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bacterianos vivos atenuados. Salmonella enterica
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Therapeutic intervention alternatives in cancer,
using attenuated live bacterial vectors: Salmonella
enterica as a carrier of heterologous molecules

ABSTRACT

Salmonella enterica is a facultative anaerobic bacteria, whose
ability to colonize antigen-presenting cells (APCs) such as
dendritic cells and macrophages, has allowed its successful
use as an alive, attenuated bacterial vector for vaccination.
Salmonella enterica elicits efficient cellular, humoral and mu-
cosal immune responses, against heterologous antigens inclu-
ding viruses, parasites, other bacterial species and
tumor-associated antigens, since it is capable of delivering
these antigens to cells of the immune system. The extracellu-
lar expression of heterologous antigens on the surface of Sal-
monella enterica via its type I, III and V secretion systems,
and their delivery into infected cells is essential for its stimula-
tion of immune responses against these antigens. Moreover,
Salmonella enterica is a promising therapeutic agent against
cancer, as demonstrated by reports of pre-clinical and clinical
studies indicating that, after systemic administration, Salmo-
nella enterica preferentially localizes in solid tumors and me-
tastases as compared to normal tissues. In this review, we
focus on novel prophylactic and therapeutic anti-cancer
approaches using Salmonella enterica as a delivery system of
heterologous molecules with the aim of inhibiting tumor
growth.

Key words. Salmonella enterica. Vaccine. Cancer. Heterolo-
gous antigens. Prophylaxis.

RESUMEN

Salmonella enterica es una bacteria anaerdbica facultativa de
residencia intracelular, cuyo tropismo por las células presen-
tadoras de antigenos como células dendriticas y macro6fagos,
ha permitido su empleo exitoso como vector bacteriano vivo
atenuado con fines vacunales. La capacidad de Salmonella
enterica de sintetizar y de mostrar al sistema inmunolégico
antigenos heterélogos provenientes de virus, parasitos y otras
especies bacterianas o antigenos asociados a tumores, ha mos-
trado inducir una respuesta inmunoldgica celular, humoral y
de mucosas eficiente contra estas moléculas heterédlogas. En
este proceso, la expresiéon o la liberacién de estos antigenos
heterdlogos de la superficie de Salmonella enterica a través de
los sistemas de secrecion tipo I, III y V representa un punto
clave para la estimulacion adecuada de la respuesta inmunol6-
gica. Trabajos recientes sugieren que Salmonella enterica tie-
ne propiedades importantes para ser considerada como agente
terapéutico contra el cancer. Los estudios pre-clinicos y clini-
cos sobre los cuales se apoya esta premisa, demuestran que
posterior a la administracion sistémica de Salmonella enteri-
ca migra y coloniza en mayor proporcion a tumores sélidos y
metastasis en comparacion al tejido normal. En esta revision
se enumeran diferentes estrategias para la estimulacién de la
respuesta inmunolégica empleando a Salmonella enterica
como un acarreador de moléculas heterélogas y hacemos un
énfasis en su utilidad como acarreador de moléculas profilacti-
cas y/o terapéuticas contra el cancer.

Palabras clave. Salmonella enterica. Vacunas. Cancer. An-
tigenos heterdlogos. Profilaxis.
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VECTORES BACTERIANOS
COMO VEHICULOS DE EXPRESION
DE MOLECULAS HETEROLOGAS

La creciente necesidad de vehiculos especializados
para la liberacién de moléculas heterélogas en micro-
ambientes selectivos, ha permitido que los vectores
bacterianos vivos sean considerados desde hace algu-
nos anos como alternativas para la liberacién selecti-
va de moléculas con fines profilacticos o terapéuticos.

Bacterias como Salmonella enterica serovar
Typhi Ty21a, Vibrio cholerae CVD 103-HgR y Myco-
bacterium bovis BCG se han aprobado como vacunas
para su uso en humanos y actualmente son investi-
gadas como potenciales acarreadores de moléculas
heterélogas, entre los que figuran agentes citotoxi-
cos, citocinas, anticuerpos y antigenos pertenecien-
tes a otros microorganismos.!

Dentro del vasto grupo de vectores bacterianos vi-
vos, Salmonella enterica ha recibido una especial
atencién por su capacidad de acarrear moléculas he-
terélogas hacia las células presentadoras de antige-
nos (APC) y a la existencia de un modelo murino, en
el cual Salmonella enterica serovar Typhimurium
(Salmonella typhimurium) simula el proceso de inva-
sividad e infeccion que Salmonella enterica serovar
Typhi (Salmonella typhi) induce en humanos.?

Salmonella enterica
como un vehiculo de expresién

Salmonella enterica se ha empleado como acarrea-
dor de moléculas heterélogas con fines vacunales desde
hace més de dos décadas. Uno de los primeros estudios
realizados por Poirier, et al., en 1988, demostré que los
ratones inmunizados via oral con la cepa recombinan-
te de Salmonella enterica, mutada en la via de los ami-
noacidos arométicos, que expresaba la proteina
antigénica M de Streptococcus pyogenes en el citoplas-
ma, sobrevivieron al reto con la cepa silvestre de
Streptococcus pyogenes.® Estudios posteriores, em-
pleando un modelo murino de listeriosis, revelaron que
los antigenos secretados de la superficie de Salmonella
enterica son mejores inductores de protecciéon que los
antigenos expresados en el citosol.*

Actualmente se ha confirmado que la localizacién
del antigeno en el vector bacteriano juega un papel
muy importante en la induccién de la respuesta inmu-
nolégica integral, de tal manera que la expresién de
antigenos heterélogos en periplasma, en membrana ex-
terna o secretados de la superficie bacteriana, inducen
una respuesta inmunolégica humoral, celular y de mu-
cosas mas eficiente. En el cuadro 1 se resumen algunos
trabajos en donde se ha empleado a Salmonella enteri-
ca como acarreador de moléculas heterélogas.?16
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Figura 1. Sistemas de secrecion empleados para liberar antigenos heterélogos a través de Salmonella. A. Sistema de secrecion tipo 1 (SSTI). EI
antigeno especifico de prostata B fusionado al péptido sefial de liberacion de la proteina HlyA @, es liberado al medio y captado por las células presenta-
doras de antigeno. B. Sistema de secrecion tipo Il (SSTT) empleado para liberar distintos antigenos heterélogos al citosol de las células presentadoras
de antigeno. En el esquema se ejemplifica la liberacion del antigeno NY-ESO-1 @ fusionado a la proteina de secrecién SopE @ . C. Sistema de secre-
cidn tipo V empleado para liberar el péptido 298-306 de la proteina NS3 del virus Denge @@ en la célula presentadora de antigeno, una vez que Salmo-
nella ha invadido a la célula presentadora de antigeno.
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SSTI: sistema de secrecion tipo I. SSTT: sistema de secrecion tipo Ill. SSTV: sistema de secrecion tipo V.

Antigeno Ag85B y ESAT6 de Micobacterium tuberculosis.
Antigeno protector del Anthrax de Bacillus anthracis.

Proteina ureB de Helicobacter pylorie IL-2.
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Proteina M de Streptococcus pyogenes.
Antigeno p60 de Listeria monocytogenes.
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o Nef del virus de inmunodeficiencia humana.
Epitopo (NANP), de Plasmodium falciparum
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Subunidades de toxina pertussis.
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Salmonella typhimurium.
Salmonella typhimurium.
Salmonella typhimurium.
Salmonella typhi.
Salmonella typhimurium.
Salmonella typhimurium.
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Cuadro 1. Salmonella enterica como vehiculo de expresion de antigenos heterélogos.

Debido a que la compartamentalizacién del anti-
geno es clave para la induccién de una adecuada res-
puesta inmunolégica, la mayoria de los antigenos
heterélogos expresados en Salmonella enterica se
han acoplado mediante ingenieria genética a protei-
nas de superficie, o bien, a algunos de los sistemas
de secrecion descritos para las bacterias Gram nega-
tivas.1”-18 En Salmonella enterica, particularmente
se han explorado los sistemas de secrecién tipo 1,8
el sistema tipo III11%13 y el sistema tipo V1416:19 para
expresar y liberar moléculas heterdlogas. La figura
1 esquematiza los sistemas de secrecién tipo I, I y
V empleados para la liberacion de moléculas hetero-
logas a través de Salmonella enterica.

Vectores bacterianos
como agentes antitumorales

Desde que en 1891 William B. Coley reporté la cu-
racién de pacientes con sarcoma debido a infecciones
severas de erisipela, producido por Streptococcus
pyogenes,?? se han realizado numerosas investi-
gaciones que han permitido proponer a las bacterias
como posibles alternativas terapéuticas en contra
del cancer.?! A la fecha se han empleado tres grupos
distintos de bacterias como agentes anti-tumorales:
en el grupo I se encuentran bacterias que producen
4cido lactico del género Bifidobacterium, en el grupo
IT se encuentran bacterias intracelulares del género
de Salmonella y Listeria que son anaerébicas facul-
tativas; mientras que en el grupo III se encuentran
bacterias estrictamente anaerdbicas del género Clos-
tridium.??

El género Bifidobacterium mostr6 tener una alta
especificidad por el tejido tumoral; sin embargo, el
efecto antitumoral en modelos murinos de cancer de
mama y fibrosarcoma no fue muy alentador.?2:23 El
género Clostridium ha dado buenos resultados en la
reducciéon del tamafno tumoral; sin embargo, se ha
observado que la administracién de esporas de Clos-
tridium en modelos murinos de cancer produce una
gran toxicidad.2?2* Por otra parte, el género Salmo-
nella ha mostrado tener una alta especificidad por
tejido tumoral,?® incluyendo las met4stasis.?6 La dis-
ponibilidad de una gran variedad de cepas atenuadas
de Salmonella enterica la han hecho un vector
atractivo para el tratamiento del cancer.!”

Salmonella enterica y
su selectividad por tejido tumoral

Salmonella enterica es el vector bacteriano mas uti-
lizado como agente terapéutico en modelos murinos de
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cancer, y aunque los mecanismos que explican la se-
lectividad de esta bacteria hacia los tejidos tumora-
les no son del todo claros, se ha descrito que el
microambiente generado por la fisiopatologia del tu-
mor (caracterizado por hipoxia, acidez y necrosis)
podria contribuir a la proliferacién bacteriana en la
zona del tumor.2’

Al respecto, Kasinskas, et al., empleando un mo-
delo in vitro de tumores cilindroides hecho con cé-
lulas de carcinoma de colon, que mimetiza el
microambiente tumoral, asi como el gradiente de me-
tabolitos en los tumores humanos,?8 reportaron que
Salmonella enterica migra al tejido tumoral por la
atraccién de moléculas que estarian actuando como
agentes quimiotacticos al unirse a sus respectivos
receptores en la bacteria, favoreciendo la coloniza-
ci6n del tumor, de tal manera que el receptor de as-
partato de Salmonella enterica inicia la quimiotaxis
de la bacteria hacia la zona tumoral, el receptor de
serina inicia la penetracién y el receptor de ribosa/
galactosa dirige a Salmonella enterica hacia la zona
de necrosis tumoral.?? También, mostraron que la
mutacién de proteinas que participan en el proceso
de motilidad de la bacteria, como el sistema de dos
componentes CheA/CheY, lleva a un menor recluta-
miento de la bacteria en tejido tumoral.?? Sin em-
bargo, estos datos son inconsistentes con los
hallazgos que Stritzker, et al., reportaron al emplear
un modelo murino in vivo de cancer de mama, en
donde Escherichia coli y Salmonella typhimurium
colonizaron el tejido tumoral, aun cuando no expre-
saban la proteina CheY y las proteinas involucradas
en la motilidad de la bacteria como fliA, fliC y flgE.30
Ademaés, observaron que las cepas de Salmonella
typhimurum deficientes en la vias metabélicas de la
sintesis de aminoacidos aromaticos, disminuian lige-
ramente la colonizacién del tejido tumoral en com-
paracién con la bacteria silvestre.?’ En respuesta a
estas observaciones, Toley, et al., confirmaron re-
cientemente que la motilidad de Salmonella enterica
es indispensable para una distribucién efectiva y
acumulacién de la bacteria en el tejido tumoral.3!

Salmonella enterica
en la terapia antitumoral

Desde que en 1997 Pawelek, et al., describieron
por primera vez que Salmonella enterica coloniza y
se replica dentro de los tumores implantados en
ratones en una relacién de 1000:1 con respecto al
tejido normal,?® diversos reportes han surgido
demostrando que el empleo de cepas atenuadas de
Salmonella enterica tienen la capacidad de disminuir

el tamano del tumor en modelos murinos de xeno-
trasplantes utilizando diversas lineas celulares hu-
manas, entre ellas cancer de mama y préstata.32-34

Un nimero importante de estudios refuerzan el
empleo de Salmonella enterica atenuada como tera-
pia antitumoral; ejemplo de ello son los trabajos des-
critos con las cepas Al (deficiente en la sintesis de
leucina y arginina) y A1-R (deficiente en la sintesis
de leucina y arginina, con mayor capacidad de elimi-
nar células tumorales), que se han empleado en mo-
delos murinos de xenotrasplantes de cancer de
préstata? y sus metéstasis,3? asi como cancer
de mama,3* los resultados muestran que aproximada-
mente 40% de los animales tratados, erradicaron
completamente el tumor y sobrevivieron a largo tér-
mino. Otro estudio, empleando la cepa A1-R en un
modelo murino ortotépico de osteosarcoma humano
y sus metéastasis a pulmén, mostré que el tratamien-
to bacteriano fue efectivo en ambos casos en la erra-
dicacién del tumor.3?

Salmonella enterica atenuada también se ha em-
pleado en estudios clinicos de fase I, ejemplo de ello
es la cepa VNP20009 de Salmonella typhimurium
con mutaciones en los genes msbB (afectan la for-
macién de lipido A, reduciendo la toxicidad asociada
al lipopolisacarido) y purl (la hace dependiente de
una fuente externa de adenina). Los pacientes con
melanoma metastatico y carcinoma renal metastati-
co que recibieron dosis de la cepa VNP20009, no pre-
sentaron reacciones adversas severas y toleraron
altas dosis de la bacteria; no obstante, se observé
modesta colonizacién del tejido tumoral y el efecto
antitumoral no fue significativo.3¢

Salmonella enterica como vehiculo
acarreador de moléculas heterdologas en cancer

Los estudios descritos en los parrafos anteriores
muestran que Salmonella enterica puede llevar aca-
bo per se la disminucién de la masa tumoral en mo-
delos murinos de cancer; sin embargo, la pobre
reversion tumoral observada en pacientes con mela-
noma metastatico y carcinoma renal metastatico,6
pone de manifiesto la necesidad de mecanismos al-
ternativos para potenciar y asegurar la reversion
del tumor. En este contexto, se han reportado diver-
sos trabajos empleando a Salmonella enterica como
acarreador de moléculas heterélogas. En el caso de los
tumores inmunogénicos, se han utilizado algunos
antigenos que se sobre-expresan en la célula tumo-
ral con la finalidad de inducir o potenciar la res-
puesta inmunolégica especifica en contra del tumor;37-39
en el caso de los tumores no inmunogénicos,

68 Hernandez-Luna MA, et al. Salmonella enterica, una alternativa viable contra el cancer. Rev Invest Clin 2013; 65 (1): 65-73
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40-43
44-45

Cancer de mama, cancer de colon

Osteosarcoma

Melanoma
Cancer gastrico

LIGHT, IL-18, CCL21, FasL

IL-2
IL-4, IL-18

TRAIL

cya, crp’, asd

purf, msbB
aroA

purf, msbB

aroA

Salmonella typhimurium
Salmonella typhimurium
Salmonella typhimurium
Salmonella typhimurium

Salmonella typhi

Carcinoma de células escamosas de lengua

Céncer de prostata

Melanoma

siRNA vs. MDR

SiRNA vs. STAT3
siRNA vs. Bel-2

AphoP, AphoQ

aroA
aroA

Salmonella typhimurium
Salmonella typhimurium
Salmonella typhimurium

L EBVBS

Cancer de colon

siRNA vs. CTNNB1 ([3-catenina)

se han expresado moléculas inmunomoduladoras
en Salmonella enterica que inducen a la célula tumo-
ral a morir por apoptosis,*0-47 esta estrategia tam-
bién se ha aplicado en los tumores inmunogénicos.
El cuadro 2 resume algunos de los trabajos en los
cuales se ha empleado a Salmonella enterica para el
tratamiento del cancer.

Salmonella enterica
y profilaxis en cancer

Diferentes grupos de investigacién han evaluado
la liberacién de antigenos heterélogos por Salmone-
lla enterica, utilizando los sistemas de secrecién I y
III para inducir una respuesta inmunolégica en con-
tra de algin antigeno asociado a tumores (TAA) o
algin antigeno especifico de tumores (TSA).

Por ejemplo, Fensterle, et al., llevaron a cabo la
liberacién del antigeno especifico de préstata (PSA)
a través del sistema de HIyA (sistema de secrecién
tipo I) para inducir una respuesta inmunolégica
contra este antigeno. Sus resultados mostraron que
en los ratones inmunizados con Salmonella enterica
que expresaban el antigeno PSA, se indujo la activa-
ci6n de linfocitos T CD8+ y esta activacion evité el
desarrollo del tumor.3”

De igual forma, el sistema de secrecién tipo III
(SSTT) se ha empleado para liberar antigenos que
lleven a la induccién de una respuesta inmunolégica
protectora contra el desarrollo del tumor, como lo
mostraron Panthel, et al., empleando un modelo mu-
rino de fibrosarcoma, en el que las células tumorales
fueron previamente transfectadas con un plasmido
para expresar el péptido 217-225 de la proteina p60
de Listeria monocytogenes, simulando un antigeno
tumoral.?® Los estudios in vivo demostraron que
80% de los ratones inmunizados con Salmonella
typhimurium, expresando el antigeno p60 a través
del SSTT, fueron protegidos ante el reto de células
tumorales de fibrosarcoma que expresaban el pépti-
do p60,,, 455- En los ratones que resistieron el reto
de fibrosarcoma, se observé una respuesta de linfoci-
tos T CD8+ que evit6 el desarrollo del tumor en
comparacién con aquellos ratones que no fueron
inmunizados, demostrando asi que el efecto anti-
tumoral fue antigeno-especifico.3® En el mismo contexto,
Nishikawa, et al., construyeron una cepa de Salmo-
nella enterica que liberaba el antigeno tumoral
NY-ESO-1 (proteina de células germinales que se
encuentra sobre-expresada en cancer de pulmén,
melanoma, eséfago, ovario, vejiga y préstata) a través
del SSTT. La administraciéon oral de Salmonella
enterica, expresando la proteina NY-ESO-1, indujo

Hernandez-Luna MA, et al. Salmonella

enterica, una

alternativa viable contra el cancer. Rev Invest Clin 2013; 65 (1): 65-73 69



la regresion del tumor en un modelo murino de fi-
brosarcoma previamente establecido, y la regresion
tumoral fue mediada por linfocitos CD8+ contra el
antigeno NY-ESO-1.39

Salmonella enterica y
terapia inmunomoduladora en cancer

Aunque el empleo de Salmonella enterica como
acarreador de antigenos tumorales para la induccién
de una respuesta inmunoldgica especifica contra es-
tos antigenos ha dado buenos resultados, logrando
la activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ en mode-
los murinos, esta estrategia podria ser poco eficaz
en aquellos tumores que carecen o que han perdido
la expresion de los TAA/TSA, ademas, la efectividad
del tratamiento estaria limitado a tumores que so-
bre-expresen el mismo TAA/TSA.17

Tratar de solucionar la limitacién de la induccién
de la respuesta inmunolégica para aquellas neopla-
sias en donde las células tumorales no expresan
TAA/TSA, ha sido la premisa de diversos grupos de
trabajo que han ideado estrategias de eliminaci6n
del tumor mediante el uso de moléculas con activida-
des citot6xicas mas generales, como es el caso de la
expresion de moléculas que modulan la respuesta in-
munoldgica en el huésped a través de su expresion
en Salmonella enterica y que coadyuvan en el proce-
so de eliminacién del tumor.

Loeffler, et al., utilizando a Salmonella enterica
para expresar moléculas inmunomoduladoras como
la citocina LIGHT,*° la interleucina-18 (IL-18),%! la
quimiocina CCL21,% y el ligando de muerte FasL,*?
han revertido el crecimiento de los tumores prima-
rios y sus metastasis a pulmén en modelos murinos
de carcinoma de mama y colon. En estos trabajos,
las proteinas fueron acopladas a un péptido senal
para garantizar su secrecién de la superficie de
Salmonella enterica; una vez en el microambiente
tumoral, estas moléculas sirvieron como quimioatra-
yentes de células de la respuesta inmunolégica como
células dendriticas, macréfagos, linfocitos, células
NKs (asesinas naturales) y neutrofilos.

Sorenson, et al., describieron que una sola dosis
oral de Salmonella typhimurium que expresa a la in-
terleucina-2 (IL-2) humana, evité la formacién de
metastasis pulmonares en un modelo murino de os-
teosarcoma; en este proceso las células NK fueron
las probables responsables de la regresién tumo-
ral.#4%5 En este mismo contexto los trabajos de Ago-
rio, et al., demostraron que una sola dosis de la cepa
de Salmonella enterica que lleva un pladsmido que co-
difica para interleucina-4 (IL-4) o IL-18, retardé el

crecimiento tumoral y prolongé la sobrevivencia de
ratones con melanoma. En cualquiera de los casos,
el efecto anti-tumoral estuvo acompanado con un
aumento sistémico de interferén gamma (IFNy).46
Otro trabajo reciente, en donde se empleé a Salmo-
nella enterica como acarreador de un plasmido que
codifica para el ligando de muerte TRAIL (tumor ne-
crosis factor-related apoptosis-inducing ligand) indu-
jo una significativa regresiéon del tumor en un
modelo murino de céncer gastrico.*”

Considerando que los estudios de pacientes con
cancer, en donde se emple6 por primera vez a Sal-
monella enterica atenuada para inducir la regresién
tumoral, no tuvo efecto estadisticamente significati-
v0,%6 resulta alentador que la expresién de antigenos
tumorales o moléculas tumoricidas a través de este
vector bacteriano vivo atenuado contribuya a la
eliminacién del tumor en ensayos clinicos.

En un intento por mejorar el efecto terapéutico de
Salmonella typhimurium cepa VNP20009, Nemunai-
tis, et al., insertaron en esta cepa el gen de la enzi-
ma citosina deaminasa de Escherichia coli; esta
enzima se encarga de convertir a la 5-fluorocitosina
en 5-fluorouracilo, un antimetabolito citotéxico em-
pleado en los tratamientos de cancer gastrico,
mama, préstata, cdncer de cabeza y cuello.*® Con
esta nueva cepa recombinante se realiz6 un ensayo
clinico piloto que incluy6 tres pacientes con cancer
refractario (uno con cancer de cabeza y cuello y dos
con cancer de esé6fago), los resultados mostraron que
la cepa VNP20009 colonizé el tejido tumoral en dos
de los pacientes, y ademaés se observé la actividad de
la enzima citosina deaminasa, al medir la concentra-
cién del 5 fluorouracilo en el tejido tumoral.*® Este
trabajo confirma la capacidad de Salmonella enteri-
ca de colonizar tejido tumoral en humanos y su uti-
lidad como acarreador de moléculas heterdlogas con
actividad antitumoral.

Cabe mencionar que en la India, cepas de Salmo-
nella typhi y Salmonella typhimurium, que expresan
proteinas del core del virus de papiloma humano
VPH-16, estan en proceso de ser patentadas y de ini-
ciar ensayos de fase clinica para el tratamiento de
cancer de cérvix,*’ lo que reforzara el nimero de es-
tudios clinicos en humanos en donde se emplea a
Salmonella enterica como agente profilactico o tera-
péutico contra el cancer.

Salmonella enterica y
silenciamiento génico (siRNA) en cancer

Los RNAs pequenos de interferencia (siRNA) se
han convertido en una herramienta novedosa para
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el silenciamiento de genes a nivel postranscripcio-
nal 5051y se han empleado exitosamente para el si-
lenciamiento de distintos genes implicados en
cancer. Sin embargo, la necesidad de un vector para
acarrear y liberar las moléculas de siRNA en el mi-
croambiente tumoral es atin motivo de estudio.?? En
este contexto, Salmonella enterica ha demostrado
ser un vector eficiente para transferir DNA plasmi-
dico al interior de células eucariotas,?3* induciendo
efecto antitumoral en modelos murinos de melano-
ma, hepatoma y cancer de vejiga.>5-%%

Trabajos recientes han documentado que Salmonella
enterica es capaz de infectar distintas lineas celula-
res de cancer como préstata, melanoma y colon,
entre otros, y una vez que se encuentra en el interior
de la célula tumoral, Salmonella enterica puede
llevar a cabo la liberaciéon de plasmidos que codifican
para siRNAs. De esta forma se ha logrado el silen-
ciamiento de proteinas como: gp-170 codificada por
el gen MDR (Multi-drug resistance), cuya expresiéon
esta asociada a quimiorresistencia, estos ensayos
fueron realizados con una linea celular de carcino-
ma de células escamosas de lengua;®? el silencia-
miento del factor transcripcional STAT-3, molécula
asociada a la supervivencia de las células tumorales,
en una linea celular de cancer de préstata;?® el silen-
ciamiento de la proteina anti-apoptéticas Bel-2, en
una linea celular de melanoma®? y el silenciamiento
del oncogen CTNNBI1 que codifica para p catenina
en una linea celular de cancer de colon.?® En todos
los casos, la liberacién de los siRNAs mediada a tra-
vés de Salmonella enterica en los diferentes modelos
murinos de cancer, indujo la regresion del tumor.

Aunque las evidencias son claras sobre la utilidad
de emplear a Salmonella enterica como un acarrea-
dor de siRNAs, atin existen varias incégnitas que
requieren mayor estudio; tal es el caso del esclareci-
miento del método de liberacién de estos plasmidos.
Algunos reportes sugieren que la liberacion de estos
plasmidos puede ser mas eficientes si son acoplados al
sistema de secrecién tipo I;60-61 sin embargo, a la
fecha no existe ningtn reporte que demuestre la
liberacién natural de material genético mediada por
Salmonella enterica.

CONCLUSIONES

Como se describi6 en esta revisién, diversos
trabajos avalan la utilidad de Salmonella enterica
serovar Typhi o Salmonella enterica serovar Typhi-
murium como vectores bacterianos vivos versatiles,
para acarrear moléculas heterélogas capaces de
inducir una respuesta profilactica o terapéutica en

distintos modelos murinos de cancer. El tropismo de
Salmonella enterica por las APCs, por el microam-
biente del tejido tumoral y por las metastasis permi-
ten inducir y mantener la regresién tumoral, ya
sea por el reclutamiento de células de la respuesta
inmunolégica, o bien, por la expresiéon de moléculas
antigénicas o inmunomoduladoras capaces de condi-
cionar a la célula tumoral a morir por apoptosis.

Sin embargo, atn existen algunos desafios que
deben considerarse durante el empleo de Salmonella
enterica como el vector bacteriano de excelencia
para el tratamiento del cancer. Algunos de estos de-
safios contemplan:

* Aumentar la capacidad de Salmonella enterica
para infectar a la célula tumoral. Si bien es cier-
to que se ha demostrado que Salmonella enterica
se encuentra en mayor proporcién en tejido tu-
moral y que coloniza las metéstasis de manera se-
lectiva, pocos estudios han hecho referencia a
que esta bacteria se encuentre en el interior de
las células tumorales. Datos indirectos sugieren
que esto puede estar ocurriendo al liberar los
plasmidos que codifican para siRNAs, a través de
Salmonella enterica, en el cual es necesario que
los siRNAs sean liberados en el interior de la cé-
lula tumoral para ejercer su actividad. En este
contexto, una estrategia interesante a evaluar es
la liberacién de moléculas heterélogas acopladas
a péptidos fusogénicos que desestabilizan mem-
branas, a través de los sistemas de secrecién bac-
terianos, lo que le permitiria a la molécula
heteré6loga alcanzar su blanco dentro de la célula
tumoral, independientemente de que Salmonella
enterica se encuentre dentro o fuera de la célula
tumoral.

* Desarrollo de cepas seguras de Salmonella enteri-
ca para el empleo en humanos y principalmente
en pacientes con cancer, los cuales estan inmu-
nosuprimidos. Se ha demostrado que el empleo de
las diversas cepas atenuadas de Salmonella ente-
rica en modelos murinos de xenotransplantes no
s6lo han inducido la regresién del tumor, sino
que ademads su uso no causa gran toxicidad ni la
muerte en los modelos de ratones desnudos (in-
munodeficientes). Sin embargo, sélo la cepa
VNP20009 de Salmonella enterica ha sido proba-
da en estudios clinicos de fase I, y mostré ser
segura y bien tolerada por los pacientes con mela-
noma y carcinoma renal. Es deseable desarrollar
mejores cepas atenuadas para que sean aproba-
das para su uso en humanos. Una alternativa
a corto plazo a este problema podria ser el empleo
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de las cepas atenuadas que ya han sido aproba-
das para su uso seguro en humanos, como la
cepa vacunal Ty2la de Salmonella typhi, que
préximamente sera evaluada en ensayos de fase
clinica I por un grupo de la India que ha propues-
to emplear esta cepa para expresar antigenos del
HPYV con fines vacunales para el combate de can-
cer de cérvix.

Finalmente, considerando que el cancer es un pro-

blema de salud puablica, que requiere de acciones in-
mediatas que repercutan en el desarrollo de nuevas
y mejores alternativas terapéuticas para su trata-
miento, y con base en los trabajos descritos en los
parrafos anteriores, nos permitimos concluir que
Salmonella enterica es un acarreador versatil de mo-
léculas heterélogas con un gran potencial para ser
utilizado en el tratamiento del cancer.
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