tabla 2.2 y se administré semanalmente LVRO1.

Se compard el potencial terapéutico del aptamero anti-PD1 con el anticuerpo
monoclonal comercial anti-PD1 obtenido de BioXCell (clona RMP1-14) en el modelo
de cancer de colon, de forma analoga al melanoma, pero considerando los tiempos
y frecuencia de tratamiento usados para cancer de colon

. Ensayo de biodistribucion del aptamero contra PD1.

Se estudio la biodistribucion del aptamero anti-PD1-Alexa-647 en el modelo de
melanoma (2 y 24 horas post administracion del aptamero) y cancer de colon (2
horas post administracion del aptamero). Para esto, a ratones portadores de tumor
se les inyectd via intravenosa 10 pg del aptamero conjugado resuspendido en 150
ul de suero fisioldgico estéril. Pasadas 2 o 24 horas los animales fueron sacrificados,
se extrajeron los organos, se pesaron y dispusieron en una placa de Petri para
evaluar su fluorescencia. El estudio de imagen ex vivo se realiz6 en el equipo In-
Vivo MS FX PRO (Bruker BioSpin) y para el procesamiento de datos se utilizo el
software Bruker.
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8. Estudio de la respuesta inmune.

Se evalud la respuesta inmune celular y humoral ejercida por Salmonella en
combinacion con anti-PD1 en el modelo murino de melanoma y cancer de colon.
Para llevar a cabo este estudio se obtuvieron muestras de suero, tumor, ganglio
linfatico drenante de tumor (TDLN) y bazo.

Se extrajo sangre para obtencion de suero. Las muestras de sangre se incubaron 30
minutos en estufa a 37°C y luego se centrifugaron a 6000 rpm por 10 minutos, se
recogieron las muestras de suero y se almacenaron a -80°C.

Posteriormente se sacrificaron los animales tratados y se obtuvieron muestras de
tumor, TDLN y bazo para su analisis. Una parte representativa de cada tumor fue
sumergida inmediatamente en TRIzol en condiciones ice-cold y posteriormente
congelada a -80°C para el analisis del perfil transcripcional de citoquinas y
quimioquinas, mientras que el resto de los tejidos fueron colocados en PBS en hielo
para su posterior analisis.

8.1.Anadlisis de la respuesta inmune celular.

A partir de los tejidos obtenidos en PBS se obtuvo una suspensiéon celular
mediante disgregacion mecanica. Se analizd el reclutamiento de células
inmunes al tumor o TDLN luego de la terapia combinada mediante citometria
de flujo.

8.1.1. Evaluacioén de los linfocitos.
Las células fueron marcadas con distintos paneles de anticuerpos, de
acuerdo a como se muestra en las tablas 2.3 y 2.4.

Tabla 2.3 - Anticuerpos conjugados a fluoréforos utilizados para
inmunofenotipificacion para linfocitos.
Fluoréforo Marcador
FITC CD49%9b
APC CD3
APCCy7 CD4
PE CD8
PerCPCy5.5 CD19
Tabla 2.4 - Anticuerpos conjugados a fluordforos utilizados para
inmunofenotipificacién de linfocitos T citotoxicos.
Fluoréforo Marcador
APCCy7 CD45
APC CD3
PerCP CD8
PE CD69
Pacific Blue CD103
FITC CD44
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Los datos se adquirieron en el citometro de flujo FACS Canto Il (Becton
Dickinson) y para el procesamiento de los datos se utilizd el software FACS
Diva.

Se definieron las células NK (CD3°CD49b*), NKT (CD3*CD49b"), linfocitos B
(CD3'CD197), linfocitos T colaboradores (CD3°CD4°CD8) y linfocitos T
citotoxicos (CD3'CD4'CD8") en tumor y células totales de TDLN.

En TDLN se definieron los linfocitos T citotoxicos activados
(CD3*CD8'CD69"), circulantes (CD3*CD8*CD44"") y residentes de memoria
(CD3*CD8*CD69°CD103). En tumor se utilizd CD45 para definir leucocitos
y luego se realizdé el mismo analisis que para TLDN.

8.1.2. Expresion diferencial de genes por RT-qPCR.

Se evalud el perfil transcripcional en muestras de tumores CT26 de
animales que fueron tratados con anti-PD1 (aptamero o anticuerpo) y/o
con Salmonella LVRO1. Al dia 14 p.i.t. se extrajo material tumoral que se
conservo en TRIzol previo a la extraccion de ARN total. El tejido tumoral
se rompié mediante el uso del TissueRuptor (Qiagen). En todos los casos
se obtuvo el ARN mediante extraccion con cloroformo. Luego de la misma,
su cantidad y calidad se evalué usando medidas espectrofotométricas a
260nm/280nm mediante NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Previo a la
sintesis de ADN copia se trato 1 pg de ARN total con DNAsal (Invitrogen)
segln instrucciones del fabricante. Luego, se llevd a cabo la
retrotranscripcion en un volumen final de 20 pl en presencia de Random
primers (200 ng), dNTPs (0,5 mM), DTT (0,01 M), RNaseOUT (40 U) y
enzima retrotranscriptasa M-MLV (Invitrogen). Finalmente se realizé6 PCR
cuantitativa en tiempo real (qPCR) con los primers descritos en Tabla 2.5,
utilizando el kit QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) en un
termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
El gen codificante para B2-microglobulina fue elegido como gen house-
keeping. Los niveles relativos de ARNm en cada muestra fueron calculados
usando el método 24t tal como se describié previamente (Livak and
Schmittgen, 2001), donde ACt = Ctgen de interés = Cthousekeeping. A SU VeZ estos
niveles fueron relativizados respecto al grupo control (tumores sin
tratamiento).
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Tabla 2.5 - Secuencias nucleotidicas de cebadores utilizados para estudiar la
expresion diferencial de genes por PCR en tiempo real.

Nombre Secuencia del cebador

MB2M_F 5 -CCTGCAGAGTTAAGCATGCCAG-3”

MB2M_R 5 -TGCTTGATCACATGTCTCGATCC-3"

miL6_F 5 -GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA-3”

miL6_R 5 -AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3”

mINFa_F 5 -CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3”

mTNFa_R 5 -CCTCCACTTGGTGGTTTGCT-3"
miFNy _F 5 -TCAGCAACAGCAAGGCGAAA-3"
miFNy_R 5'-CCGCTTCCTGAGGCTGGAT-3”

mCXCL10_F 5 -GCCGTCATTTTCTGCCTCAT-3"

mCXCL10_R 5 -GCTTCCCTATGGCCCTCATT-3"

mCCL3_F 5 -AACATCATGAAGGTCTCCAC-3"
mCCL3_R 5 -CCAAGACTCTCAGGCATTCA-3"
mCCL4_F 5 -GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT-3”
mCCL4_R 5 -GTCTGCCTCTTTTGGTCAGG-3°

mCCL5_F 5 -GGTACCATGAAGATCTCTGCA-3"

mCCL5_R 5 -AAACCCTCTATCCTAGCTCAT-3"

mCXCL2_F 5 -CCCTCAACGGAAGAACCAAA-3”

mCXCL2_R 5 -CACATCAGGTACGATCCAGGC-3"

8.2.Respuesta inmune humoral.

Para determinar los niveles de IgG totales contra células tumorales de colon
por ELISA se sensibilizaron placas de 96 pocillos con lisado de células CT26 en
PBS, ON a 4°C en camara humeda (CH). Las placas se bloquearon con 1% BSA
en PBS-Tween por 1 hora a 37°C en CH. Luego se incubaron los sueros de los
ratones (diluciones 1/5 o 1/10, dependiendo de la cantidad de suero obtenida)
por duplicado ON a 4°C en CH. Como anticuerpo secundario se utilizd un
anticuerpo policlonal biotinilado anti-ratén hecho en cabra (Southern Biotech),
se incubd 1 hora a 37°C en CH. Se agreg6 ExtrAvidin-peroxidasa (Sigma), se
incub6é por 30 minutos a temperatura de ambiente en camara oscura. La
reaccion fue revelada utilizando TMB Sigma, se detuvo con H;SO4 1N y se midio
la absorbancia a 450 nm.
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9. Valoracién de la respuesta inmune antitumoral de memoria.
9.1.Evaluaciéon mediante desafio con un segundo tumor.

A los animales que se evaluo el potencial terapéutico de Salmonella LVRO1 en
combinacion con aptameros anti-PD1 en el modelo de cancer de colon CT26
subcutaneo (punto 6 en M&M) y no desarrollaron tumor primario se los desafid
mediante la implantacion de un segundo tumor en el flanco opuesto al que se
inoculd el tumor primario, siguiendo el mismo protocolo. Cada 2-3 dias se
midieron los tumores y se registr6 la sobrevida como fue descrito
anteriormente.

9.2. Ensayo de Winn modificado.
9.2.1. Puesta a punto en CT26.

A partir de bazos de ratones naive se obtuvieron esplenocitos. Se
mezclaron con células tumorales CT26 en diferentes relaciones,
0/25/50/100:1  (esplenocitos:células CT26), siendo siempre la
concentracion final de CT26 de 8x10° células/mL.

Ratones BALB/C se dividieron al azar en 4 grupos: 0:1, 25:1, 50:1 y 100:1.
Los animales fueron inoculados a nivel flanco derecho por puncidn
subcutanea (s.c.) con 100 pl de cada suspension (8x10* células CT26, junto
con esplenocitos). Cada 2-3 dias se midieron los tumores y se registré la
sobrevida global.

9.2.2. Evaluacion en CT26.

A partir de bazos de ratones a los que se les implantd tumor y no
desarrollaron tumor primario, y de ratones naive se obtuvieron
esplenocitos, que se resuspendieron con células CT26 en una relacion
100:1 (8x10” esplenocitos: 8x10° células CT26 por mL). Ratones naive se
dividieron al azar en 8 grupos: CT26, Naive, SF, Apt-anti-PD1+LVRO1, Ac-
anti-PD1, Ac-anti-PD1+LVR01, A20 y A20+LVRO1 (segun Tabla 2.6), y
fueron inoculados a nivel flanco derecho por puncion s.c. con 100 pl de las
suspensiones esplenocitos:CT26.
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Tabla 2.6 - Descripcion grupos del ensayo de Winn.

Grupo Esplenocitos C;I'2’6
P (8x10¢ células) (8x104 células)
CcT26 . v
Naive De ratones naive (sin tratar). v
SF De ratones portadores de CT26 que recibieron suero N4
fisioldgico y no desarrollaron tumor primario.
Apt-anti-PD1  De ratones portadores de CT26 tratados con aptamero anti- v
+LVRO1 PD1 y Salmonella que no desarrollaron tumor primario.
. De ratones portadores de CT26 tratados con anticuerpo anti- J/
Ac-anti-PD1 G
PD1 y no desarrollaron tumor primario.
Ac-anti-PD1  De ratones portadores de CT26 tratados con anticuerpo anti- v
+LVRO1 PD1 y Salmonella que no desarrollaron tumor primario.
A20 De ratones portadores de tumores de linfoma A20 y que no N4
desarrollaron tumor primario.
A20+LVRO1 De ratones portadores de tumores A20 tratados con V4

Salmonella y que no desarrollaron tumor primario.

Cada 2-3 dias se midieron los tumores y se registro la sobrevida global.

10. Analisis estadistico

La comparacion de la variable tamano tumoral y las distintas variables del analisis
inmunoldgico entre los diferentes grupos se realizo por T test (T de student) o
analisis de multivariables ANOVA, tomandose como significativo cuando p<0,05.
Para el estudio de sobrevida de los ratones se construyeron curvas de sobrevida
para cada uno de los grupos de ratones segln el método descrito por Kaplan y Meier
y la comparacion de las curvas se evaluo utilizando el Test Logrank.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.

EVALUACION DEL POTENCIAL TERAPEUTICO DE SALMONELLA LVRO1 EN
COMBINACION CON MOLECULAS QUE BLOQUEAN PUNTOS DE CONTROL
INHIBIDORES DEL SISTEMA INMUNE EN UN MODELO DE MELANOMA B16F1
SUBCUTANEO.

1.1.Puesta a punto del tratamiento con Salmonella LVRO1 en combinaciéon con
los aptameros contra CTLA4, PD1 y TIM3 en un modelo de melanoma B16F 1
subcutaneo.

La puesta a punto de la terapia combinada de LVRO1 con los aptameros
inhibidores de puntos de control del sistema inmune tenia por objetivos, por
un lado, definir un esquema terapéutico donde se pueda apreciar los efectos
de las terapias y, por otro lado, definir un aptamero cuyo potencial terapéutico
(solo o en combinacion con Salmonella) sea superior al resto y continuar los
ensayos con ese candidato.

En una primera aproximacion se utilizoé un disefo experimental en donde los
animales recibieron Salmonella y la primera dosis de aptameros en tiempos
muy cercanos, aproximadamente al dia 10 post inoculacion del tumor (p.i.t).
Este esquema fue pensado asi porque en experiencias previas con terapias
combinadas en modelo de melanoma murino, la administracion de LVRO1 en
neoadyuvancia tuvo resultados exitosos, disminuyendo el tamano tumoral y
aumentando la sobrevida global del grupo de ratones tratados (Chilibroste et
al., 2021; Vola et al., 2018). El régimen de tratamiento fue entonces: al dia 0
se implantaron las células tumorales B16F1 de manera s.c. en el flanco derecho
de los ratones, al dia 9 p.i.t. se administré LVRO1 i.t. junto con la primera
dosis de los aptameros por distintas vias, a los dias 11 y 14 p.i.t. se
administraron la segunda y tercera dosis de aptameros (Figura 3.1 A). El
crecimiento tumoral fue monitorizado cada 2-3 dias, y la sobrevida registrada.
La figura 3.1 muestra que no hubo diferencias significativas entre los
resultados obtenidos con las terapias combinadas (Salmonella LVRO1 mas
aptamero) y la monoterapia con LVRO1, y las diferencias que se observaron
respecto al grupo control fueron modestas. Sin embargo, se pudieron obtener
algunos datos relevantes de estos resultados. (1) El aptamero anti-TIM3 fue
administrado por dos vias diferentes, tanto intravenosa como intraperitoneal,
ya que en el trabajo de referencia este aptamero se administraba via
intravenosa y nos interesaba saber si el uso de vias diferentes afectaba el
efecto terapéutico. No se observaron diferencias significativas entre los
resultados obtenidos por las dos vias, por lo que se selecciond la via
intraperitoneal como mas apropiada para la administracion frecuente de
aptameros (Figura 3.1 B, E-F). (2) El aptamero anti-CTLA4 en combinacion con
LVRO1 fue el que demostro tener el menor potencial terapéutico. No se
observaron diferencias significativas en el tamano tumoral ni en la sobrevida
global en el grupo que recibio la terapia combinada con anti-CTLA4 y el grupo
control (Figura 3.1 G-H). (3) Los aptameros anti-TIM3 y anti-PD1 resultaron ser
potenciales candidatos para la terapia combinada, ya que se observo un
aumento significativo de la sobrevida en los grupos que recibieron Salmonella
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combinada con éstos, respecto al grupo control. La mediana de sobrevida del
grupo control fue de 23 dias p.i.t., mientras que para el grupo LVRO1+anti-
TIM3 (i.p) fue de 27 dias p.i.t. (p=0,0086, log rank test) y para el grupo
LVRO1+anti-PD1 fue de 26 dias p.i.t. (p= 0,0448, log rank test) (Figura 3.1 D,
F). Ademas, se observo una modesta disminucion del tamano tumoral en ambas
terapias combinadas respecto al grupo control. Al dia 18 p.i.t., las medias de
volumen tumoral para los grupos control, LVRO1+anti-TIM3 (i.v) y LVRO1+anti-
PD1 fueron 2092 + 239 mm3 1387 + 159 mm?® y 1261 + 208 mm?,
respectivamente. Ambos grupos tratados presentaron un tamafio
significativamente menor que el grupo control (LVRO1+anti-TIM3 (i.v) vs SF p=
0,0244; LVRO1+anti-PD1 vs SF p= 0,0172, t test) (Figura 3.1, B). Por otro lado,
cabe mencionar que los resultados obtenidos con LVRO1 no fueron los
esperados, ya que si bien se observo un aumento en la sobrevida global del
grupo tratado con LVRO1 respecto al grupo control (mediana de sobrevida 27
dias p.i.t., p=0,0102 log rank test), no se observaron las ya reportadas
diferencias en los tamafos tumorales entre los grupos LVRO1 y control
(Chilibroste et al., 2021; Monaco et al., 2021b; Vola et al., 2018).

Debido al modesto efecto que se observd en las terapias combinadas
(LVRO1+anti-PD1 y LVRO1+anti-TIM3), no se pudo definir una terapia con un
mayor potencial terapéutico en el modelo utilizado. Nos propusimos realizar
la puesta a punto del tratamiento en base al aptamero anti-PD1, ya que se
contaba con suficiente material para trabajar, quedando sujeto de
disponibilidad de aptamero los ensayos con anti-TIM3.

1.2.Puesta a punto de la evaluacion del potencial terapéutico de Salmonella
LVRO1 en combinacion con aptamero contra PD1 en un modelo de
melanoma B16F1 subcutaneo.

Se evaludé el potencial terapéutico in vivo del aptamero anti-PD1 en
combinacion con Salmonella aplicando diferentes protocolos. Los principales
parametros modificados para optimizar el efecto fueron: la cantidad de dosis
de aptamero (se plante6 aumentar a un esquema de 4 dosis, manteniendo la
misma concentracion por dosis), el tiempo de inicio del tratamiento (comenzar
en tiempos mas tempranos) y la concentracion de Salmonella (se aumento la
dosis de LVRO1 a 2x10° ufc), segln se describe en cada esquema.

En una primera instancia se inicio el tratamiento al dia 7 p.i.t., como se
muestra en la figura 3.2 A. Se observé un enlentecimiento del crecimiento
tumoral en los ratones que recibieron la terapia combinada LVRO1+anti-PD1
respecto al grupo control y al grupo que recibio la monoterapia anti-PD1
(Figura 3.2 B). Al dia 14 p.i.t., las medias de volumen tumoral para los grupos
control, anti-PD1 y LVRO1+anti-PD1 fueron de 768 + 142 mm?, 658 + 98 mm?y
304 + 58 mm?, respectivamente. El grupo LVRO1+anti-PD1 tuvo un volumen
tumoral significativamente menor que el grupo anti-PD1 (LVRO1+anti-PD1 vs
anti-PD1 p=0,0447, t test) y que el grupo control (LVRO1+anti-PD1 vs SF
p=0,0090, t test) (Figura 3.2 D).
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Figura 3.1 - Puesta a punto de la terapia combinada LVRO1+Aptameros en modelo de melanoma murino.
Esquema del diseno experimental (A). Comparacion de los volimenes tumorales al dia 18 p.i.t. (B). Curvas
de crecimiento tumoral y sobrevida de LVRO1+anti-PD1 (C, D), LVRO1+anti-TIM3 (E, F), LVRO1+anti-CTLA4
y LVRO1+NEG (G, H). Resultados representativos de 2 ensayos independientes. N=10 por grupo. SF: suero
fisiologico, LVRO1: Salmonella, LVRO1+anti-PD1: Salmonella combinada con aptamero anti-PD1,
LVRO1+anti-TIM3 (i.p): Salmonella combinada con aptamero anti-TIM3 administrado via intraperitoneal,
LVRO1+anti-TIM3 (i.v): Salmonella combinada con aptamero anti-TIM3 administrado via intravenosa,
LVRO1+anti-CTLA4: Salmonella combinada con aptamero anti-CTLA4, LVRO1+NEG: Salmonella combinada
con aptamero control negativo. Las diferencias significativas se sefalan con asteriscos (*): * p<0,05 y **
p<0,01.
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Al dia 18 p.i.t, las medias de volumen tumoral para los grupos control, anti-
PD1y LVRO1+anti-PD1 fueron de 2229 + 304 mm?, 2275 + 301 mm®y 1139 + 186
mm?, respectivamente. El grupo LVRO1+anti-PD1 tuvo un volumen tumoral
significativamente menor que el grupo anti-PD1 (LVRO1+anti-PD1 vs anti-PD1
p=0,0080, t test) y que el grupo control (LVRO1+anti-PD1 vs SF p=0,0073, t test)
(Figura 3.2 E). El efecto antitumoral observado fue modesto y puede deberse
a la administracion de Salmonella, ya que no se observan diferencias entre los
ratones tratados con la terapia combinada respecto a los tratados con
Salmonella como monoterapia. Las medias de volumen tumoral en el grupo
LVRO1 fueron de 389 + 52 mm?* (LVRO1 vs LVRO1+anti-PD1 p=0,2850, t test) y
1338 + 151 mm?® (LVRO1 vs LVRO1+anti-PD1 p=0,4109, t test) a los dias 14y 18
p.i.t, respectivamente (Figura 3.2 D, E). Dicho efecto en el tamano tumoral se
reflejo en la sobrevida global de los animales tratados con LVRO1, pero no en
los que recibieron la terapia combinada (Figura 3.2 C). La mediana de
sobrevida del grupo LVRO1 fue de 29 dias p.i.t., mientras que para el grupo
control fue de 22,5 dias p.i.t. (LVRO1 vs SF p=0,0046, log rank test) y para el
grupo anti-PD1 fue de 22 dias p.i.t. (LVRO1 vs anti-PD1 p= 0,0014, log rank
test).

Se opt6 por modificar nuevamente el esquema de inmunizacion con el fin de
obtener mejores resultados terapéuticos. En el nuevo esquema se plante6 un
inicio alin mas temprano del tratamiento, al dia 2 p.i.t. (Figura 3.3 A), en un
esquema idéntico al que utilizan en el trabajo de referencia donde se describe
el efecto antitumoral del aptamero anti-PD1 (Prodeus et al., 2015). Si
pensamos en la eventual traslacion a la clinica de este tipo de tratamiento se
podria discutir que este esquema se aleja un poco de la experiencia clinica, ya
que se requeriria de un diagnostico temprano de la patologia y frecuentemente
se realiza el diagnostico en etapas mas avanzadas de la enfermedad, por lo
que no podriamos comenzar un tratamiento en etapas tan tempranas. Sin
embargo, a medida que se estudian y desarrollan nuevas terapias frente al
cancer, el campo de los métodos diagndsticos también se encuentra en
continuo desarrollo. Por lo tanto, es posible pensar en la traslacion a la clinica
de este tipo de esquemas, si se aplican técnicas diagndsticas que lo permitan.

Para dicho esquema, se observo un enlentecimiento en el crecimiento tumoral
de los animales que recibieron tratamiento, tanto en la terapia combinada
como en las monoterapias, respecto al grupo control (Figura 3.3 B). También,
se observo un aumento en la sobrevida global de los animales que recibieron
la terapia combinada con respecto al grupo control y al grupo que recibio solo
anti-PD1. La mediana de sobrevida del grupo LVRO1+anti-PD1 fue de 31,5 dias
p.i.t., mientras que para el grupo control fue de 22 dias p.i.t. (LVRO1+anti-PD1
vs SF p=0,0007, log rank test) y para el grupo anti-PD1 fue de 25 dias p.i.t.
(LVRO1+anti-PD1 vs anti-PD1 p= 0,0129, log rank test). Ademas, se observo un
aumento de la sobrevida global en el grupo anti-PD1 respecto al grupo control
(anti-PD1 vs SF p=0,0403, log rank test). En los ratones tratados con LVRO1 se
observé un aumento de la sobrevida global respecto al grupo control (LVRO1 vs
SF p<0,0001, log rank test) y al grupo anti-PD1 (LVRO1 vs anti-PD1 p=0,0012,
log rank test) (Figura 3.3 C). Nuevamente podemos inferir que el efecto
antitumoral de la terapia combinada se debe a la accion de Salmonella en el
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Volumen tumoral (mm %)

Volumen tumoral (mm %)

tumor, ya que no se observaron diferencias en la sobrevida global de los
ratones que recibieron LVRO1 respecto a los que recibieron LVRO1+anti-PD1.
En base a estas observaciones surge la pregunta de si la ausencia de efecto es
debida a que el eje PD1/PD-L1 no tiene relevancia bioldgica en este modelo y
por tanto no tiene sentido el bloqueo de PD1, o si es debida a la falta de
funcionalidad por parte del aptamero.
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Figura 3.2 - Evaluacion de la terapia combinada LVRO1+anti-PD1 en modelo de melanoma
murino. Esquema del diseno experimental (A). Curvas de crecimiento tumoral (B). Curvas de
sobrevida (C). Comparacion de voliumenes tumorales al dia 14 p.i.t. (D) y al dia 18 p.i.t. (E).
Resultado de 1 experimento. N=12 por grupo. SF: suero fisiologico, LVRO1: Salmonella, anti-
PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+anti-PD1: Salmonella combinada con aptamero anti-PD1. Las
diferencias significativas se sefialan con asteriscos (*): * p<0,05 y ** p<0,01.
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Figura 3.3 - Evaluacion de la terapia combinada LVRO1+anti-PD1 en modelo de melanoma
murino. Esquema del disefio experimental (A). Curvas de crecimiento tumoral (B). Curvas de
sobrevida (C). Resultados representativos de 2 experimentos independientes. N=12 por grupo.
SF: suero fisiologico, LVRO1: Salmonella, anti-PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+anti-PD1:
Salmonella combinada con aptamero anti-PD1. Las diferencias significativas se sefalan con
asteriscos (*): * p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001.

1.3.Estudio del eje PD1/PD-L1 y comparacion del potencial terapéutico del

aptamero contra PD1 con el del anticuerpo monoclonal comercial contra
PD1 en el modelo de melanoma B16F1 subcutaneo.

Ante la ausencia de efecto terapéutico utilizando el aptamero anti-PD1 surge
la interrogante de si los resultados mostrados anteriormente se debieron a que
el bloqueo de PD1 en las distintas aproximaciones carece de efecto antitumoral
relevante. Sabemos que la linea tumoral B16F1 expresa PD-L1 (Duarte, n.d.).
Por tanto, nuestro siguiente paso fue analizar la expresion del receptor PD1.
Para ello, se analizaron muestras de tumor y TDLN de ratones portadores de
melanoma (Figura 3.4 A). Se observo que tanto los linfocitos T CD4* como los
linfocitos T CD8* de ambos tejidos expresan PD1. Ademas, el tratamiento con
Salmonella genera una reduccion en la expresion de PD1 en los linfocitos T
CD8" en TDLN, lo que demuestra que el eje PD1/PD-L1 se somete a una
regulacion y sugiere que el mismo podria ser relevante en la respuesta
antitumoral efectora producida por la terapia. Es decir, seria un blanco
terapéutico funcional.

A pesar de demostrar la expresion de moléculas del eje PD1/PD-L1 y su
regulacion en el modelo utilizado, el bloqueo de PD1 no tiene impacto en la
respuesta antitumoral. La hipotesis que surge de estas observaciones es que el
aptamero no sea una molécula eficaz para realizar este bloqueo. Para
responder esto se evalud en paralelo el efecto terapéutico de un anticuerpo
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comercial anti-PD1 y el aptamero anti-PD1, aplicando el esquema de
inmunizacion que se muestra en la figura 3.4 B.

En este experimento, no se observaron diferencias significativas en las
respuestas de los animales que recibieron la monoterapia con el anticuerpo
anti-PD1 (Ac-anti-PD1) respecto a los que recibieron la monoterapia con
aptamero anti-PD1 (Apt-anti-PD1) (Figura 3.4 C). Si bien al dia 14 p.i.t. el
grupo que recibio el aptamero anti-PD1 presenté un menor tamano tumoral
que el grupo tratado con anticuerpo anti-PD1, este comportamiento fue
puntual y no se mantuvo a lo largo del tiempo. En cuanto a la sobrevida global
no se observaron diferencias entre los grupos; las medianas de sobrevida
fueron de 25 y 24 dias p.i.t. para los grupos Apt-anti-PD1 y Ac-anti-PD1,
respectivamente (p=0,2481, log rank test) (Figura 3.4 D).
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Figura 3.4 - Estudio del eje PD1/PD-L1 y comparacion del potencial terapéutico del aptamero
anti-PD1 vs el anticuerpo anti-PD1 en modelo de melanoma murino. Expresion de PD1 en
linfocitos T CD4* y CD8* en TDLN y tumor (A). Esquema del disefio experimental (B). Curvas de
crecimiento tumoral (C). Curvas de sobrevida (D). Resultado de 1 experimento. N=12 por grupo.
SF: suero fisiologico, Apt-anti-PD1: aptamero anti-PD1, Ac-anti-PD1: anticuerpo anti-PD1. Las
diferencias significativas se sefialan con asteriscos (*): * p<0,05.

Cuando fueron ensayados en combinacion con Salmonella, se observd un

modesto enlentecimiento del crecimiento de los grupos que recibieron LVRO1,
ya sea como monoterapia o en terapia combinada, respecto al grupo control
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(Figura 3.5 B). Al dia 20 p.i.t., las medias de volumen tumoral para los grupos
control, LVRO1, LVRO1+Ac-anti-PD1 y LVRO1+Apt-anti-PD1 fueron de 2206 + 315
mm?, 1393 + 143 mm?, 1484 + 368 mm?®y 982 + 267 mm?, respectivamente. El
tamano tumoral de LVRO1 y LVRO1+Apt-anti-PD1 fueron significativamente
menores con respecto al grupo control (SF vs LVRO1 p=0,0289; SF vs Apt-LVRO1
p=0,0071, t test) (Figura 3.5 D). En cuanto a la sobrevida, se observd un
aumento de la sobrevida global en los grupos LVRO1 y LVRO1+Apt-anti-PD1,
respecto al grupo control. La mediana de sobrevida en el grupo control fue de
24 dias p.i.t., en el grupo LVRO1 fue de 30 dias p.i.t. (SF vs LVRO1 p=0,0356,
log rank test) y en el grupo LVRO1+Apt-anti-PD1 de 35 dias p.i.t. (SF vs
LVRO1+Apt-anti-LVRO1 p=0,0026, log rank test) (Figura 3.5 C). Tal como se
discutio en el apartado anterior, se infiere que la modesta reducciéon en el
tamano tumoral y aumento de la sobrevida global observada en los ratones
tratados es principalmente por accion de la Salmonella en el microambiente

tumoral.
A B _ -~ SF
E -= VROl
B16FY = 4000 ~ LVRO1+Apt-anti-PD1
2,5X10° células (, PO PO ok LVRO1 PD1 5 -+ LVROL+Ac-anti-PD1
’ .9) (AptoAc) (AptoAc) (APtOAC) 2x10s ufc (i.t) (Apto Ac) E
l l l l l $ 2000
£
E]
o
>
C57BL/6 0 T T T T
10 15 20 25 30
Dias post-inoculacion de tumor
c D Dia 20 p.i.t
*%
100 &
—— SF |* % IS * A
—— LVRO1 * £ 40004 Y
= °
3 —— LVROL+Apt-anti-PD1 ® v N
= ) 5 3000{ o
[ —— LVRO1+Ac-anti-PD1 £ L] N
8 50 S ]
3 = 20001 u v
%} c O
v
s : . R -
10004 °
g ° = %v_ 4,4
>
0 — 0 . . LA L
15 %o 25 , 30 3.5, 40 45 50 o o> s o>
Dias post inoculacién de tumor W & Ny

W v
po KPS
o o>
o o

Figura 3.5 - Comparacion del potencial terapéutico de las terapias combinadas LVRO1 con
aptamero anti-PD1 vs LVRO1 con anticuerpo anti-PD1 en modelo de melanoma murino. Esquema
del disefio experimental (A). Curvas de crecimiento tumoral (B). Curvas de sobrevida (C).
Comparacion de los volumenes tumoral al dia 20 p.i.t. (D). Resultado de 1 experimento. N=12
por grupo. SF: suero fisioldgico, LVRO1: Salmonella, LVRO1+Apt-anti-PD1: Salmonella con
aptamero anti-PD1, LVRO1+Ac-anti-PD1: Salmonella con anticuerpo anti-PD1. Las diferencias
significativas se sefhalan con asteriscos (*): * p<0,05 y ** p<0,01.

Con estos resultados se puede decir que el plan terapéutico propuesto para el
modelo murino de melanoma B16F1 subcutaneo carece de un potencial
antitumoral significativo, independientemente de la naturaleza de la molécula
bloqueadora de PD1 que se utilice.

Una hipétesis que puede explicar estos resultados es que el eje PD1/PD-L1 no
sea relevante en el modelo utilizado, confirmado por la ausencia de efecto con
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las monoterapias con bloqueadores de PD1. Sumado a esto, se ha descrito que
uno de los mecanismos por el cual Salmonella ejerce su efecto antitumoral es
mediante la induccion de la disminucion de la expresion de PD-L1 (Chen et al.,
2020), esto también podria explicar por qué no observamos un efecto sinérgico
al combinar ambas terapias, ya que actuan sobre el mismo eje.

En cuanto a la relevancia del bloqueo del eje PD1/PD-L1 en melanoma, la
experiencia en clinica utilizando anticuerpos monoclonales tanto anti-PD1
como anti-PD-L1 ha sido exitosa. De hecho, en el afio 2014 pembrolizumab y
nivolumab, anticuerpos monoclonales que bloquean PD1, fueron aprobados por
la FDA para el tratamiento de melanoma refractario y no resecable (Waldman
et al., 2020). Esta evidencia nos demuestra que el eje si cumple un rol
relevante en la patologia y nos reconduce a reflexionar sobre el modelo animal
que utilizamos en este estudio.

Si observamos los antecedentes preclinicos que existen del uso de anticuerpos
que bloquean puntos de control inhibitorios del sistema inmune en modelos
murinos de melanoma, podemos ver que no siempre se obtuvieron resultados
prometedores en estos ensayos. Sin embargo, al trasladar estas moléculas a la
clinica se observa su efecto terapéutico. Sucedié en el caso de Ipilimumab
(anticuerpo anti-CTLA4) que, a pesar de no obtener los resultados preclinicos
esperados, al trasladarse la terapia a la clinica se demostré que el anticuerpo
poseia un efecto terapéutico significativo en pacientes con melanoma fase
HI/1IV (Waldman et al., 2020). En el modelo de melanoma esto sucede con
frecuencia, ya que es un tipo de cancer sumamente complejo y no siempre los
modelos animales pueden reflejar lo que sucede en el humano. Por definicion
un modelo de una enfermedad no va a replicar todos los aspectos de la
patologia. Sin embargo, los modelos murinos de melanoma han aportado
valiosa informacion: permitieron identificar mecanismos moleculares
involucrados en la biologia del melanoma, testear nuevos agentes terapéuticos
y predecir algunos biomarcadores. En las Ultimas décadas las aproximaciones
inmunoterapéuticas para tratar patologias oncoldgicas han tomado un gran
protagonismo, principalmente por los resultados exitosos obtenidos en la
clinica; y es justamente con estas aproximaciones que la traslacion a la clinica
de resultados obtenidos en modelos murinos no es tan reproducible. La
relacion entre las células tumorales, las células inmunes y el microambiente
tumoral que se genera es dificil de reproducir en modelos preclinicos de
melanoma. En el afio 2003, el centro de investigacion de cancer del Instituto
Nacional del Cancer (NCI, EE.UU) promovio el programa de oncologia
comparativa para fomentar el uso de animales domésticos, principalmente
perros, que generaron cancer espontaneamente, como modelos de cancer
humanos. Una de las principales ventajas de estos estos modelos es que la
ubicacion anatomica del tumor y las caracteristicas fisioldgicas del mismo se
asemejan a lo que ocurre en el humano (Barutello et al., 2018). A pesar de las
evidentes ventajas que representan estos modelos aln nos encontramos lejos
de poder utilizarlos rutinariamente, ya que también cuentan con diversas
limitaciones: mayor variabilidad, dificultad de trabajar con un nimero grande
de animales, falta de infraestructura para el alojamiento, falta de reactivos
de investigacion, entre otras.
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Debido a esto, surge la necesidad de encontrar un modelo animal de cancer
que nos brinde una ventana de tiempo de trabajo mas amplia, tanto para
administrar los tratamientos como para poder analizar la respuesta
terapéutica en plazos mas extendidos. Ademas, esto nos permitiria administrar
mayor cantidad de dosis de los agentes inmunoterapéuticos a lo largo del
tiempo.

1.4.0Optimizacion de la evaluacion del potencial terapéutico de Salmonella
LVRO1 en combinacion con aptameros contra TIM3 en un modelo de
melanoma B16F1 subcutaneo.

En ausencia de los resultados esperados con la terapia anti-PD1, trabajamos
en la optimizacion de la terapia combinada con Salmonella y el aptamero anti-
TIM3, ya que el bloqueo de este punto de control en la puesta a punto con
ratones portadores de tumores B16F1 mostré un potencial terapéutico
moderado. Para ello se utilizoé la aproximacion experimental que arrojo los
resultados terapéuticos de mayor potencial con anti-PD1. Se administraron 4
dosis del aptamero anti-TIM3 a los dias 2, 4, 7y 14 p.i.t., y 2 dosis de LVRO1 a
los dias 11 y 21 p.i.t., como se muestra en la figura 3.6 A y se describe en
detalle en M&M.

En este caso se observd un enlentecimiento en el crecimiento tumoral de los
animales que recibieron LVRO1 y la terapia combinada respecto al grupo
control (Figura 3.6 B). Al dia 25 p.i.t., las medias de volumen tumoral para los
grupos control, LVRO1 y LVRO1+anti-TIM3 fueron de 3824 + 337 mm?, 2223 =+
525 mm® y 2201 + 321 mm?®, respectivamente (LVRO1 vs SF p=0,0439;
LVRO1+anti-TIM3 vs SF p=0,0071, t test). Se observd un aumento en la
sobrevida de los animales que recibieron la terapia combinada con respecto al
grupo control y al grupo que recibi6é anti-TIM3 (Figura 3.6 C). La mediana de
sobrevida en el grupo control y del grupo TIM3 fueron de 24,5 dias p.i.t., y la
del grupo LVRO1+anti-TIM3 fue de 30 dias p.i.t. (LVRO1+anti-TIM3 vs SF
p=0,0070, log rank test; LVRO1+anti-TIM3 vs anti-TIM3 p=0,0437, log rank test).
No se observaron diferencias significativas entre los ratones que recibieron la
terapia combinada en comparacion con aquellos que recibieron la monoterapia
con Salmonella. Por lo que podemos inferir nuevamente que el efecto
observado se debe a la accion antitumoral de Salmonella.

Resulta interesante observar el comportamiento que tiene la curva de volumen
tumoral de los ratones del grupo LVRO1+anti-TIM3 en comparacion con el grupo
LVRO1 (Figura 3.6 D). Si bien no hay diferencias estadisticamente significativas
en los volumenes graficados, la curva de crecimiento tumoral de LVRO1+anti-
TIM3 muestra una tendencia a un crecimiento tumoral mas acelerado al inicio
y en el entorno del dia 24 p.i.t. observamos que el crecimiento comienza a
enlentecerse, pudiendo inferir que podria estar dandose una respuesta inmune
tardia. Esto toma sentido si pensamos en el rol fisioldgico de la expresion de
TIM3 en los linfocitos, descrito para los linfocitos T exhaustos. De hecho, se
postula TIM3 como un marcador adicional a la expresion de PD1 para identificar
linfocitos con un fenotipo exhausto (Tsai and Hsu, 2017).
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Figura 3.6 - Evaluacion de la terapia combinada LVRO1+anti-TIM3 en modelo de melanoma
murino. Esquema del diseno experimental (A). Curvas de crecimiento tumoral (B). Curvas de
sobrevida (C). Comparacion de curvas de crecimiento tumoral LVRO1 vs LVRO1+anti-TIM3 (D).
Resultado de 1 experimento. N=12 por grupo. SF: suero fisiologico, LVRO1: Salmonella, anti-
TIM3: aptamero anti-TIM3, LVRO1+anti-TIM3: Salmonella combinada con aptamero anti-TIM3.
Las diferencias significativas se senalan con asteriscos (*): * p<0,05y ** p<0,01.

Una limitante del modelo de melanoma murino que utilizamos en este trabajo
es que el tumor se desarrolla rapidamente. Esto dificulta realizar un analisis
de la respuesta inmune tardia, ya que los animales (principalmente los del
grupo control) alcanzan el punto final de volumen tumoral de 4000 mm?® en
tiempos cortos. Debido a esto, surge la necesidad de encontrar un modelo
animal de cancer que nos brinde una ventana de tiempo de trabajo mas amplia,
tanto para administrar los tratamientos como para poder analizar la respuesta
terapéutica en plazos mas extendidos.

A pesar de la posible potencialidad terapéutica que se puede observar en los

resultados, el aptamero anti-TIM3 se dejé de utilizar en este trabajo debido a
limitaciones de tiempo y costo que conllevaba obtenerlo.

54



2. EVALUACION DEL POTENCIAL TERAPEUTICO DE SALMONELLA LVRO1 EN
COMBINACION CON MOLECULAS QUE BLOQUEAN PD1 EN UN MODELO DE
CANCER DE COLON CT26 SUBCUTANEO.

2.1.Puesta a punto del tratamiento con Salmonella LVRO1 en el modelo de
cancer de colon CT26 subcutaneo.

Ante la ausencia de efecto del bloqueo de PD1 en el modelo murino de
melanoma B16F1 subcutaneo, se opto6 por evaluar la estrategia terapéutica en
otro modelo, carcinoma de colon CT26, en el cual el potencial terapéutico de
la inhibicion de PD1 ya fue descrita. Para ello, primero se realizo la puesta a
punto del modelo murino tumoral y del tratamiento con LVR0O1 en este modelo.

En el primer ensayo de la puesta a punto, se administraron dos dosis de LVRO1:
al dia 11 p.i.t., manteniendo el criterio que utilizabamos en el modelo de
melanoma de tumor palpable, y la segunda al dia 26 p.i.t. (Figura 3.7 A). Se
observd un enlentecimiento en el crecimiento tumoral del grupo LVRO1
respecto al grupo control, se registré6 un tamano tumoral significativamente
menor en los dias 13, 15, 18, 21, 29 y 32 p.i.t. (Figura 3.7 B). Sin embargo, no
se observd una diferencia significativa en la sobrevida global entre ambos
grupos (Figura 3.7 C), a pesar de que la mediana de sobrevida del grupo SF fue
de 33 dias p.i.t. y la del grupo LVRO1 fue de 42 dias p.i.t. (SF vs LVRO1
p=0,0652, log rank test).

A raiz de estos resultados se decidio modificar levemente el disefo
experimental con dosis de LVR01 administradas semanalmente (Figura 3.8 A).
Se observd un enlentecimiento del crecimiento tumoral en ratones tratados
con LVRO1 respecto a los que recibieron suero fisioldgico, y este efecto se vio
reflejado en la sobrevida (Figura 3.8 B, C). La mediana de sobrevida del grupo
control fue de 36 dias p.i.t. y la del grupo LVRO1 fue de 44 dias p.i.t. (SF vs
LVRO1 p=0,0058, log rank test).

La administracion semanal de LVRO1 permitié observar las diferencias en el
tamano tumoral y sobrevida esperadas, y brindé esa ventana temporal mas
amplia para trabajar. Cabe mencionar que en este modelo alrededor de un 5%
de los tumores implantados no se desarrollan, posiblemente debido a la baja
carga tumoral que implantamos lo que permite que las células tumorales sean
eliminadas por la respuesta inmune de los ratones. Si bien existen trabajos en
que los modelos tumorales con CT26 difieren del utilizado aqui, donde se
inoculan una alta carga de células tumorales (1x10® vs 8x10* células) esta
aproximacion permite un efecto mas notorio de Salmonella, ajustandose los
objetivos que se propuso evaluar.

2.2.Andlisis del potencial terapéutico de Salmonella LVRO1 en combinacioén con
aptameros anti-PD1 en un modelo de cancer de colon CT26 subcutaneo.

Para evaluar los efectos de la terapia combinada se utilizdé como base el
esquema terapéutico que mostré mejores resultados en el modelo de
melanoma y la puesta a punto que observamos en la seccidon anterior. Por
ende, los aptameros se administraron a los dias 2, 4, 7y 14 p.i.t., y LVRO1 se
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administré al dia 11 p.i.t. y luego semanalmente (Figura 3.9 A). En este ensayo,
se observo un enlentecimiento del crecimiento tumoral del grupo de ratones
que recibieron la terapia combinada respecto a los grupos que recibieron las
monoterapias y el grupo control (Figura 3.9 B). Al dia 24 p.i.t., las medias de
volumen tumoral para los grupos control, LVRO1, anti-PD1 y LVRO1+anti-PD1
fueron de 1340 + 305 mm?, 1100 + 200 mm?, 1253 + 305 mm?®y 550 + 139 mm°,
respectivamente. El tamafo tumoral de LVRO1+Apt-anti-PD1 fue
significativamente menor que respecto grupo control (SF vs LVRO1+anti-PD1
p=0,0279, t test), al grupo LVRO1 (LVRO1 vs LVRO1+anti-PD1 p=0,0344, t test)
y al grupo anti-PD1 (anti-PD1 vs LVRO1+anti-PD1 p=0,0479, t test) (Figura 3.9
D). Se observo un aumento en la sobrevida global de los ratones que recibieron
la terapia combinada respecto al grupo que recibio la terapia anti-PD1; se
registro una mediana de sobrevida para el grupo anti-PD1 de 32,5 dias p.i.t. y
para el grupo LVRO1+anti-PD1 de 46 dias p.i.t. (anti-PD1 vs LVRO1+anti-PD1
p=0,0406, log rank test) (Figura 3.9 C).
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Figura 3.7 - Puesta a punto de la terapia LVR0O1 en modelo de cancer de colon murino. Esquema
del disefo experimental (A). Curvas de crecimiento tumoral (B). Curvas de sobrevida (C).
Resultado representativo de 2 experimentos independientes. N=12 por grupo. SF: suero
fisiologico, LVRO1: Salmonella. Las diferencias significativas se sefalan con asteriscos (*): *
p<0,05 y ** p<0,01.
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Figura 3.8 - Evaluacion de la terapia LVRO1 en modelo de cancer de colon murino. Esquema del
diseno experimental (A). Curvas de crecimiento tumoral (B). Curvas de sobrevida (C). Resultado
representativo de 2 experimentos independientes. N=12 por grupo. SF: suero fisiologico, LVRO1:
Salmonella. Las diferencias significativas se sefalan con asteriscos (*): * p<0,05 y ** p<0,01.

Cabe destacar que 7 (15 %) de los ratones del ensayo sobrevivieron, ya que no
desarrollaron tumor o presentaron remision completa del tumor. Como se
mencion6 anteriormente aproximadamente el 5% de los tumores implantados
no se desarrollan, independientemente de la terapia. Al tener los ratones
individualizados se pudo hacer el seguimiento de la evolucion del volumen
tumoral en cada animal. Pudimos entonces inferir que 3 de los 12 ratones
tratados con LVRO1+anti-PD1 presentaron una remisiéon completa del tumor
(Figura 3.10 A, B, C) y 4 ratones no desarrollaron tumor (1 del grupo SF, 1 del
grupo LVRO1, 1 del grupo anti-PD1 y 1 del grupo LVRO1+anti-PD1) (Figura 3.10
D, E, F, G). Esta inferencia se realizé considerando que en los ratones que
presentaron un volumen tumoral mayor a 100 mm?3, el tumor implantado se
desarrollo y hubo una remision; mientras que en los ratones que presentaron
volimenes tumorales menores a 100 mm?, el tumor no se desarrolld. En los
ratones que no desarrollaron tumor, el volumen tumoral que es detectado al
inicio puede deberse al proceso inflamatorio que se produce al implantar el
tumor.
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Figura 3.9 - Evaluacion de la terapia combinada LVR01+anti-PD1 en modelo de cancer de colon
murino. Esquema del diseno experimental (A). Curvas de crecimiento tumoral (B). Curvas de
sobrevida (C). Comparacion de volumenes tumorales al dia 24 p.i.t. (D). Resultado
representativo de 2 experimentos independientes. N=12 por grupo. SF: suero fisioldgico, LVRO1:
Salmonella, anti-PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+anti-PD1: Salmonella combinada con
aptamero anti-PD1. Las diferencias significativas se sefalan con asteriscos (*): * p<0,05.

A pesar de no poder apreciar efecto terapéutico del aptamero antagonista de
PD1 como monoterapia como estaba descrito en la bibliografia, estos
resultados nos permiten afirmar que contamos con un modelo tumoral donde
la terapia combinada evidencia un potencial terapéutico superior a cualquiera
de las dos monoterapias. Esto amerita que se continlen estudiando y
elucidando los mecanismos inmunes subyacentes a esta respuesta antitumoral.

La administracion de una carga tumoral baja y el inicio temprano del
tratamiento podrian permitir al sistema inmune controlar el desarrollo tumoral
desde estadios tempranos y esto podria explicar parcialmente el mayor
potencial terapéutico que se observa con la terapia combinada en este
modelo.
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Figura 3.10 - Curvas de crecimiento tumoral de ratones individualizados tratados con la terapia
combinada LVRO1+anti-PD1 que presentaron remision del tumor (A, B, C) y de ratones que no
desarrollaron tumor de los grupos SF (D), LVRO1 (E), anti-PD1 (F), LVRO1+anti-PD1 (G). La linea
discontinua color gris indica el volumen tumoral de 100 mm?3. SF: suero fisioldgico, LVRO1:
Salmonella, anti-PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+anti-PD1: Salmonella combinada con
aptamero anti-PD1.
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2.3.Comparacion del potencial terapéutico del aptamero anti-PD1 con el del
anticuerpo monoclonal comercial en el modelo de cancer de colon CT26
subcutaneo.

Antes de evaluar la respuesta inmune que produce la terapia combinada de
Salmonella combinada con aptameros anti-PD1 en el modelo murino de cancer
de colon, se compar6 el potencial del aptamero con su respectivo anticuerpo
en este modelo. Para esto, se evalud en paralelo el efecto terapéutico del
anticuerpo comercial y del aptamero anti-PD1 aplicando el esquema
terapéutico que se observa en la figura 3.11 A. No se observaron diferencias
significativas en las respuestas de los animales que recibieron la monoterapia
con el anticuerpo anti-PD1 (Ac-anti-PD1) respecto a los que recibieron la
monoterapia con aptamero anti-PD1 (Apt-anti-PD1). Sin embargo, al comparar
el efecto antitumoral de ambas monoterapias con respecto al grupo control,
vemos un discreto enlentecimiento en el crecimiento tumoral en el grupo que
recibié Ac-anti-PD1 (Figura 3.11 B) y un aumento significativo en la sobrevida
global. La mediana de la sobrevida del grupo SF fue de 33 dias p.i.t. y la del
grupo Ac-anti-PD1 fue de 38 dias p.i.t. (SF vs Ac-anti-PD1 p=0,0397, log rank
test) (Figura 3.11 C).

Se observo un comportamiento similar con las terapias combinadas. El grupo
que LVRO1+Ac-anti-PD1 presentd un enlentecimiento del crecimiento tumoral
respecto al grupo control y un aumento en la sobrevida mas marcado. La
mediana de sobrevida del grupo control fue de 33 dias p.i.t. y la del grupo
LVRO1+Ac-anti-PD1 fue de 40 dias p.i.t. (SF vs LVRO1+Ac-anti-PD1 p=0,0074,
log rank test) (Figura 3.12).

La terapia combinada en el modelo de cancer de colon resulté tener un mayor
potencial terapéutico que en melanoma. Se observa un enlentecimiento del
crecimiento tumoral y un porcentaje de animales que presentan remision
completa del tumor o no llegan a desarrollarlo.

Para entender estas diferencias entre los modelos se plantearon diversas
preguntas a responder en los siguientes experimentos: (1) ;La molécula anti-
PD1 tiene una mayor llegada al sitio de accion en el modelo de cancer de colon
murino CT26 subcutaneo respecto al modelo de melanoma murino B16F1
subcutaneo?, (2) ;En el modelo de cancer de colon murino CT26 hay una mayor
expresion de PD1 que en el modelo de melanoma murino B16F1?
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Figura 3.11 - Comparacion del potencial terapéutico del aptamero anti-PD1 vs el anticuerpo
anti-PD1 en modelo de cancer de colon murino. Esquema del disefio experimental (A). Curvas
de crecimiento tumoral (B). Curvas de sobrevida (C). Resultado representativo de 2
experimentos independientes. N=12 por grupo. SF: suero fisioldgico, Apt-anti-PD1: aptamero
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Figura 3.12 - Comparacion del potencial terapéutico de las terapias combinadas LVRO1 con
aptamero anti-PD1 vs LVRO1 con anticuerpo anti-PD1 en modelo de cancer de colon murino.
Esquema del disefio experimental (A). Curvas de crecimiento tumoral (B). Curvas de sobrevida
(C). Resultado representativo de 2 experimentos independientes. N=12 por grupo. SF: suero
fisioloégico, LVRO1: Salmonella, LVRO1+Apt-anti-PD1: Salmonella con aptamero anti-PD1,
LVRO1+Ac-anti-PD1: Salmonella con anticuerpo anti-PD1. Las diferencias significativas se
sefalan con asteriscos (*): ** p<0,01.
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3. EVALUACION DE LA BIODISTRIBUCION DEL APTAMERO CONTRA PD1 EN EL
MODELO MURINO DE MELANOMA Y DE CANCER DE COLON.

3.1.

Derivatizacion del aptamero.

Para poder abordar las preguntas mencionadas anteriormente se necesito
generar una sonda del aptamero anti-PD1. Para ello se realiz6 la marcacion
con un fluoréforo, a modo de poder realizar su seguimiento mediante
imagenologia molecular, y evaluar si existen diferencias en la expresion in vivo
de PD1. Para ello, se realiz6 una reaccion de derivatizacion del aptamero anti-
PD1 con Alexa-647. Esta reaccion fue posible ya que todos los aptameros
adquiridos fueron solicitados con un grupo aminohexilo en el extremo 5’
terminal que sirve de linker para conjugar otros compuestos como Alexa-647-
NHS (Alexa-647 con un grupo reactivo éster N- hidroxisuccinidilo) (Calzada et
al., 2017). Los ésteres activos como la N- hidroxysuccinimida (NHS) se pueden
usar para formar un enlace amida entre las aminas primarias (R-NH2) de
proteinas, oligonucleotidos u otras biomoléculas y un fluoréforo (Thermo-
Fisher, n.d.). Se realizo una reaccion de 2 horas donde se coloco el aptamero
anti-PD1 junto a Alexa-647-NHS en una relacion molar 2:1 (Alexa647-NHS:PD1).
Luego se procedioé a confirmar si la conjugacion fue exitosa, para lo cual se
estudio el producto de la reaccion por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). En la figura 3.14 se observan los resultados obtenidos, el seguimiento
de las senales se realizo por detector UV a las longitudes de onda 647 nmy 260
nm (referenciados en la figura 3.14 como UV_B y UV_A) donde se observa
Alexa-647 y aptamero, respectivamente. Se observaron 6 picos a 647 nm, 2 de
ellos muy cercanos entre si y candidatos a ser los correspondientes aptameros
conjugados, ya que coinciden con 2 picos que se observan a 260 nm.
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Figura 3.14 - Cromatograma del aptamero derivatizado. UV_B: detector UV a 647nm, donde se
espera encontrar Alexa-647 (arriba); UV_A: detector UV a 260 nm, donde se espera encontrar al
aptamero (abajo). En el recuadro negro estan sefalados los picos donde se sospecha que estan
los aptameros conjugados Apt-anti-PD1-Alexa-647.

Se purificaron los productos de las 6 fracciones observadas por HPLC, y
mediante electroforesis se determind que efectivamente el aptamero
conjugado se encontraba en las fracciones correspondientes al quinto y sexto
pico (Figura 3.14), en los carriles 6 y 7 de gel (Figura 3.15). Mediante HPLC se
purificod el producto identificado y se procedio a la cuantificacion del mismo
por espectrofotometria. El rendimiento de la reaccion fue bajo (9,1%): se
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obtuvieron 91 ug del aptamero anti-PD1 conjugado a Alexa-647 de 1000 pg de
aptamero anti-PD1 que se puso en inicialmente en la reaccion. Considerando
que para realizar un estudio de imagen se requiere de un minimo de 10 pg de
sonda por ratén, se obtuvo cantidad suficiente como para poder realizar los
ensayos previstos en el modelo murino.

Figura 3.15 - Determinacion de fraccion que contiene el aptamero anti-PD1-Alexa647 por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Revelado por tincion con nitrato de plata
(izquierda) y por medicion de fluorescencia utilizando In-Vivo MS FX PRO (derecha). MPM:
marcador de peso molecular; los carriles 1-7 corresponden a las fracciones que contienen los
picos 1-6 del cromatograma, de la siguiente manera: Carril 1: Pico 1; Carril 2: Pico 2; Carril 3:
Pico 3; Carriles 4 y 5: Pico 4; Carril 6: Pico 5; Carril 7: Pico 6.

3.2.Evaluacién de la biodistribucion del aptamero contra PD1 en el modelo
murino de melanoma a las 24 horas.

En una primera instancia, se evalué la biodistribucion del aptamero anti-PD1-
Alexa-647 administrado de forma intravenosa en el modelo de melanoma a las
24 horas mediante un estudio de imagen ex vivo (Figura 3.16 A). Se hizo
particular énfasis en el tumor y los tejidos linfoides asociados (TDLN y bazo),
donde esperamos encontrar los linfocitos T expresando PD1, y los organos
involucrados en la eliminacion de sustancias del organismo (vejiga, rifon e
higado). A nivel de tumor no se observé una captacion del aptamero, ya que no
se hallaron diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia entre los
tumores del grupo control y del que recibié el aptamero conjugado. Tampoco
se encontraron diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia entre
los drganos linfaticos, y los encargados de la eliminacion (Figura 3.16 B, C). Con
estos resultados podemos inferir que a las 24 horas se elimind casi todo el
aptamero conjugado administrado a los animales.
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Figura 3.16 - Biodistribucion del aptamero anti-PD1 en el modelo murino de melanoma B16F1 a
las 24 horas. Esquema del disefno experimental (A). Intensidad de fluorescencia neta corregida
por peso en organos linfaticos (B) y 6rganos encargados de la eliminacion (C).

El pequeio tamano molecular de los aptameros constituye tanto una ventaja
como una desventaja cuando se aplica in vivo. Por un lado, facilita la
penetracion a los tejidos ya que el impedimento estérico es menor comparado
con otras moléculas de mayor tamano, esto puede ser ventajoso tanto para
aplicaciones terapéuticas como de imagenologia molecular. Por otro lado, es
eliminado rapidamente del organismo, lo que puede constituir una desventaja
desde una perspectiva de aplicacion terapéutica (Fu and Xiang, 2020). Por
tanto, el resultado obtenido en la biodistribucion del aptamero conjugado a las
24 horas se encuentra dentro de un comportamiento esperado, donde a causa
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de su tamano molecular pareceria depurarse rapidamente del organismo. Sin
embargo, en experiencias previas del grupo de investigacion utilizando
aptameros dirigidos contra moléculas altamente expresadas en tumores
(aptamero Sgc8-c) como herramientas imagenologicas, se observo su presencia
en tumores (melanomas y linfomas) a las 24 horas e incluso a las 48 horas luego
de la administracion del mismo (Calzada, 2020; Calzada et al., 2017; Sicco et
al., 2020). Podemos inferir que en el modelo murino utilizado puede haber una
baja expresion de la molécula PD1, y que, por tanto, el aptamero no esta siendo
captado el tiempo suficiente como para visualizarlo a las 24 horas. Nos parecio
importante evaluar la biodistribucion del aptamero a tiempos mas tempranos y
comprar la biodistribucion en los dos modelos tumorales que estan puestos a
punto (melanoma y cancer de colon), de modo de poder identificar diferencias
que nos permitan comprender el efecto de la terapia en cada uno de ellos.

3.3.Evaluacion de la biodistribucion del aptamero contra PD1 en el modelo
murino de melanoma y de cancer de colon a las 2 horas.

Se procedi6 entonces a evaluar la biodistribucion del aptamero anti-PD1-
Alexa647 en los modelos murinos de melanoma (B16F1) y cancer de colon
(CT26). Se administraron los aptameros conjugados por via intravenosa, y a las
2 horas se realizo el estudio de imagen ex vivo (Figura 3.17 A). Se observé una
mayor sefal de fluorescencia en los tumores CT26 que recibieron el aptamero
conjugado respecto al grupo control (p=0,0230, t test) (Figura 3.17 D),
mientras que no se observaron diferencias en los tumores B16F1 (Figura 3.17
B). Este resultado nos da un indicio para poder explicar por qué el potencial
terapéutico de la terapia combinada es mayor en el modelo de cancer de colon
respecto al modelo de melanoma. Encontrar diferencias Unicamente en el
modelo CT26 nos sirve de insumo para fundamentar que existe una mayor
captacion de PD1 en el organo blanco al que va dirigida la terapia. Si bien en
este trabajo no se evaluo qué sucede con la biodistribucion del aptamero
conjugado en el modelo CT26 en tiempos mas tardios y no podemos afirmar
que esta captacion se sostiene en el tiempo, el mayor potencial terapéutico
observado en los ensayos in vivo indicaria que es plausible. También resulta
de interés analizar mas en profundidad si esta captacion diferencial que se
observa en ambos modelos tumorales se correlaciona con una expresion
diferencial de PD1 in vitro, esto ayudaria a comprender las diferencias
observadas.

En el modelo de cancer de colon CT26, ademas de la mayor intensidad de
fluorescencia a nivel de tumor discutida anteriormente (p=0,0118, t test), se
observo una tendencia a una mayor intensidad de fluorescencia en los 6rganos
linfaticos de los grupos que recibieron el aptamero conjugado respecto al
control (Figura 3.18 A). Al analizar los 6rganos encargados de la eliminacion
del aptamero, se observd un aumento significativo de la intensidad de
fluorescencia en rifon (p=0,0473, t test) y una tendencia a un aumento en el
resto de los drganos del grupo que recibié el aptamero conjugado respecto al
grupo control (Figura 3.18 B).
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Figura 3.17 - Comparacion de la biodistribucién en tumor del aptamero anti-PD1 en el modelo
murino de melanoma B16F1 y cancer de colon CT26 a las 2 horas. Esquema del disefo
experimental (A). Intensidad de fluorescencia media de los tumores B16F1 (B). Imagen de
fluorescencia de tumores dispuestos en placa de Petri, los circulos negros enmarcan los tumores
de los grupos control (linea punteada: B16F1, linea continua: CT26) y los circulos verdes
enmarcan los tumores de los grupos que recibieron el aptamero conjugado (linea punteada:
B16F1, linea continua: CT26) (C). Intensidad de fluorescencia media de los tumores CT26 (D).
Las diferencias significativas se sefialan con asteriscos (*): * p<0,05.

De estos resultados podemos interpretar que, si bien hay una mayor retencion
del aptamero en los 6rganos blanco, se esta llevando a cabo en simultaneo la
depuracion activa del mismo. Como se menciond anteriormente seria
relevante determinar qué sucede con la biodistribucion del aptamero en
tiempos mas tardios en este modelo, a las 24 y 48 horas, teniendo en cuenta
el diseno del esquema terapéutico planteado en este trabajo. El escenario
ideal para este aptamero terapéutico seria que se mantuviera retenido en los
organos blanco por un periodo de 48 horas, ya que de este modo se podria
mantener la molécula en el lugar de accién por un periodo de al menos 7 dias
continuos.

En el modelo de melanoma B16F1, a las 2 horas se observo una tendencia a
una mayor intensidad de fluorescencia en los 6rganos encargados de la
eliminacién, principalmente en la vejiga, mientras que en el resto de los
organos no pareceria haber diferencias en cuanto a la biodistribucion del
aptamero. El bajo n utilizado en este estudio no nos permitié realizar un
analisis estadistico (Figura 3.19). Sin embargo, este resultado apoya la
hipdtesis generada de que quizas en el modelo B16F1 utilizado en este trabajo
no hay una gran expresion de PD1 y por esto no observamos una captacion del
aptamero ni a nivel del tumor ni a nivel de los érganos linfaticos en tiempos
tempranos. A diferencia de lo observado a las 24 horas, en este estudio si
podemos ver un aumento a nivel de la vejiga, lo que nos indica que el aptamero
esta siendo eliminado del organismo del animal.
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Figura 3.18 - Biodistribucion del aptamero anti-PD1 en el modelo murino de cancer de colon CT26 a las 2
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Figura 3.19 - Biodistribucion del aptamero anti-PD1 en el modelo murino de melanoma B16F1 a las 2
horas. Intensidad de fluorescencia neta corregida por peso en o6rganos linfaticos (A) y 6rganos encargados
de la eliminacion (B). Imagen de fluorescencia de los 6rganos dispuestos en placa de Petri (C), de izquierda
a derecha: fotografia de placa con la distribucion de los 6rganos, imagen de fluorescencia de los 6rganos
del grupo control e imagen de fluorescencia de los 6rganos del grupo que recibi6 el aptamero anti-PD1-
Alexa647. a: tumor, b: sangre, c: cerebro, d: hueso, e: bazo, f: TDLN, g: ganglio linfatico opuesto al TDLN,
h: estomago, i: intestino, j: higado, k: rifiones, |: pulmones, m: corazon, n: mlsculo, o: vejiga.
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Por tanto, con estos resultados podemos inferir que el mayor potencial
terapéutico de la terapia combinada en el modelo murino de cancer de colon
(CT26) podria deberse a una mayor captacion del aptamero anti-PD1 en el sitio
blanco a tiempos tempranos.

3.4.Evaluacion de la expresion de PD1 en células provenientes de tumor.

Las diferencias en la captacion del aptamero conjugado a nivel de tumor
observadas en los ensayos in vivo podrian explicarse, al menos en parte, si
existiese una expresion diferencial de la molécula blanco, PD1, entre los
modelos estudiados. Por esto, nos planteamos estudiar la expresion de PD1 en
muestras de tumor provenientes de ambos modelos murinos (B16F1 y CT26)
mediante citometria de flujo. Se observd una mayor expresion de PD1, tanto
en porcentaje de células que lo expresan como en nivel de expresion, en el
microambiente tumoral de CT26 respecto al de B16F1 (CT26 vs B16F1 p=0,0445
y p=0,0461, t test) (Figura 3.20).

1001 * 1501
5] * CT26
E 804 B16F1
S " 1004
- p—

TR

g s
P 404 50
8 ]
3 20-

0- 0- —ZZZZ 777772

T
Aptamero Aptamero

Figura 3.20 - Expresion de PD1 en células provenientes de tumor CT26 y B16F1 analizada por
citometria de flujo utilizando aptameros anti-PD1-Alexa647. MFI: intensidad de fluorescencia
media. Las diferencias significativas se sefialan con asteriscos (*): * p<0,05.

La mayor expresion de PD1 en los tumores CT26 pone de manifiesto por qué
observamos una mayor captacion del aptamero anti-PD1 en los ensayos de
biodistribucion en este modelo en comparacion con el modelo de melanoma.
Sumado a ello, en el modelo de cancer de colon murino la terapia combinada
presento un mayor potencial terapéutico en los ensayos in vivo. Por tanto, una
mayor expresion de la molécula blanco en el sitio de accion podria explicar las
diferencias observadas en las respuestas de ambos modelos tumorales frente
a las terapias administradas.

Actualmente, para realizar la estadificacion de un tumor se toman en cuenta
multiples parametros ademas del tamano tumoral, entre ellos se encuentra la
expresion de puntos de control inhibidores del sistema inmune. Se ha visto que
tumores con una alta expresion de estos puntos de control tienden a responder
mejor a las inmunoterapias en comparacion con aquellos tumores con una baja
expresion. Los tumores que responden pobremente a las inmunoterapias
también son conocidos como “tumores frios”, poco inmunogénicos. Existen
diversas estrategias terapéuticas que pueden convertir a estos tumores en
“tumores calientes”, mas inmunogénicos, y luego de esa intervencion si suelen
responder bien a las inmunoterapias (Galon and Bruni, 2019). La
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administracion de Salmonella atenuada es un tipo de inmunoterapia que se
postula que puede efectuar este switch de frio a caliente en el tumor. Sin
embargo, consideramos que un motivo por el que en este trabajo no es tan
evidente el efecto inmunoterapéutico del anti-PD1 cuando se administra la
terapia combinada es porque uno de los mecanismos por los que Salmonella
ejerce su efecto antitumoral es disminuyendo la expresion de PD-L1 (Chen et
al., 2020). Ademas, en este trabajo se demostro que LVRO1 también reduce la
expresion de PD1 en linfocitos T citotoxicos a nivel sistémico. Otros
investigadores del grupo han reportado que la linea celular B16F1 tiene una
mayor expresion de PD-L1 que la linea celular CT26 (Duarte, n.d.). Estos
resultados fundamentan (1) por qué la monoterapia con LVRO1 funciona en el
modelo de melanoma murino, al disminuir la expresion de PD-L1 en las células
tumorales, lo que contribuye a la generacion de un microambiente tumoral
proinflamatorio; (2) por qué no observamos una accion sinérgica con anti-PD1
en melanoma (ambas terapias actlan sobre el mismo eje). Seria interesante
analizar la expresion de PD-L1 en células tumorales de animales luego del
tratamiento con LVRO1 para verificar el mecanismo de accion descrito
anteriormente y comprender las diferencias que observamos en las respuestas
frente a la terapia en ambos modelos.

4. ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR EJERCIDA POR SALMONELLA EN
COMBINACION CON MOLECULAS QUE BLOQUEAN PD1 EN EL MODELO MURINO DE
MELANOMA Y DE CANCER DE COLON.

4.1.Evaluacion de los linfocitos T citotéxicos en modelo murino de melanoma
B16F1 subcutaneo por citometria de flujo.

Una optima inmunoterapia frente al cancer deberia inducir una respuesta
inmune efectiva y de memoria frente al tumor primario, de modo que pueda
evitar recurrencias y la generacion de procesos metastasicos. Se han descrito
células de memoria circulantes, dentro de ellas encontramos a los linfocitos T
de memoria centrales (Tcm), y células de memoria residentes, como los
linfocitos T de memoria residentes (Trm). Estudios en pacientes con cancer de
pulmon y ovario han correlacionado la infiltracion de tumores por linfocitos T
citotoxicos con un fenotipo Trm con mejoras en la sobrevida, de hecho, se
postula como un biomarcador para pronosticar la respuesta a las
inmunoterapias (Enamorado et al., 2017). Ademas, se ha demostrado la
plasticidad de los linfocitos Tcm que pueden pasar a un fenotipo del tipo Trm.
Estudios en modelo murino de melanoma han probado que la transferencia
adoptiva de linfocitos Tcm en conjunto con un tratamiento anti-PD1 aumentan
significativamente la poblacion de linfocitos infiltrantes de tumor tipo Trm
(Trm-like) y tienen un efecto sinérgico en la respuesta anti-tumoral
(Enamorado et al., 2017). Resultados previos obtenidos en el marco de mi
pasantia de final de carrera demostraron que animales con melanoma tratados
con Salmonella exhiben menor cantidad de Tcm, sugiriendo la generacion de
Trm con efecto anti-tumoral (Chilibroste, 2018). Nos resulté entonces
interesante investigar qué sucedia con la poblacién celular Trm en el modelo
murino de melanoma B16F1 subcutaneo luego de administrar la terapia
combinada (Figura 3.21 A). Al dia 18 p.i.t. se realiz6 el sacrificio de los
animales, se obtuvieron muestras de tumores y TDLNs. Mediante citometria de
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flujo se analizd la presencia de linfocitos T citotoxicos activados
(CD3*CD8'CD69*), circulantes (CD3'CD8*CD44"e") y residentes de memoria
(CD3*CD8'CD69°CD103*) en TDLN (Figura 3.21). Cabe mencionar que no se
observaron variaciones en los porcentajes de estas poblaciones para los
distintos grupos de animales (resultados no mostrados). Cuando el analisis se
realizo en base a nimero absolutos de células en TDLN, si bien no se observo
un numero significativamente mayor de linfocitos T citotoxicos en los ganglios
de los animales que recibieron LVRO1, se observa una tendencia a un aumento
de esta poblacion respecto a los demas grupos (Figura 3.21 C). Al analizar los
diferentes fenotipos de la poblacion de LTC, observamos que el grupo LVRO1
presenta un aumento significativo de los LTC circulantes respecto a los grupos
SF,  Ac-anti-PD1,  Apt-anti-PD1 (p=0,0001, p=0,0003, p<0,0001
respectivamente, ANOVA). Ademas, hay un aumento en la poblacion de LTC
circulantes en el grupo LVRO1+Apt-anti-PD1 respecto al grupo Apt-anti-PD1
(p=0,0044, ANOVA) (Figura 3.21 D). El grupo que recibi6 LVR0O1 como
monoterapia tiene un nimero absoluto de células a nivel del TDLN mayor que
el resto de los grupos. El aumento de celularidad en los organos linfaticos es
un efecto previamente reportado en respuesta a la terapia con LVRO1
(Chilibroste et al., 2021).

Se realizé el mismo estudio mencionado anteriormente en las muestras de
tumor (Figura 3.22). A nivel del tumor no se observan diferencias en los
porcentajes de la poblacion de linfocitos T citotoxicos infiltrantes (normalizado
por peso) entre los ratones del grupo control y aquellos que recibieron las
diversas terapias al dia 18 p.i.t. (Figura 3.22 B). En el caso del tumor no se
realizo el analisis sobre el niUmero absoluto de células tumorales porque la
presencia de debris y células muertas dificulta el recuento. El resultado
obtenido es coherente con lo observado en los ensayos in vivo, donde no se
observa un mayor potencial terapéutico en el modelo murino de melanoma
luego de la administracion de las terapias combinadas. En el grupo que recibio
la monoterapia con LVR01, donde si observamos un efecto antitumoral in vivo,
continla siendo coherente este resultado ya que hay trabajos previos de
nuestro grupo de investigacion que describen que las células inmunes
infiltrantes tumor, luego de la administraciéon de Salmonella en tiempos
tempranos, son neutrofilos, macrofagos, células NK y células dendriticas
(Ménaco, 2021). Ensayos de deplecion de poblaciones celulares demostraron
que el efecto antitumoral de Salmonella depende de la presencia de células NK
y macrofagos, y no es dependiente de la presencia de linfocitos TCD8 (Monaco,
2021; Plata, 2021). Ademas, se evaluo el efecto terapéutico de Salmonella en
ratones IL-17 KO y no se observé un cambio en la respuesta respecto a los
ratones WT, por lo que de manera indirecta nos habla de que no existe
dependencia con la poblacion de neutrofilos (Chilibroste et al., 2021).
Nuevamente nos enfrentamos a la limitante de que se trata de un modelo
tumoral de evolucion rapida, por lo que resulta muy dificil realizar un analisis
de las poblaciones celulares infiltrantes de tumor en tiempos mas tardios luego
de la administracion de Salmonella.
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Figura 3.21 - Evaluacion de los linfocitos T citotdxicos en ganglio drenante de tumor (TDLN) de
ratones portadores de melanoma B16F1 subcutaneo, luego del tratamiento con LVRO1 en
conjunto con moléculas que bloquean a anti-PD1. Esquema del disefo experimental (A).
Estrategia de gating para el analisis de las distintas poblaciones (B). Nimero absoluto de LTC
(CD3*CD8*) en TDLN (C). NUumero absoluto de subpoblaciones de LTC en TDLN: LTC Trm
(CD3*CD8*CD69*CD103*), LTC activadas (CD3*CD8*CD69*), LTC circulantes (CD3*CD8*CD44Me") (D).
Resultado representativo de 1 experimento. N=5 por grupo. SF: suero fisiologico, LVRO1:
Salmonella, Ac-anti-PD1: anticuerpo anti-PD1, Apt-anti-PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+Apt-
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Figura 3.22 - Evaluacion de los linfocitos T citotoxicos en células tumorales de ratones
portadores de melanoma B16F1 subcutaneo, luego del tratamiento con LVRO1 en conjunto con
moléculas que bloquean a anti-PD1. Estrategia de gating para el analisis de las distintas
poblaciones (A). Porcentajes de LTC (CD45*CD3*CD8*) en tumor, normalizado por peso (B).
Porcentajes de subpoblaciones de LTC en tumor, normalizado por peso: LTC Trm
(CD45*CD3*CD8*CD69*CD103*), LTC activadas (CD45*CD3*CD8'CD69*), LTC circulantes
(CD45*CD3*CD8CD44*) (C). Resultado representativo de 1 experimento. N=5 por grupo. SF: suero
fisiologico, LVRO1: Salmonella, Ac-anti-PD1: anticuerpo anti-PD1, Apt-anti-PD1: aptamero anti-
PD1, LVRO1+Apt-anti-PD1: Salmonella con aptamero anti-PD1.
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Debido a que el efecto de la terapia combinada en el modelo murino de
melanoma no fue de gran potencial terapéutico, este fue el Unico analisis que
se realizd de la respuesta inmune en B16F1 en el contexto de esta tesis.
Consideramos importante y un aporte novedoso evaluar el comportamiento de
las poblaciones de linfocitos T citotoxicos residentes en este modelo tumoral.
Ademas, como mencionabamos anteriormente, se ha descrito que el infiltrado
tumoral por linfocitos Trm o Trm-like tiene un valor prondstico importante
frente a la respuesta a las inmunoterapias, por lo que los resultados obtenidos
son congruentes con la ausencia de respuesta terapéutica.

Sumado a las limitantes mencionadas anteriormente, el analisis de poblaciones
linfocitarias en muestras tumorales conlleva una mayor dificultad, ya que se
trata de muestras bioldgicas que se componen por poblaciones celulares muy
heterogéneas, su estructura anatomica es compleja y esto se puede observar
en la calidad de los resultados obtenidos. Si comparamos los analisis de las
mismas poblaciones en ganglio, podemos ver que cuando se analizan
estructuras menos complejas y con menor heterogeneidad en las poblaciones,
las poblaciones son facilmente detectables. Ya que el analisis de las
poblaciones celulares en el tumor resulta mas dificil pensamos que nuestro
estudio podria ser complementado con un analisis histologico del tumor, para
identificar la distribucion de estas poblaciones en relacion con las zonas
necroéticas del tumor. Este analisis no fue realizado en el contexto de este
trabajo, pero lo planteamos como una perspectiva.

En lo que resta de este trabajo se decidié concentrar los estudios de analisis de
la respuesta inmune en el modelo de cancer de colon, ya que alli es donde se
obtuvieron mejores resultados terapéuticos y la informacion que obtengamos
nos puede brindar herramientas para comprender los procesos inmunoldgicos
que subyacen a las respuestas observadas.

4.2.Evaluacion de la respuesta inmune linfocitaria en modelo de cancer de
colon CT26 subcutaneo por citometria de flujo.

El analisis de la respuesta inmune realizado en este trabajo se centrd
principalmente en evaluar las poblaciones de linfocitos involucradas en la
respuesta antitumoral. Se priorizo el analisis de las poblaciones linfocitarias ya
que es en estas donde las moléculas inhibidoras de puntos de control del
sistema inmune ejercen principalmente su funciéon potenciando su accion
efectora, y ademas es una poblacion con un rol fundamental en la eliminacion
de células tumorales. Debido a limitantes en el tiempo de desarrollo de este
trabajo, no se realizd un analisis de otras poblaciones celulares inmunes
involucradas en la respuesta antitumoral. Si bien la respuesta inmune luego de
la administracion de LVRO1 se encuentra bien caracterizada para el modelo de
melanoma murino, este no es el caso para el modelo de cancer de colon y es,
por ende, una de las perspectivas que se desprenden de este trabajo.

Como se muestra en el esquema de la Figura 3.23 se administré el régimen

terapéutico que demostré tener mayor potencial en los ensayos in vivo. Al dia
14 p.i.t. se realizo el sacrificio de los animales, se obtuvieron muestras de
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tumor y TDLNs. Se analizdé la presencia de células NK (CD3'CD49b*), NKT
(CD3"CD49b*), linfocitos B (CD3'CD19%), linfocitos T colaboradores
(CD3*CD4°CD8) y linfocitos T citotoxicos (CD3*CD4'CD8*) en células totales de
TDLNs mediante citometria de flujo (Figura 3.23 D). Se observé un aumento
significativo en la poblacion linfocitos B en los animales que recibieron la
monoterapia con Ac-anti-PD1 respecto a los grupos Apt-anti-PD1 (p=0,0152,
ANOVA) y control (p=0,0056, ANOVA); también se observé un aumento de esta
poblacidn en los animales que recibieron la terapia combinada LVRO1+Ac-anti-
PD1 respecto a los grupos Apt-anti-PD1 (p=0,0200, ANOVA) y control (p=0,0076,
ANOVA). No se observaron diferencias significativas en el resto de las
poblaciones linfocitarias estudiadas. Estos resultados infieren que la respuesta
inmune generada frente a la administracion del anticuerpo es superior a la
respuesta producida por el aptamero. También se realizd un analisis de las
poblaciones mencionadas en muestras de tumor, y se observd un aumento
significativo de los linfocitos T colaboradores en el grupo que recibi6 la
monoterapia con LVRO1 respecto al grupo control (p=0,0453, ANOVA) (Figura
3.23 E).

No contamos con antecedentes que caractericen la respuesta inmune de LVRO1
en este modelo tumoral, por lo que no existen resultados previos para comparar
si éste es el comportamiento esperado frente a la terapia. Si pensamos en la
puesta a punto que se realizo para este modelo terapéutico, observamos que
al administrar una dosis de LVR0O1 al dia 10 p.i.t. no observabamos diferencias
en las curvas de crecimiento tumoral ni en las curvas de sobrevida global. Sin
embargo, al administrar multiples dosis semanales el efecto de la terapia se
hace mas evidente (enlentecimiento del crecimiento tumoral y aumento
significativo de la sobrevida global). Por esto nos planteamos que seria (til
realizar un analisis de todas las poblaciones linfocitarias infiltrantes de tumor
luego de recibir al menos 3 dosis de LVRO1. Esta caracterizacién no se realizé
en este trabajo, pero consideramos que es una de las perspectivas importantes
que se desprenden del mismo.

Al igual que en el modelo de melanoma, se analiz6 qué sucedia con las
poblaciones de linfocitos T citotoxicos residentes de memoria, activados y
circulantes en el modelo murino de cancer de colon CT26 subcutaneo luego de
administrar la terapia combinada LVRO1+Apt-anti-PD1 (Figura 3.24 y 3.25). Al
dia 27 p.i.t. se realizo el sacrificio de los animales, y se obtuvieron muestras
de tumores y TDLNs. Se analiz6 la presencia de linfocitos T citotdxicos activados
(CD3"CD8°CD69"), circulantes (CD3*CD8'CD44%) y residentes de memoria
(CD3*CD8°CD69°CD103*) en TDLN (Figura 3.24). Se observd un aumento
significativo de la poblacion de linfocitos T citotoxicos en el grupo LVRO1
respecto a los grupos control (p=0,0151, ANOVA), Ac-anti-PD1 (p=0,0070,
ANOVA) y Apt-anti-PD1 (p=0,0041, ANOVA) (Figura 3.24 C). Al analizar las
subpoblaciones de LTC, Figura 3.24 D, observamos que hay un aumento
significativo de los LTC circulantes en los grupos que recibieron LVR01, ya sea
como monoterapia o combinada con aptamero, respecto a los demas grupos
(LVRO1 vs SF, p<0,0001; LVRO1 vs Ac-anti-PD1, p<0,0001; LVRO1 vs Apt-anti-
PD1, p<0,0001; LVRO1+Apt-anti-PD1 vs SF, p=0,0066; LVRO1+Apt-anti-PD1 vs Ac-
anti-PD1, p=0,0025; LVRO1+Apt-anti-PD1 vs Apt-anti-PD1, p=0,0009; ANOVA).
Ademas, se observé un aumento en la poblacion de LTC circulantes en el grupo
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LVRO1 respecto al grupo LVRO1+Apt-anti-PD1 (p=0,0199, ANOVA). Aqui el
estudio estuvo restringido a un tipo de poblacion linfocitaria, a un tiempo
determinado. Es necesario hacer una caracterizacion de la respuesta inmune
mas exhaustiva, a diferentes tiempos, que nos pueda aportar informacion
relevante que fundamente el efecto anti-tumoral observado a lo largo del
tiempo.

Se realizo el mismo analisis en las muestras tumorales (Figura 3.25). No se
observaron diferencias significativas en las poblaciones de linfocitos T
citotoxicos entre los grupos estudiados. Existe una tendencia en el grupo LVRO1
de una disminucion de LTC respecto a los demas grupos. Al estudiar las
subpoblaciones de LTC encontramos diferencia significativa entre los grupos
LVRO1 vs Ac-anti-PD1 (p=0,0296, ANOVA). Estos resultados llamaron nuestra
atencion ya que se contraponen a lo que esperabamos encontrar. En este
experimento la extraccion de los tumores resultdé desafiante en algunos
animales, ya que encontramos casos donde habia infiltraciones y otros donde,
debido a las caracteristicas morfoldgicas del tumor, resultdé mas complejo
separar completamente el TDLN. Estas observaciones que notamos durante la
extraccion luego se vieron reflejadas en algunos de los resultados de la
citometria donde encontramos que algunas poblaciones tumorales analizadas
presentaban caracteristicas de muestra de ganglio. Por tanto, si bien no se
realizo en este trabajo debido a limitaciones de tiempo y reactivos, es evidente
la necesidad de repetir el ensayo en lo posible con un niUmero mas grande de
ratones. Debido a la falta de antecedentes en este modelo seria valioso estudiar
la respuesta inmune citotoxica en otros tiempos luego de administrar la terapia
para tener informacion mas robusta y determinar una cinética en la respuesta,
tal como se menciona anteriormente.
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Figura 3.23 - Evaluacion de poblaciones linfocitarias en muestras de ganglio drenante de tumor
(TDLN) y de tumor de ratones portadores de cancer de colon CT26 subcutaneo, luego del
tratamiento con LVRO1 en conjunto con moléculas que bloquean a anti-PD1. Esquema del disefio
experimental (A). Estrategias de gating para el analisis de las distintas poblaciones en TDLN y
tumor (B y C). NUmeros absolutos de linfocitos en TDLN (D). Porcentaje de poblaciones
linfocitarias infiltrantes de tumor (E). Poblaciones linfocitarias: NK (CD3-:CD49b*), Cel B (CD3"
CD19*), Cel T CD4 (CD3*CD4'CD8") y Cel T CD8 (CD3*CD4°CD8*). Resultados de 1 experimento. N=6
por grupo. SF: suero fisioldgico, LVR01: Salmonella, Ac-anti-PD1: anticuerpo anti-PD1, Apt-anti-
PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+Apt-anti-PD1: Salmonella con aptamero anti-PD1. Las
diferencias significativas se sefalan con asteriscos (*): *p<0,05, ** p<0,01.
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Figura 3.24 - Evaluacion de los linfocitos T citotoxicos en ganglio drenante de tumor (TDLN) de
ratones portadores de cancer de colon CT26 subcutaneo, luego del tratamiento con LVRO1 en
conjunto con moléculas que bloquean a anti-PD1. Esquema del disefo experimental (A).
Estrategia de gating para el analisis de las distintas poblaciones (B). Numero absolutos de LTC
(CD3*CD8*) en TDLN (C). NUmero absoluto de subpoblaciones de LTC en TDLN: LTC Trm
(CD3*CD8*CD69*CD103*), LTC activadas (CD3*CD8*CD69*), LTC circulantes (CD3*CD8*CD44*) (D).
Resultado de 1 experimento. N=5 por grupo. SF: suero fisiologico, LVRO1: Salmonella, Ac-anti-
PD1: anticuerpo anti-PD1, Apt-anti-PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+Apt-anti-PD1: Salmonella
con aptamero anti-PD1. Las diferencias significativas se sefalan con asteriscos (*): *p<0,05, **
p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 3.25 - Evaluacion de los linfocitos T citotoxicos en células tumorales de ratones
portadores de cancer de colon CT26 subcutaneo, luego del tratamiento con LVRO1 en conjunto
con moléculas que bloquean a anti-PD1. Estrategia de gating para el analisis de las poblaciones
estudiadas (A). Porcentaje de LTC (CD45*CD3*CD8*) en tumor, normalizado por peso (B).
Porcentaje de subpoblaciones de LTC en tumor, normalizado por peso: LTC Trm
(CD45*CD3*CD8*CD69*CD103*), LTC activadas (CD45'CD3*CD8'CD69*), LTC circulantes
(CD45*CD3*CD8*CD44*) (C). Resultado de 1 experimento. N=5 por grupo. SF: suero fisioldgico,
LVRO1: Salmonella, Ac-anti-PD1: anticuerpo anti-PD1, Apt-anti-PD1: aptamero anti-PD1,
LVRO1+Apt-anti-PD1: Salmonella con aptamero anti-PD1. Las diferencias significativas se sefalan
con asteriscos (*): *p<0,05.
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4.3.Evaluacion de la expresion diferencial de genes en muestras de tumor CT26
por RT-qPCR.

Mediante PCR cuantitativa en Tiempo Real se evaluo la expresion diferencial
de genes en muestras tumorales obtenidas al dia 14 p.i.t., con el objetivo de
identificar perfiles de citoquinas y quimioquinas inducidos por las diversas
inmunoterapias en tiempos tempranos en el modelo murino de cancer de colon
CT26 (Figura 3.26). Si bien no se observaron diferencias significativas en la
expresion de genes en los animales tratados respecto al grupo control, se
puede inferir que en los animales que recibieron las terapias combinadas
(LVRO1+Apt-anti-PD1 y LVRO1+Ac-anti-PD1) hay una tendencia a generar un
microambiente tumoral con un perfil mas proinflamatorio. Se observé una
tendencia en el aumento de la expresion de IL-6, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL12,
principalmente en las terapias combinadas. La IL-6 es una citoquina
proinflamatoria, promueve la inflamacion, el reclutamiento de efectores de la
inmunidad innata en el sitio de inflamacion y la produccion de proteinas de
fase aguda. El rol de la IL-6 en la patologia oncologica es dual, ya que se ha
descrito que por un lado puede contribuir a generar una respuesta inmune
antitumoral efectiva y también se ha descrito que puede contribuir a una
progresion tumoral. Su rol en la respuesta inmune dependera en gran medida
del microambiente tumoral, ya que segin qué otras moléculas se estén
expresando polarizaran a un perfil de respuesta mas regulador o del tipo
citotoxico (Martin et al., 2012; Toyoshima et al., 2019). Las quimioquinas que
presentaron una mayor expresion (CCL3, CCL4, CCL5, CXCL2) participan en el
reclutamiento de leucocitos PMN al microambiente tumoral, principalmente
neutrofilos. Ademas, CCL4 es un quimioatrayente de monocitos y células NK;
CCL5 también recluta al sitio de inflamacion linfocitos T y es capaz de inducir
la proliferacion y activacion de ciertas poblaciones de células NK (CHAK, CC-
Chemokine-activated killer cells) (Bule et al., 2021; Hembruff and Cheng,
2009).

Como ya se discutio en resultados anteriores el hecho de que la respuesta con
LVRO1 no se encuentre caracterizada en este modelo tumoral no nos permite
realizar un analisis mas profundo sobre lo que esperabamos encontrar. Si se
encuentra caracterizado el perfil de expresion de genes de citoquinas y
quimioquinas en melanoma, y alli a los 3 dias post inoculacion de LVRO1 se
observa un marcado perfil proinflamatorio con aumento significativo de Ifng,
Tnfa, Cxcl10, Ccl3, Ccl5 y Cxcl2, entre otros genes (Ménaco, 2021). En este
modelo al observar el efecto in vivo luego de administrar multiples dosis, seria
relevante determinar la expresion de citoquinas y quimioquinas en diferentes
tiempos.
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Figura 3.26 - Analisis de expresion diferencial de genes de citoquinas y quimioquinas en
muestras de tumor CT26 por PCR en Tiempo Real. Esquema del disefio experimental (A). Heat
map representando cambios relativos en los niveles de ARNm de los grupos tratados respecto al
control, valores representados como el logaritmo en base 2 (B). Resultado de 1 experimento.
N=6 por grupo. SF: suero fisioldgico, LVRO1: Salmonella, Ac-anti-PD1: anticuerpo anti-PD1, Apt-
anti-PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+Apt-anti-PD1: Salmonella con aptamero anti-PD1,
LVRO1+Ac-anti-PD1: Salmonella con anticuerpo anti-PD1.
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5. ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL EJERCIDA POR SALMONELLA EN
COMBINACION CON MOLECULAS QUE BLOQUEAN PD1 EN EL MODELO MURINO
DE CANCER DE COLON.

Las respuestas inmunes antitumorales se caracterizan por tener un componente
celular y otro humoral, ambos tienen un rol clave para llevar a cabo una
respuesta inmune efectiva frente al cancer. Nos propusimos evaluar en el
modelo murino de cancer de colon la presencia de anticuerpos especificos
contra CT26 en el suero de los animales involucrados en el ensayo a diferentes
tiempos, de modo de poder establecer una cinética de la respuesta. Es asi que
se extrajo suero de los animales a los dias 0, 14y 40 p.i.t. y mediante la técnica
de ELISA se evalud la presencia de anticuerpos IgG totales anti-CT26 (Figura
3.27).

Se observé un aumento en el titulo de anticuerpos en los animales que fueron
tratados con anticuerpos anti-PD1, ya sea como monoterapia o como terapia
combinada, a tiempos tempranos. En el resto de los animales que recibieron
tratamiento se observa un aumento en el titulo de anticuerpos mas tardio. Al
dia 40 p.i.t. los grupos tratados presentan niveles similares de titulo de
anticuerpos y en el grupo control decae el titulo. Los resultados obtenidos al
dia 40 p.i.t. en parte se encuentran sesgados, porque el analisis se realizo en
aquellos animales que lograron sobrevivir hasta este dia. De hecho, se podian
identificar dentro de cada grupo dos subgrupos: aquellos animales que habian
desarrollado tumor y aquellos animales que no desarrollaron tumor, ya sea
porque el crecimiento tumoral fue controlado por una respuesta inmune
efectiva o porque el tumor no se implanto6 correctamente. Al tener los animales
individualizados y contar con el seguimiento de los mismos, pudimos realizar
otros analisis complementarios.
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Figura 3.27 - Evaluacion de la respuesta inmune humoral en el modelo murino de cancer de
colon CT26 subcutaneo luego del tratamiento con LVR0O1 en conjunto con moléculas que bloquean
a anti-PD1. Titulo de IgG totales anti-CT26 a los dias 0, 14y 40 p.i.t. Resultado de 1 experimento.
N=6 por grupo. SF: suero fisiolégico, LVRO1: Salmonella, Ac-anti-PD1: anticuerpo anti-PD1, Apt-
anti-PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+Apt-anti-PD1: Salmonella con aptamero anti-PD1,
LVRO1+Ac-anti-PD1: Salmonella con anticuerpo anti-PD1.
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Nos parecio interesante comparar el titulo de anticuerpos de los sueros de
aquellos ratones que desarrollaron tumor versus los que no tenian tumor
palpable y ver si podiamos identificar diferencias en las respuestas (Figura
3.28). Observamos que en los animales del grupo control, que no recibieron
ningin tipo de tratamiento, el nivel de anticuerpos era similar
independientemente de si los animales tenian tumor o no. Sin embargo, cuando
comparamos los animales que si recibieron tratamiento vemos que hay un
aumento significativo del titulo de anticuerpos en aquellos que no tienen tumor
respecto a los que desarrollaron el tumor. Este resultado nos permite sugerir
que en los animales sin tumor que fueron sometidos a una terapia se desarrollo
una respuesta inmune frente al tumor y que probablemente gracias a la esta
respuesta se controlé el crecimiento tumoral en estos animales. Y podemos
inferir que en los animales del grupo control en los que no se palpa un tumor,
seguramente la explicacion a esto sea que no se hayan implantado
correctamente los tumores. Los resultados obtenidos no son suficientes como
para afirmar estas inferencias, pero nos permiten hipotetizar sobre lo que
podria estar sucediendo.
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Figura 3.28 - Comparacion del titulo de anticuerpos IgG totales anti-CT26 al dia 40 p.i.t. entre
animales con tumor y sin tumor, que recibieron tratamiento o no. Resultado de 1 experimento.
Las diferencias significativas se sefalan con asteriscos (*): *p<0,05.
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6. VALORACION DE LA RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL DE MEMORIA INDUCIDA
POR SALMONELLA EN COMBINACION CON MOLECULAS QUE BLOQUEAN PD1 EN
MODELO DE CANCER DE COLON SUBCUTANEO.

6.1.Evaluacién mediante desafio con un segundo tumor.

Una estrategia eficiente para la evaluacion de la respuesta inmune de memoria
es desafiar a los animales con antigenos a los que fueron expuestos
previamente y ver si son capaces de montar una respuesta inmune efectiva.
Esta aproximacion se puede utilizar con multiples antigenos y dependiendo del
objetivo del estudio sera la respuesta que esperamos en los animales. En este
trabajo al utilizar modelos tumorales los resultados que esperamos ver luego
del desafio son que aquellos animales que desarrollaron una respuesta inmune
antitumoral sean capaces de controlar el crecimiento tumoral, o directamente
que impidan la implantacion de éste, eliminando las células tumorales
rapidamente, y que este efecto se vea reflejado también en la sobrevida global
de estos animales. Como se muestra en el esquema de la figura 3.29, los
animales que no desarrollaron el tumor primario luego de 62 dias p.i.t. fueron
desafiados mediante la implantacion de un segundo tumor en el flanco opuesto
al que se inoculo el tumor primario. En ninguno de los animales desafiados se
observo un crecimiento tumoral y esta respuesta se refleja en la sobrevida de
los mismos (Figura 3.29 B). Esto puede deberse a la accion de algin mecanismo
intrinseco, por el cual tampoco desarrollaron el tumor primario, o porque
anteriormente desarrollaron una respuesta inmune de memoria frente al
tumor. Para intentar responder esta pregunta se realizo el ensayo de Winn,
que permite evaluar la funcionalidad de los linfocitos de ratones portadores
de tumor que fueron tratados y respondieron bien a la terapia.

6.2.Ensayo de Winn modificado

Este ensayo consiste en la administracion in vivo de antigenos, que pueden ser
de diversa naturaleza (células tumorales, patdgenos, etc) dependiendo la
pregunta que se quiere responder, en conjunto con linfocitos que fueron
preincubados con el antigeno de interés (Genovesi et al., 1984). El hecho de
que exista este encuentro con el antigeno previo a la inoculacion y se
administren en conjunto es la principal diferencia entre este tipo de
aproximaciones y la transferencia adoptiva de células. En este trabajo pusimos
a punto una modificacion de este ensayo, donde se administraron células
tumorales en conjunto con esplenocitos a animales naive, y se realizd un
seguimiento del crecimiento tumoral y la sobrevida.

6.2.1. Puesta a punto en CT26

Para esto, se obtuvieron esplenocitos a partir de bazos de ratones naive,
y se evaluaron diferentes relaciones de eplenocitos:células CT26 (0:1,
25:1, 50:1, 100:1) (Figura 3.30). Observamos que en todos los casos los
ratones desarrollaron tumor. En las relaciones mayores (50:1 y 100:1) se
observo un enlentecimiento en el crecimiento tumoral respecto al grupo
control, pero el crecimiento tumoral fue igualmente evidente. A partir de
estos resultados decidimos realizar los siguientes ensayos con la relacion
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100:1 de esplenocitos y células tumorales, ya que el tumor crecid sin
mayor impedimento, y permitira la mayor posibilidad de tener linfocitos
tumor- especificos.
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Figura 3.29 - Valoracion de la respuesta inmune de memoria en el modelo murino de cancer de
colon CT26 subcutaneo luego del tratamiento con LVRO1 en conjunto con moléculas que
bloguean a anti-PD1, mediante desafio con segundo tumor. Esquema del disefio experimental
(A). Curva de sobrevida libre de enfermedad (B). Resultado de 1 experimento. SF: suero
fisiologico, LVRO1: Salmonella, Apt-anti-PD1: aptamero anti-PD1, LVRO1+Apt-anti-PD1:
Salmonella con aptamero anti-PD1.
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Figura 3.30 - Puesta a punto del ensayo de Winn modificado en el modelo murino de cancer de
colon CT26 subcutaneo. Curva de crecimiento tumoral. Resultados de 1 experimento. N=3 por

grupo. Ratios esplenocitos:CT26, 0:1, 25:1, 50:1, 100:1.
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6.2.2. Evaluacion en CT26.

Se llevo a cabo el ensayo de Winn modificado con el fin de evaluar el potencial
anti-tumoral de esplenocitos de ratones que no desarrollaron tumor o tuvieron
un control en el crecimiento tumoral y sobrevivieron en los ensayos de
evaluacion del potencial terapéutico de Salmonella en combinacion con
moléculas bloqueadoras de PD1. A este tipo de ensayos también se los conoce
como ensayos de citotoxicidad in vivo (Genovesi et al., 1984). Se extrajo los
bazos de ratones pertenecientes a los grupos: SF, LVRO1+Apt-anti-PD1, Ac-anti-
PD1, LVRO1+Ac-anti-PD1. Ademas, se utilizaron como grupo control de
especificidad tumoral: ratones naive, ratones con tumores de linfoma A20, y
ratones con tumores A20 tratados con LVRO1, todos ellos sin contacto previo
antigeno de CT26 (representados como un grupo solo para facilitar la
visualizacion). Por ultimo, se agrego6 un grupo sin esplenocitos, donde podemos
observar como se da el desarrollo habitual del tumor en este modelo
(Figura3.31 A).

El grupo sin esplenocitos desarrollo tumor tal como ya reportaramos. En el
grupo que contiene los controles de especificidad tumoral observamos también
un desarrollo de tumores aunque enlentecido con respecto al grupo control
(anteriormente descrito en la puesta a punto). Con respecto a los ratones que
recibieron esplenocitos de ratones que ya habian tenido un encuentro previo
con el tumor CT26, se observo un control del crecimiento tumoral en todos los
ratones, independientemente de haber recibio terapia o no (Figura 3.31 A). En
la figura 3.31 C vemos representado el volumen tumoral al dia 28 p.i.t.. El
grupo control presenté un volumen tumoral significativamente mayor que el
resto de los grupos. Se observd una diferencia significativa en el tamano
tumoral entre el volumen tumoral del grupo LVRO1+Ac-anti-PD1 respecto a los
grupos Ac-anti-PD1 y SF. En el grafico se marco con una linea gris discontinua
el volumen correspondiente a 100 mm?, anteriormente habiamos definido este
punto de corte para discriminar entre tumores detectables y tumores no
detectables. Resulta de interés observar que en tiempos tempranos se observa
el desarrollo tumoral en algunos grupos como SF y Ac-anti-PD1, pero a medida
que transcurre el tiempo observamos que estos tumores no evolucionan y se
esta dando un control sobre el crecimiento.

Con estos resultados podemos inferir que en los esplenocitos que fueron
transferidos de animales que tuvieron un encuentro previo con el antigeno
tumoral, y se administraron en conjunto con las células tumorales a los
animales, hay células inmunes con una mayor capacidad antitumoral.
Desconocemos si se trata de una respuesta especifica o inespecifica frente al
tumor; nos planteamos hacer un ensayo de desafio en los ratones que
sobrevivieron para poder elucidar un poco mas este aspecto.

Al dia 74 p.i.t. los ratones fueron desafiados mediante la implantacion de un
segundo tumor en el flanco opuesto al que se inoculo el tumor primario (Figura
3.31 A). Nuevamente se agrego un grupo control para observar como evoluciona
el desarrollo tumoral en un raton naive. Se observé que los animales que
recibieron esplenocitos de ratones que habian sido tratados originalmente con
la terapia combinada, ya sea LVRO1+Apt-anti-PD1 o LVRO1+Ac-anti-PD1,
presentaron un enlentecimiento del crecimiento tumoral post-desafio con
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respecto a los demas grupos. Este efecto de las terapias combinadas se ve
reflejado en la sobrevida global de los animales (Figura 3.31 C). Si bien la
estadistica tal vez no lo refleje, en ambos grupos al menos un 50% de los
animales sobreviven y no desarrollaron nunca el tumor. Este efecto que
observamos post desafio nos indica que probablemente se haya desarrollado
una respuesta inmune de memoria especifica frente al tumor.
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Figura 3.31 - Ensayo de Winn modificado y ensayo de desafio con segundo tumor en el modelo
murino de cancer de colon CT26 subcutaneo. Curvas de crecimiento tumoral post inoculacion del
tumor y post desafio tumoral (A). Comparacion de volimenes tumorales al dia 28 p.i.t. (B). Curva
de sobrevida post desafio tumoral (C). Resultados de 1 experimento. La linea discontinua color
gris indica el volumen tumoral de 100 mm?3. Grupos: Sin esplenocitos; Controles: esplenocitos de
ratones Naive, A20 y A20+LVRO1; SF: esplenocitos del grupo PBS; Apt-anti-PD1+LVRO1:
esplenocitos del grupo Salmonella con aptamero anti-PD1; Ac-anti-PD1: esplenocitos del grupo
anticuerpo anti-PD1; Ac-anti-PD1+LVRO1: esplenocitos del grupo Salmonella con anticuerpo anti-
PD1. Las diferencias significativas se sefialan con asteriscos (*): *p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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DISCUSION FINAL Y PERSPECTIVAS

En esta tesis se planted estudiar el uso de Salmonella como inmunoterapia frente al
cancer en combinacion con otros agentes terapéuticos, de modo de darle continuidad
a la linea de trabajo del equipo de investigacién del Departamento de Desarrollo
Biotecnologico en donde se han generado robustos antecedentes sobre el uso de
Salmonella LVRO1, principalmente en melanoma (Monaco, 2021; Mdénaco et al., 2021b).
Hasta la fecha, se ha evaluado el uso de terapias combinadas en diversos modelos
tumorales buscando una sinergia o una potenciacion en el efecto terapéutico. Por
ejemplo, se evalud la combinacion de Salmonella LVRO1 con Imiquimod, un agonista
de TLR7, o con quimioterapia (DTIC, dacarbazina), en el modelo murino de melanoma.
En ambos casos se observo una potenciacion en el efecto antitumoral de las terapias
combinadas (Chilibroste et al., 2021; Vola et al., 2018).

Por otro lado, en el Area de Radiofarmacia del CIN (Centro de Investigaciones
Nucleares) se encuentra establecida una linea de investigacion que estudia el uso de
aptameros como agentes de imagenologia molecular (Calzada, 2015; Calzada et al.,
2017). Por ejemplo, se ha utilizado el aptamero Sgc8-c, el cual reconoce un marcador
tumoral, PTK7. Dicho aptamero fue modificado, derivatizandolo con sondas
fluorescentes o con radioisotopos, lograndose una herramienta de diagnostico. Su
aplicabilidad se corroboré en modelos de melanoma, linfoma y leucemias (Calzada,
2020; Calzada et al., 2017; Sicco et al., 2021, 2020). Estos antecedentes generados
indican que los aptameros funcionan muy bien como herramientas de imagen
molecular, pero el grupo aun no habia explorado su uso como agente terapéutico.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la combinacion de Salmonella LVRO1
con aptameros que bloguean puntos de control inhibidores del sistema inmune para el
tratamiento de tumores solidos. El plan inicial de este trabajo estaba enfocado en el
modelo murino de melanoma, para el cual contabamos con mayor experiencia en el
uso de Salmonella. Ademas, el uso de las moléculas inhibidoras de puntos de control
del sistema inmune ha cambiado drasticamente el prondstico de los pacientes con
melanoma (Grosso and Jure-Kunkel, 2013; Robert et al., 2015; Waldman et al., 2020).
Por lo mencionado anteriormente, se planed la evaluacion del efecto terapéutico del
tratamiento con Salmonella en combinacion con aptameros anti-PD1, anti-CTLA4 y
anti-TIM3 (los tres aptameros descritos a la fecha de inicio del proyecto) en modelo de
melanoma B16F1 subcutaneo. A pesar de los innumerables esfuerzos, en ninguna de
las tres aproximaciones se observé una potenciacion de la respuesta antitumoral
inducida por Salmonella (Figura 3.1-6). Allison y colaboradores demostraron
inicialmente que la neutralizacion con anticuerpos anti-CTLA4 aumenta la respuesta
antitumoral en animales con cancer de colon y fibrosarcoma que expresan B7-1
(ligando de CTLA4 humano) (Leach et al., 1996). La monoterapia con anti-CTLA4 se
estudio en diversos modelos tumorales con resultados heterogéneos, mostrando una
respuesta favorable en algunos modelos como cancer de cerebro, ovario, vejiga,
prostata y tejidos blandos, mientras que en cancer de mama SM1 y melanoma B16BL6
no se observa respuesta (Waldman et al., 2020). Pese a las discordancias en los
resultados preclinicos, los anticuerpos anti-CTLA4 probaron ser efectivos en ensayos
clinicos en pacientes con melanoma avanzado. En el aiio 2011 las agencias reguladoras
de EEUU, Europa y Australia aprobaron el uso de Ipilimumab (anti-CTLA4) en pacientes
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con melanoma metastasico no resecable (Grosso and Jure-Kunkel, 2013). Por lo cual la
ausencia de efecto antitumoral en el modelo estudiado en el proyecto, en
concordancia con los observado previamente por Allison, no denota necesariamente
que la estrategia aqui planteada no es valida en una traslacion a la clinica.

Por otro lado, se demostro que la neutralizacion de PD1 con anticuerpos anti-PD1 en
modelos tumorales que sobre-expresan PD-L1 (ligando de PD1) aumenta la respuesta
antitumoral, potenciando la respuesta T citotoxica. Ademas, esta terapia es efectiva
disminuyendo las metastasis en los animales tratados. Incluso se planted evaluar la
expresion de PD1 en TILs (linfocitos infiltrantes de tumor) y PD-L1 en células
tumorales, como potenciales biomarcadores que permitan predecir la respuesta de los
pacientes a la inmunoterapia (Waldman et al., 2020). En el afo 2014 la FDA aprobo el
uso de Nivolumab y Pembrolizumab (ambos anticuerpos anti-PD1) en pacientes con
melanoma refractario no resecable. En los ensayos clinicos fase Il se demuestra, entre
otras cosas, que el bloqueo de PD1 es mas eficaz y menos toxico que la terapia anti-
CTLA4 (Robert et al., 2015; Waldman et al., 2020). Si bien los resultados en la clinica
son prometedores, los mecanismos que subyacen al efecto antitumoral de los
anticuerpos anti-CTLA4 y anti-PD1 no son totalmente comprendidos. Es necesario
profundizar en el entendimiento de estos mecanismos para poder mejorar los
resultados de las terapias ya aprobadas y realizar un diseno racional de nuevas
estrategias terapéuticas combinando tratamientos (Wei et al., 2017). La respuesta
antitumoral luego de la administracion de inhibidores de puntos de control del sistema
inmune varia segun el tipo de tumor. Cada tumor genera un microambiente tumoral y
una respuesta inmune diferente, esto conlleva a un amplio rango de respuestas frente
a una misma terapia. Seria interesante evaluar el uso de terapias combinadas en
modelos preclinicos que presenten mutaciones en el gen BRAF, acercandonos asi a los
pacientes refractarios y a los que generan resistencias al tratamiento. De hecho, tanto
en los ensayos clinicos como preclinicos se observan grupos de individuos que
responden al tratamiento y otros en los que no se aprecia una respuesta objetiva (Wang
et al., 2016; Wei et al., 2017). A pesar de que: (1) el modelo no representaria
heterogeneidad entre animales, (2) las moléculas del eje PD/PD-L1 se expresan en el
microambiente tumoral, y (3) el tratamiento con inmunoterapias (como LVR01) regula
su expresion (Figura 3.4), el bloqueo de PD1 no tiene potencial antitumoral, al menos
en nuestro modelo, independientemente de la molécula que se utilice para esto
(aptamero o anticuerpo). Aln asi, queda por analizar PD-L2, ligando también de PD1,
que se expresa principalmente en células presentadoras de antigeno (Zak et al., 2017).
Igualmente el bloqueo de PD1 contempla la inhibicion de ambos ejes, PD-L1 y PD-L2.

Como se mencion6 anteriormente, las respuestas a los inhibidores de puntos control
en cancer son heterogéneas, dependen mucho del tumor y microambiente tumoral.
Sumado a esto, la variacion inter-especie puede ser critica en algunos casos y se
encuentra vigente el debate sobre si el modelo murino es el mas adecuado para el
estudio de inmunoterapias frente al cancer, ya que la traslacion a la clinica puede
diferir bastante de lo observado en el raton. Esto no debe interpretarse
necesariamente como algo negativo, porque de hecho los anticuerpos anti-CTLA4 y
anti-PD1 tienen un gran potencial terapéutico en la clinica. Sin embargo, pone en
evidencia la necesidad de generar nuevos modelos y estrategias para que esta
traslacion sea consistente con los resultados reportados.

A pesar de la limitante respecto al modelo, al inicio del proyecto confidbamos en que
al menos una de las aproximaciones evaluadas iba a presentar un efecto terapéutico
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mas claro. Santulli-Marotto y colaboradores evaluaron el efecto terapéutico de un
aptamero ARN anti-CTLA4 en un modelo murino de melanoma, demostrando que tanto
el aptamero seleccionado como el anticuerpo monoclonal anti-CTLA4 tienen un efecto
antitumoral cuando se administran como monoterapias, determinado por aumento de
la sobrevida libre de enfermedad de los animales tratados con respecto a los del grupo
control. Ademas, demostraron que la sobrevida libre de enfermedad aumenta ain mas
al tetramerizar el aptamero (Santulli-Marotto et al., 2003). La secuencia del aptamero
que utilizamos en esta tesis fue obtenida del trabajo mencionado anteriormente, asi
como la dosis a administrar. En nuestras manos, el aptamero anti-CTLA4 en
combinacion con Salmonella no tuvo impacto en el progreso de la enfermedad de los
animales. Con este aptamero so6lo evaluamos un Unico esquema de administracion, que
fue con el que se puso a punto inicialmente el modelo. Sabemos que CTLA4 se expresa
y regula negativamente luego del tratamiento con LVRO1 en el modelo melanoma
(resultados no mostrados). Por tanto, tal vez exista un régimen adecuado en donde se
pueda visualizar un potencial terapéutico. Como es un aptamero ARN, su sintesis es
mas compleja ya que requiere de modificaciones que le aportan estabilidad, y por
ende tiene mayor costo y requiere tiempos mas largos para su adquisicion (Figura 3.1).
Por tanto, en este trabajo se priorizd continuar los ensayos con los otros aptameros
que mostraron tener resultados mas prometedores con menores dificultades de
adquisicion.

Hervas-Stubbs y colaboradores reportaron que el aptamero ARN anti-TIM3 en
combinacion con el anticuerpo anti-PD-L1 administrado en dosis sub-optimas tenia un
efecto antitumoral en el modelo murino de cancer de colon CT26 subcutaneo.
Observaron un enlentecimiento del tamafo tumoral de los animales que recibian la
terapia combinada respecto al grupo control (Hervas-Stubbs et al., 2016). De este
trabajo se obtuvo la secuencia del aptamero anti-TIM3 y la cantidad de dosis a
administrar. No habia antecedentes del uso de este aptamero en modelo de melanoma.
En este caso el efecto de la terapia combinada fue modesto respecto al grupo control
(Figura 3.1), por lo que se contemplé como potencial candidato para continuar su
evaluacion en nuestro modelo. A pesar de tratarse de un aptamero ARN, de sintesis
compleja, consideramos de interés continuar trabajando con esta molécula a futuro.

Por Gltimo, Prodeus y colaboradores, trabajaron con un aptamero ADN anti-PD1
pegilado y evaluaron su efecto terapéutico en un modelo murino de cancer de colon
MC38.CEA intraperitoneal. Observaron que al administrar tanto el aptamero pegilado
como el anticuerpo monoclonal anti-PD1 habia una disminucion en la cantidad de
nodulos tumorales y en el volumen tumoral de los mismos (Prodeus et al., 2015). La
secuencia del aptamero anti-PD1 se obtuvo de este trabajo, asi como la dosis a ser
administrada. La terapia combinada utilizando este aptamero resulté también tener
un efecto modesto en el modelo de melanoma (Figura 3.1). Nos enfrentamos
nuevamente a la limitante de que el trabajo de referencia utiliza un modelo tumoral
diferente al que nosotros evaluamos. Sin embargo, se conoce que el bloqueo de PD1
tiene un efecto beneficioso en la clinica cuando se aplica en pacientes con melanoma,
por lo que nuestras expectativas eran mas altas a la hora pensar en los resultados
esperados por esta terapia. La evidencia clinica, sumado al efecto observado,
fundamentaron la eleccion de este aptamero para continuar los estudios. Ademas, al
tratarse de un aptamero ADN, su sintesis resulta menos compleja, obteniéndose
cantidades grandes del aptamero en tiempos relativamente cortos, lo que permitio
realizar todos los ensayos previstos. Otro aspecto relevante es que en todos los casos
utilizamos los aptameros sin ninguna derivatizacion (tetramerizacion, pegilacion, etc).
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Inicialmente estaba planificado pegilar el aptamero anti-PD1, pero luego por el
transcurso de este trabajo y los resultados obtenidos, dicha aproximacion no se
concreto.

Debemos considerar que los aptameros presentan algunas caracteristicas que pueden
interpretarse como limitaciones al momento de pensarlos como un agente terapéutico.
Su pequeio tamano conlleva a una rapida eliminacion, lo que dificulta su permanencia
en el organismo el tiempo suficiente para surtir su efecto. En este caso, esta
desventaja se vuelve mas evidente, ya que lo necesitamos en el sitio de accién
bloqueando su blanco molecular por un periodo largo de tiempo. Igualmente, es
interesante pensar que la misma caracteristica es lo que lo hace una herramienta
promisoria para diagnostico (Lakhin et al., 2013). Una estrategia para solucionar la
limitacion del tamano es pegilar al aptamero. Esta modificacion le confiere un mayor
tamano a la biomolécula y aumenta la vida media en el organismo. Anteriormente se
mencionaba que esta derivatizacion no se realizé en el marco de esta tesis, porque se
comparo el potencial terapéutico del aptamero anti-PD1 con el anticuerpo monoclonal
comercial, de mayor tamaino, y tampoco se observo el efecto terapéutico esperado
(Figuras 3.4 y 3.5). Cabe mencionar que si bien no existen diferencias en el potencial
terapéutico entre ambas moléculas, la respuesta inmune inducida difiere (Figura 3.23).
Sumado a esto, en nuestra experiencia derivatizando el aptamero, el rendimiento fue
muy bajo, lo que resulta en una severa limitante para obtener cantidad suficiente de
aptamero pegilado para llevar a cabo un ensayo in vivo. Una perspectiva que se
desprende de esta observacion es optimizar la reaccion de derivatizacion para mejorar
el rendimiento, ya sea modificando las relaciones molares, condiciones o tiempos de
la reaccion.

La terapia combinada demostré mayor potencial terapéutico en el modelo de cancer
de colon que en melanoma (Figuras 3.9-12). El efecto observado podria explicarse
porque la molécula blanco tiene una mayor expresion en los érganos de interés en el
modelo de CT26 (Figura 3.20), por tanto el aptamero tiene una mayor captacion y
retencion en los organos blanco (Figura 3.17).

Aun asi, solo un subgrupo de los ratones tratados con la terapia combinada es capaz
de desarrollar una respuesta inmune que permite controlar el desarrollo del tumor. En
el resto de los animales tratados no se observa un efecto y el crecimiento tumoral
evoluciona rapidamente. La respuesta segmentada ya ha sido reportada por otros
grupos que trabajan con anticuerpos anti-PD1, quienes en algunos casos discriminando
a los animales entre respondedores y no respondedores a la terapia (Wang et al., 2016).
Wang y colaboradores estudiaron las caracteristicas que tenian los tumores de aquellos
ratones que respondieron a la terapia en comparacion con los no respondedores.
Observaron que la densidad del infiltrado leucocitario, principalmente células By T,
era mayor en el grupo respondedor, también vieron una mayor expresion de IFNs del
tipo I y Il. Al utilizar un anticuerpo que bloquea el receptor de IFN del tipo | observaron
que se perdia el efecto en el grupo respondedor, resaltando la importancia de estas
citoquinas en la respuesta antitumoral (Wang et al., 2016). Con estos antecedentes lo
siguiente que explord el grupo de investigacion de Wang fue la administracion de la
terapia anti-PD1 en conjunto con un agonista TLR9, y observaron que en el efecto
antitumoral fue superior y el nimero de animales respondedores mayor en respuesta
a la terapia combinada. Se pueden apreciar ciertas similitudes entre los resultados
obtenidos en nuestro trabajo y los mencionados anteriormente: sélo un subgrupo de
ratones respondieron a la terapia y el numero de animales respondedores se
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incrementd con la terapia combinada. Ademas, la estrategia terapéutica utilizando
Salmonella LVRO1 busca generar un microambiente tumoral proinflamatorio que
promueva el infiltrado de leucocitos y que su activacion en este contexto estimule una
respuesta efectora antitumoral. Salmonella estimula la produccién de IFNy, el rol de
esta citoquina sera evaluado por nuestro grupo utilizando ratones KO para IFNy. A
pesar de observar un incremento en la cantidad de animales respondedores, éste no
fue tan significativo como esperabamos y creemos que en parte puede explicarse
porque uno de los mecanismos por el cual Salmonella ejerce su efecto antitumoral es
mediante la disminucion de la expresion de PD-L1 (Chen et al., 2020) y de PD1 (Figura
3.4), actuando ambas terapias sobre el eje PD1/PD-L1.

Independientemente de la molécula utilizada, el bloqueo de PD1 per se no tuvo efecto
terapéutico en el modelo B16F1. En el modelo CT26 se observo un efecto modesto al
utilizar el anticuerpo anti-PD1. A tiempos tempranos (dia 14 p.i.t.) los ratones
portadores de tumores CT26 que recibieron el tratamiento con anticuerpos anti-PD1,
ya sea como monoterapia o en la terapia combinada, presentaron un aumento en la
poblacion de linfocitos B a nivel de TDLN con respecto al grupo control (Figura 3.23).
Por tanto, el anticuerpo anti-PD1 demostré ser un mejor modulador de la respuesta
inmune en comparacion con el aptamero anti-PD1. Por otro lado, a tiempos tardios
(dia 27 p.i.t.) se encontré un aumento de las poblaciones de LTC en TDLN de los ratones
tratados con LVRO1 y Apt-anti-PD1+LVRO1 con respecto al grupo control (Figura 3.24).
Estos analisis no discriminan en subgrupos, respondedores o no respondedores,
enmascarando los resultados de aquellos ratones que son capaces de generar una
respuesta inmune efectiva contra el tumor. Considerando los tiempos en los que se
realizaron los ensayos, a tiempos tempranos no podemos dividirlos en subgrupos
porque el tumor recién comienza a ser palpable, y desconocemos como progresaran.
Por el contrario, al dia 27 p.i.t. si podemos inferir cuales animales se encuentran
controlando el desarrollo tumoral y cuales no. Al tratarse de animales aln en
tratamiento, se deberan establecer criterios muy precisos que permitan predecir la
continuidad del crecimiento tumoral, para realizar la segregacion grupal. En los Unicos
casos que podemos afirmar que los animales fueron capaces de controlar el
crecimiento del tumor son en aquellos sobre los cuales se realizoé un seguimiento del
tamano tumoral y sobrevida, y no presentaron un crecimiento tumoral pasados los 40
dias p.i.t.. Consideramos importante realizar nuevos ensayos y obtener evidencia mas
robusta sobre la cinética de la respuesta inmune en este modelo por diversos motivos:
por un lado, para caracterizar mejor el modelo recientemente puesto a punto en
nuestro laboratorio; y, por otro lado, para profundizar en los mecanismos que subyacen
el potencial terapéutico de Salmonella, y de la terapia combinada, en este modelo en
particular.

Si pensamos en el rol fisioldgico de CTLA4 y PD1, se sabe que ambos participan en la
regulacion de la respuesta T, pero que actlan en tiempos y sitios diferentes. CTLA4 es
un regulador temprano de la respuesta inmune y su accién la realiza principalmente
en los ganglios linfaticos, mientras que PD1 regula la respuesta inmune en tiempos mas
tardios y en su accion la realiza en los tejidos periféricos (Waldman et al., 2020). En
un estudio en que se realizé una clasificacion sistematica de linfocitos infiltrantes de
tumor (TILs) en muestras de melanoma provenientes de raton y humano, se observo
que el tratamiento con inhibidores de puntos de control induce la expansion de
poblaciones especificas dentro de los TILs. El tratamiento con anti-PD1 induce
principalmente la expansion de linfocitos T CD8" con un fenotipo exhausto, mientras
que el tratamiento con anti-CTLA4 induce la expansion de linfocitos T CD4" tipo Th1y
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linfocitos T CD8* exhaustos. Al tener mecanismos de accion celulares diferentes, es
légico pensar que la combinacion de ambas terapias podrian aumentar su eficacia y,
de hecho, este aumento se observé en estudios preclinicos y clinicos (Wei et al., 2017).
A pesar de ello, en el contexto de este trabajo no se evalud la combinacion triple de
terapias: Salmonella, anti-PD1 y anti-CTLA4.

La combinacion de terapias esta sustentada por la necesidad de evadir mecanismos de
resistencia al tratamiento. Se han estudiado multiples combinaciones, desde
diferentes moduladores de la respuesta inmune hasta quimioterapias, radioterapias o
vacunas combinadas con inhibidores de puntos de control del sistema inmune. Debido
a la heterogeneidad de los procesos tumorales y de la respuesta a los tratamientos, se
obtienen mejores resultados utilizando terapias combinadas. Cuanto mas se estudian
las diferentes aproximaciones terapéuticas, mayor informacion se genera que permite
el diseno racional de tratamientos mas efectivos y precisos para cada paciente en
particular (Galon and Bruni, 2019; Sharma and Allison, 2015). En este trabajo, la
ausencia o modesta presencia de efecto tumoral de una de nuestras ramas de
tratamiento no permitié ahondar en este sentido.

No obstante, nuestro trabajo generd informacion relevante acerca de la respuesta
inmune inducida por la terapia combinada exitosa: (1) promovié una respuesta anti-
tumoral de memoria efectiva frente a posteriores desafios tumorales (Figura 3.29); (2)
la transferencia de los componentes celulares de dicha respuesta confirié proteccion
aratones naive frente al desarrollo de tumor (ensayo de Winn modificado, Figura 3.31);
(3) la respuesta humoral permitié discriminar entre respondedores y no respondedores
a la terapia combinada, dejando en evidencia la importancia de los anticuerpos tumor-
especificos en el control tumoral (Figura 3.28).

Los ratones tratados con el anticuerpo anti-PD1, ya sea como monoterapia o en la
terapia combinada, generan rapidamente niveles mas elevados de IgG totales anti-
CT26; mientras que en los ratones tratados con aptamero anti-PD1 ese aumento se da
pero en tiempos mas tardios, donde los niveles de anticuerpos se asemejan en todos
los grupos que recibieron tratamiento (Figura 3.27). El hecho de que la respuesta
humoral se detecte tempranamente en los animales que recibieron anticuerpo anti-
PD1 se vincula con la mejor respuesta que tuvieron los animales in vivo con este
tratamiento. La generacion de una respuesta inmune especifica frente al tumor en
tiempos tempranos, cuando la carga tumoral aln es baja, permite un mejor control
del tumor como se discutira mas adelante. Seria relevante evaluar la respuesta inmune
humoral a otros tiempos para enriquecer la cinética establecida y tener una visién mas
completa de los acontecimientos. Ademas, a pesar de que los resultados obtenidos al
dia 40 p.i.t. resultan interesantes, se debe considerar el sesgo debido al analisis Unico
de los ratones que lograron sobrevivir hasta este dia.

Una interrogante que se desprende de este trabajo, y de otros trabajos anteriores, es
;por qué la terapia no siempre es capaz de controlar el crecimiento tumoral? Esta
interrogante se puede abordar desde multiples perspectivas. Desde la mirada del
sistema inmune y el microambiente tumoral, punto discutido extensamente en esta
tesis, existe una relacion entre la inmunogenicidad de los tumores y las respuestas a
las inmunoterapias (Galon and Bruni, 2019). Desde la perspectiva de la carga tumoral,
a alta carga tumoral, el sistema inmune no tiene la capacidad de controlar y encontrar
la fase de equilibrio por mas de que se lo potencie (Mittal et al., 2014). En este trabajo
observamos que cuando se administran cargas tumorales bajas, la capacidad de
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controlar el desarrollo tumoral aumenta en los animales que reciben la terapia
combinada. También observamos que cuando se administran bajas cargas en conjunto
con células inmunes provenientes de animales que ya habian recibido tratamiento
(ensayo de Winn modificado), la capacidad de controlar el desarrollo del tumor
aumenta significativamente. Aqui, ademas de la baja carga tumoral, debemos tener
en cuenta que al administrar las células tumorales y las células inmunes en suspension
en conjunto, las células tumorales no se encuentran formando estructuras complejas,
por lo que se convierten en un blanco mas accesible y vulnerable de ser eliminadas.

Se han descrito otras aproximaciones terapéuticas que han tenido éxito en la clinica,
como el uso de anticuerpos anti-PD1 en neoadyuvancia previo a remover
quirtrgicamente tumores en cancer de pulmon. En ese estudio observaron que aquellos
pacientes que recibieron el tratamiento con anti-PD1 tenian una mejor respuesta al
tratamiento y una mejor capacidad de controlar micrometastasis (Forde et al., 2018).
En este caso el bloqueo de PD1 genera una expansion de las poblaciones de linfocitos
T, tanto en tumor como a nivel de sangre periférica. No se espera que esta
inmunoterapia reduzca el tamafo tumoral, sino que haya poblaciones tumor-
especificas circulando que se encarguen de controlar las recidivas y los procesos
metastasicos, una vez removido el tumor primario. Esta estrategia terapéutica fue
probada a nivel preclinico, donde animales portadores de melanoma B16F1 tratados
con Salmonella LVRO1 en combinacién con imiquimod en neoadyuvancia presentaron
menor nimero de metastasis y de menor tamaio que el grupo control, luego de la
exéresis quirurgica del tumor primario (Vola et al., 2018). Teniendo presente estas
evidencias, otra aproximacion que se podria evaluar en un futuro es el uso de
Salmonella en combinacién con anti-PD1 como terapia adyuvante pre-cirugia.

A lo largo del trabajo hemos reflexionado sobre el modelo terapéutico que planteamos
y pensado posibles estrategias terapéuticas donde se pueda potenciar el efecto
antitumoral utilizando anti-PD1 en combinacion con Salmonella. Resulta evidente la
necesidad de generar una respuesta inmune especifica frente al tumor, de modo de
contar con una poblacién de linfocitos T antigenos especificos y luego poder expandir
esta poblacion con un fenotipo efector con la administracion de moléculas inhibitorias
de puntos de control del sistema inmune. Salmonella genera muerte celular
inmunogénica en las células tumorales (Monaco, 2021), de este modo se puede generar
una respuesta inmune especifica contra el tumor tempranamente. Hipotéticamente,
si luego se administra anti-PD1, se podria potenciar el efecto. Sin embargo, nunca se
ensayd ninguna aproximacion donde la administracion de Salmonella anteviniese el
tratamiento con bloqueadores de punto de control, por la dificultad implicita del
tratamiento intratumoral con Salmonella a tiempos tempranos (sin tumor palpable).
Para sortear esta limitante se podria administrar Salmonella por otras vias como
parenteral o subcutanea, ya que ésta tiene tropismo por los tumores, brindandonos la
posibilidad de comenzar tempranamente el tratamiento.

En suma, el trabajo realizado en el contexto de esta tesis de Maestria, aporta
conocimientos basicos que sirven de insumo para el disefio racional de estrategias
terapéuticas que combinen este tipo de inmunoterapias. En lineas generales, la terapia
combinada es capaz de generar una respuesta inmune especifica frente al tumor, que
se traduce en un moderado efecto terapéutico a nivel grupal, destacando una pequena
proporcion de individuos que responden completamente. Estos animales que
controlaron el desarrollo del tumor primario, también son capaces también de
controlar el establecimiento y desarrollo de un segundo tumor implantado en un ensayo
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de desafio. Sumado a esta evidencia, los esplenocitos de ratones que respondieron a
la terapia confiere proteccion e impide el desarrollo de un nuevo tumor cuando se
administran en conjunto con las células tumorales, y brinda proteccion frente a
subsecuentes desafios, evidenciando la generacion de una respuesta inmune memoria
por la terapia combinada. A futuro deberan explorarse escenarios acordes a este tipo
de terapias: bajas cargas tumorales, ventanas de tiempo amplias para generar
respuesta, donde aprovechar el potencial terapéutico de esta terapia combinada.
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