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Resumen del proyecto

El cancer continla siendo una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, y si bien en los ultimos
anos se han desarrollado terapias innovadoras, muchas de ellas presentan altos costos y no son accesibles
para una gran parte de la poblacién. En este contexto, el uso de bacterias atenuadas como estrategia
antitumoral ha surgido como una alternativa prometedora, tanto por su potencial eficacia como por su menor
costo relativo.

Este proyecto tuvo como objetivo estudiar coémo una cepa de la bacteria Salmonella, sin capacidad de
enfermar, interactia con células tumorales de melanoma y cudles son los mecanismos asociados a su efecto
antitumoral. Para ello, se priorizd un abordaje experimental in vitro, complementado con estudios funcionales y
andlisis in vivo exploratorios.

Mediante técnicas de protedmica, se observd que la infeccidn de células tumorales con Salmonella induce
cambios profundos en la expresidn de proteinas vinculadas a procesos clave como la bioenergética de la célula
y la regulaciéon de sobrevida/muerte, requiriéndose un metabolismo tumoral funcional para que Salmonella
ejerza plenamente su accién antitumoral.

En conjunto, este trabajo aporta conocimiento bdsico relevante sobre los mecanismos de accién de terapias
bacterianas antitumorales y sienta las bases para futuros estudios orientados al desarrollo de estrategias
terapéuticas mas eficaces y potencialmente mds accesibles.

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

Palabras clave: Salmonella / melanoma / proteémica /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacién.

- Antecedentes y marco conceptual

El melanoma es el tipo de cdncer de piel mds agresivo y, si bien su incidencia es menor en comparacidn con
otros tumores cutdneos, presenta la mayor tasa de mortalidad debido a su alta capacidad de diseminacion
metastdsica [1][2]. A nivel global y regional, ha mostrado un incremento sostenido tanto en incidencia como en
mortalidad, y Uruguay no constituye una excepcién, alinedndose con el perfil epidemioldgico de paises
desarrollados [3], [4].

En los ultimos anos, el tratamiento del melanoma avanzado ha experimentado avances significativos,
particularmente a partir de la introduccién de terapias dirigidas (inhibidores de BRAF y MEK) y de la
inmunoterapia basada en el bloqueo de puntos de control inmunoldgico (anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4,
anti-PD-1y anti-PD-L1). No obstante, una proporciéon relevante de pacientes no responde o desarrolla
resistencia a estos tratamientos, los cuales ademds se asocian a elevados costos y a efectos adversos de
consideracion, incluyendo toxicidades inmunomediadas [5]. En este contexto, persiste la necesidad de
desarrollar estrategias terapéuticas alternativas o complementarias, mds efectivas, seguras y accesibles.

Las inmunoterapias basadas en microorganismos han resurgido como una estrategia prometedora en oncologia,
retomando conceptos histéricos como la toxina de Coley [6]. En la actualidad, el uso de agentes vivos atenuados
cuenta con precedentes clinicos exitosos, como la instilacion intravesical de Mycobacterium bovis BCG para el
tratamiento del cdncer de vejiga superficial, con tasas de respuesta superiores al 70% [7], [8]. En melanoma,
distintos ensayos clinicos han explorado el uso de BCG como terapia adyuvante, lo que recientemente llevé a la
aprobacion en Argentina del uso de VACCIMEL, una vacuna a células irradiadas que se administra con BCG (y
GM-CSF) como adyuvantes [9].

Entre las bacterias estudiadas con fines antitumorales, Salmonella enterica se destaca por presentar

2711



caracteristicas particularmente atractivas: tropismo tumoral, capacidad de invadir y replicar en células
malignas, inducciéon de muerte celular inmunogénica y potente activacién del sistema inmune innato y
adaptativo [10], [11]. Diversos estudios preclinicos han demostrado la seguridad y eficacia antitumoral de
distintas cepas de Salmonella en diferentes modelos tumorales [12]-[14]. Asimismo, algunos ensayos clinicos
tempranos han demostrado su seguridad en pacientes oncolégicos de distintos tipos [15]-[17].

En este marco, nuestro grupo ha desarrollado y caracterizado extensamente la cepa atenuada de Salmonella
Typhimurium LVRO01, demostrando su capacidad antitumoral en multiples modelos experimentales. En
particular, en el modelo de melanoma se ha observado que la administracién intratumoral de LVRO1, sola o en
combinacion con otros agentes inmunomoduladores, retrasa el crecimiento tumoral, limita la diseminacién
metastdsica y prolonga la sobrevida, a través de la induccidn de un microambiente tumoral proinflamatorio de
tipo Th1y de la activacién de mecanismos de muerte celular inmunogénica, como la piroptosis [18]—[21].

A pesar de esta evidencia, los mecanismos moleculares finos que subyacen al efecto antitumoral de
Salmonella, tanto en la bacteria como en las células tumorales, aln no se comprenden en su totalidad. En
particular, se conoce poco acerca de las proteinas, rutas bioldgicas y vias metabélicas que se modulan durante
la interaccién directa entre Salmonella y las células de melanoma, y que podrian explicar los efectos
observados.

- Problema de investigacion

Si bien la eficacia antitumoral de Salmonella atenuada ha sido demostrada en multiples modelos
experimentales, existe una brecha de conocimiento significativa en relacion con las bases moleculares de dicha
eficacia. La mayoria de los estudios se han centrado en resultados fenotipicos o inmunolégicos globales, sin
abordar de manera sistematica los cambios a nivel protedmico que ocurren tanto en la bacteria como en las
células tumorales durante su interaccion.

En particular, se desconoce qué proteinas y rutas metaboélicas son inducidas o reprimidas en Salmonella al
interactuar con células de melanoma, asi como qué vias celulares se ven alteradas en las células tumorales
como consecuencia directa de la infeccidon bacteriana. Esta falta de informacién limita la posibilidad de
optimizar racionalmente estas inmunoterapias, identificar nuevos blancos terapéuticos o disenar
combinaciones mds eficaces con otros tratamientos.

- Objetivos

**Objetivo general**
Identificar las moléculas, rutas bioldgicas y vias metabdlicas que se modifican durante la interacciéon entre la
cepa atenuada de Salmonella Typhimurium LVR01y células tumorales de melanoma.

**Objetivos especificos**

1. Construir y seleccionar una cepa fluorescente de Salmonella Typhimurium LVR01 adecuada para el estudio
de la interaccién con células tumorales, asegurando que la marcacion no altere de forma significativa sus
propiedades bioldgicas relevantes en ensayos in vitro.

2. Caracterizar, mediante un abordaje protedmico comparativo, los cambios en el perfil de expresién proteica
de Salmonella LVRO1 bajo condiciones de crecimiento dptimas y durante la infeccidon in vitro de cultivos de
células de melanoma, con el fin de identificar rutas metabédlicas y procesos bacterianos modulados por la
interaccién con células tumorales.

3. Determinar las modificaciones en el proteoma de las células de melanoma inducidas por la infeccién in vitro
con Salmonella LVRO01, identificando proteinas y vias bioldgicas potencialmente asociadas al efecto antitumoral
observado.
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4. Analizar los patrones de expresion proteica de Salmonella LVR0O1 en un contexto in vivo de tratamiento
intratumoral, considerando la interaccién con el microambiente tumoral, como instancia complementaria y
contrastiva de los hallazgos obtenidos en los estudios in vitro.

5. Estudiar el perfil protedmico diferencial de tumores tratados con Salmonella LVRO1 en comparaciéon con
tumores no tratados, asi como la cinética temprana de los cambios proteicos en células tumorales e inmunes.

6. Corroborar la relevancia funcional de un subconjunto de proteinas, rutas biolégicas o mecanismos
moleculares identificados en los andlisis protedmicos, priorizando aquellos surgidos de los estudios in vitro,
mediante estrategias experimentales complementarias.

- Justificacién

La caracterizacidn detallada de la interaccion Salmonella—célula tumoral desde una perspectiva protedmica
representa un enfoque innovador y necesario para avanzar en la comprensidn de los mecanismos antitumorales
inducidos por bacterias atenuadas. El énfasis en modelos in vitro permite un andlisis controlado y profundo de
esta interaccidn, aislando los efectos directos de la bacteria sobre las células tumorales y viceversa, y
generando informacidn de alto valor mecanistico. El conocimiento generado contribuird a identificar rutas
moleculares clave que expliquen la eficacia antitumoral de Salmonella, sentando las bases para futuros
estudios de optimizacidn terapéutica. Asimismo, estos resultados podrdn orientar el diseno racional de cepas
bacterianas mejoradas o de estrategias combinatorias con otras terapias, con el objetivo ultimo de desarrollar
inmunoterapias mads efectivas, seguras y accesibles para el tratamiento del melanoma.

Metodologia/Disefio del estudio

Diseno del estudio y metodologia

El presente estudio se disend con el objetivo de caracterizar, desde una perspectiva protedmica, la interaccion
entre la cepa atenuada de Salmonella enterica serotipo Typhimurium LVR01y células tumorales de melanoma.
El diseno experimental se basé en el proyecto original presentado, con adecuaciones acordes al desarrollo
efectivo del trabajo, manteniendo la coherencia conceptual y metodolégica, enfatizando en un abordaje in vitro
como estrategia central para el andlisis mecanistico de esta interaccién.

Diseno general del estudio

El estudio se estructuré como un andlisis experimental comparativo, orientado a identificar cambios
diferenciales en el perfil de expresion proteica tanto de la bacteria como de las células tumorales durante su
interaccion directa en cultivo. Para ello, se implementaron modelos de infeccidn in vitro de células de
melanoma murino con Salmonella LVR01, combinados con técnicas de separacién celular y proteémica basada
en espectrometria de masas.

Como instancia complementaria y de contraste, se contemplé la evaluacién de algunos de los hallazgos en un
contexto in vivo, con el fin de contextualizar los resultados obtenidos in vitro. No obstante, a lo largo del
proyecto se determind que el eje metodoldgico del estudio se centraria en un sistema celular controlado
(células tumorales+bacterias, sin participacidn de otras células), que permiten un andlisis detallado de los
cambios moleculares inducidos por la interaccién bacteria—célula tumoral.

Cepa bacteriana y construccién fluorescente

Se utilizé como base la cepa atenuada Salmonella Typhimurium LVR01, extensivamente utilizada por el grupo.
Con el fin de permitir la identificacion y recuperacién selectiva de bacterias y células infectadas, se generaron
cepas fluorescentes derivadas de LVR01 mediante la incorporaciéon de genes codificantes para proteinas
fluorescentes, ya sea a nivel cromosdmico o plasmidico. Las distintas construcciones fluorescentes fueron
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comparadas en términos de estabilidad, curvas de crecimiento, capacidad de invasién y replicacion
intracelular, asegurando que la marcacién no alterara de manera significativa las propiedades bioldgicas
relevantes de la cepa parental. A partir de esta comparacién se seleccion6 la construccién mas adecuada,
denominada en adelante LVRO1-flu, para los estudios posteriores.

Modelos celulares y condiciones de infeccidn in vitro

Como modelo tumoral se emplearon células de melanoma murino B16F1, cultivadas en condiciones estdndar
(medio DMEM suplementado con suero fetal bovino, 37 °C, 5 % C02). Las infecciones in vitro se realizaron
utilizando LVRO1-flu crecida previamente en condiciones 6ptimas (medio Luria-Bertani, 37 °C, agitacién), a una
multiplicidad de infeccidn definida en base a resultados previos del grupo (100:1 bacteria:célula). Luego de un
periodo inicial de infeccion de 1 hora, se eliminaron las bacterias extracelulares mediante el agregado de
gentamicina, permitiendo el andlisis especifico de bacterias intracelulares. Finalmente se procedié a la
recuperacién de las bacterias y células para su posterior procesamiento.

Extraccién de proteinas y andlisis proteémico

Las proteinas totales fueron extraidas utilizando protocolos estandarizados que incluyen inhibidores de
proteasas, seguidos de cuantificacidn y digestién enzimdtica. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a
andlisis proteémico del tipo shotgun mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS). Este enfoque fue seleccionado por su alta sensibilidad, la baja cantidad de muestra
requerida y su capacidad para brindar una cobertura amplia del proteoma, permitiendo la deteccidn
simultdnea de un gran ndmero de proteinas tanto bacterianas como eucariotas.

Andlisis bioinformdtico y estadistico

Los datos generados por LC-MS/MS fueron procesados mediante plataformas bioinformdticas especializadas
para andlisis protedmico. Se identificaron proteinas diferencialmente expresadas entre las distintas
condiciones experimentales utilizando criterios estadisticos predefinidos, incluyendo umbrales de significancia
y cambios minimos de expresion.

Posteriormente, se realizé un andlisis de enriquecimiento funcional para asociar las proteinas identificadas a
procesos bioldgicos, funciones moleculares y componentes celulares, utilizando anotaciones de Gene Ontology.
Este anadlisis permitié identificar rutas bioldgicas y metabdlicas moduladas durante la interaccién Salmonella—
melanoma.

Validaciéon de resultados
Un subconjunto de moléculas identificadas como relevantes en los andlisis proteémicos fue seleccionado para
su validacion mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

Consideraciones in vivo

El diseno original del estudio contemplaba la extension de los andlisis proteémicos a un modelo murino de
melanoma tratado intratumoralmente con LVR01-flu, con el fin de evaluar la dindmica proteémica en presencia
del microambiente tumoral completo y de células inmunes. Estas aproximaciones se consideraron como una
instancia de contraste y contextualizacion de los hallazgos in vitro, manteniendo la coherencia con el disefo
conceptual del proyecto.

Consideraciones éticas y reproducibilidad

Todos los procedimientos experimentales fueron planificados de acuerdo con las normativas institucionales y
nacionales vigentes. Los experimentos in vitro se realizaron en condiciones controladas y por cuadriplicado
bioldgico, mientras que los in vivo se realizaron con n=12 animales/grupo, todo lo que aseguran la
reproducibilidad y robustez de los resultados obtenidos.
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Resultados, andlisis y discusidon

(Todas las Figuras mencionadas en esta seccidn junto con sus pies de figura se encuentran en un pdf en la
seccion Adjuntos)

Seleccion de herramientas para el estudio de la interaccion bacteria—tumor

Como primer paso, se desarrollaron cepas fluorescentes derivadas de LVRO1 con el fin de facilitar el estudio de
la interaccidn con células tumorales. Se evaluaron dos estrategias: expresidn plasmidica de RFP y expresion
cromosomica de GFP. Ambas construcciones mostraron curvas de crecimiento comparables a la cepa parental,
sin evidenciar una carga metabdlica significativa asociada a la expresion de proteinas fluorescentes (Figura
14). Asimismo, la cepa LVRO1-RFP presenté una estabilidad plasmidica elevada tanto in vitro como in vivo
(Figura 1B), y ambas cepas fluorescentes conservaron la capacidad de invadir células B16F1, aunque LVRO1-
GFP mostré una invasividad significativamente mayor (Figura 1C).

No obstante, pese a multiples intentos, la deteccién robusta de bacterias intracelulares mediante citometria de
flujo o microscopia no alcanzé la reproducibilidad requerida para su uso sistematico en los andlisis
protedmicos posteriores. En funcion de estas limitaciones técnicas, se decidié continuar los estudios utilizando
la cepa LVRO1 sin marcador fluorescente y analizar el proteoma total de células tumorales expuestas a la
infeccidn, independientemente de su estado de invasion. Esta decision metodoldgica permitié avanzar de
manera consistente con los objetivos principales del proyecto.

Cambios protedmicos inducidos por Salmonella en células de melanoma in vitro

La caracterizacién protedmica comparativa de células B16F1 infectadas in vitro con LVRO1 frente a células
control no infectadas constituy6 el nicleo del proyecto. El andlisis por espectrometria de masas permitié
identificar un total de 2277 proteinas, predominantemente de origen eucariota. La deteccién limitada de
proteinas bacterianas reflejé una restriccion técnica inherente a la marcada disparidad en la abundancia
relativa de proteinas tumorales y bacterianas, por lo que el andlisis detallado se centré en el proteoma
tumoral.

Se identificaron 1971 proteinas compartidas entre ambas condiciones, junto con subconjuntos de proteinas
exclusivas de células control o infectadas (Figura 2A). El andlisis de abundancia relativa permitié definir
proteinas significativamente enriquecidas o reprimidas tras la infecciéon con LVRO1. En este contexto, se
observaron cambios relevantes en procesos bioldgicos asociados a respuesta a estimulos, proliferacidn celular
y metabolismo, asi como en funciones moleculares relacionadas con la unién a dcidos nucleicos y la actividad
transferasa, entre otros (Figura 2B).

El andlisis del interactoma reveld la sobrerrepresentacion de vias asociadas al procesamiento de ARNm,
gueratinizacién y produccién de energia (Figura 2C). Resulta particularmente destacable que las vias
metabdlicas vinculadas a la produccién de energia aparecieran moduladas tanto entre proteinas enriquecidas
como reprimidas, sugiriendo una reorganizacion profunda del metabolismo celular inducida por la infeccién con
Salmonella. Este punto se resefiard mds adelante.

Es interesante que la integracion de los resultados protedmicos con bases de datos de valor prondstico (Human
Protein Atlas Database) permitio clasificar a las proteinas identificadas segln su asociacién previa con
distintos tipos de cdncer. Una proporcion considerable de las proteinas moduladas por Salmonella habia sido
reportada como marcador prondstico, destacdndose que un nimero significativo de proteinas inducidas se
asociaba a prondstico favorable, mientras que muchas de las reprimidas correspondian a marcadores
prondsticos desfavorables.

Entre las proteinas moduladas, varias con expresion documentada en melanoma fueron seleccionadas para
validacion mediante qPCR. Este andlisis confirmé cambios concordantes a nivel de ARNm para proteinas
involucradas en metabolismo celular, transporte nuclear, trdfico intracelular y regulacion de la apoptosis
(Figura 2D). Estos resultados refuerzan la hipétesis de que la infecciéon con LVR01 impacta directamente sobre
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rutas celulares criticas para la progresion tumoral y la respuesta a terapias.

Salmonella induce una reprogramaciéon metabdlica en células tumorales

Dado el enriquecimiento consistente de vias metabdlicas en los andlisis proteémicos, se profundizé el estudio
del impacto de LVRO1 sobre el metabolismo tumoral. Ensayos funcionales demostraron que la infeccion con
Salmonella incrementa el consumo de oxigeno no mitocondrial (Figura 3A) y aumenta el estrés oxidativo en
células tumorales, evidenciado por un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (Figura
3B). Estos cambios sugieren la induccién de disfuncién mitocondrial o la activacidn de vias compensatorias de
generacién de energia, generando un entorno de estrés metabdlico desfavorable para la célula tumoral.

En concordancia con estos hallazgos, se confirmé que la inhibicidn metabdlica impacta de manera significativa
sobre la funcionalidad bioenergética de las células tumorales. Ensayos de actividad metabélica basados en la
reduccién de MTT mostraron que las células B16F1 tratadas con 2-deoxiglucosa presentan una disminucion
aproximada del 50 % en comparacién con células control (Figura 3C). Este resultado confirma la eficacia de la
inhibicién metabdlica en el modelo experimental utilizado y refuerza la hipétesis de que un metabolismo
tumoral activo constituye un requisito para que Salmonella LVR01 ejerza plenamente su efecto antitumoral.
Estos hallazgos se alinean con el concepto de competencia metabdlica entre Salmonella y las células
tumorales, en el cual la bacteria, actuando como un generalista metabdlico, explota nichos hipéxicos y pobres
en nutrientes del microambiente tumoral, imponiendo un estrés bioenergético adicional a las células malignas.

Dependencia del metabolismo tumoral para la eficacia antitumoral de Salmonella in vivo

Para evaluar la relevancia funcional de la reprogramacion metabdlica observada, se analizo el efecto de la
inhibicién metabdlica mediante 2-deoxiglucosa (2DG) en un modelo murino de melanoma tratado con LVRO1
(Figura 4A). De manera inesperada, la administracion de 2DG atenud significativamente el efecto antitumoral de
Salmonella, evidenciado por un mayor crecimiento tumoral y una reduccién en la sobrevida de los animales
tratados con la combinacién en comparacién con LVR01 solo (Figura 4B).

Este resultado sugiriéd que un metabolismo tumoral funcional es necesario para que Salmonella ejerza
plenamente su efecto antitumoral. Para descartar que este fendmeno se debiera a un impacto negativo de 2DG
sobre la bacteria, se realizé un andlisis detallado de la biodistribucién bacteriana en bazo y tumor a distintos
tiempos post-inoculacion.

Biodistribucidn bacteriana y efecto de 2DG sobre Salmonella

Los recuentos bacterianos, tanto absolutos como normalizados por peso del 6rgano, mostraron que la
administraciéon de 2DG no reduce la capacidad de LVR01 de colonizar ni persistir en el tumor o en el bazo
(Figura 5A). De hecho, en algunos puntos temporales, pareceria haber una tendencia a carga bacteriana
tumoral superior en animales tratados con LVR01+2DG respecto a la observada con LVR01 solo. Asimismo, el
andlisis del ratio tumor:bazo indicé que 2DG no redirige la biodistribucién bacteriana fuera del tumor (Figura
5B).

Estos resultados permiten descartar que la pérdida del efecto antitumoral se deba a una disminucién en la
viabilidad, crecimiento o localizacién tumoral de Salmonella, reforzando la hipétesis de que la inhibicién
metabdlica interfiere con mecanismos dependientes del estado metabdlico de la célula tumoral o del
microambiente tumoral.

Conclusiones y recomendaciones

En conjunto, los resultados obtenidos en este proyecto indican que la inmunoterapia basada en Salmonella
LVRO1 induce una reprogramacion metabdlica profunda en las células tumorales, caracterizada por
alteraciones en la produccion de energia, aumento del estrés oxidativo y modulacién de proteinas asociadas a
proliferacidn, apoptosis, entre otros procesos. La eficacia antitumoral de Salmonella depende criticamente de
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la integridad del metabolismo tumoral, ya que su inhibicién farmacolégica revierte los beneficios observados
aun en presencia de una colonizacién bacteriana adecuada.

Si bien se trata de un estudio de investigacion bdsica sin impactos econémicos, sociales o ambientales directos
en el corto plazo, el conocimiento generado aporta evidencia mecanistica que podria resultar relevante para el
desarrollo futuro de estrategias terapéuticas antitumorales mds accesibles. En este sentido, el uso de
bacterias atenuadas, potencialmente menos costosas de producir y administrar que terapias basadas en
anticuerpos monoclonales u otras inmunoterapias actualmente disponibles, podria contribuir a largo plazo a
ampliar el acceso a tratamientos oncoldgicos efectivos, particularmente en contextos con recursos limitados.
Los primeros pasos en este respecto en melanoma ya se han dado, con la reciente aprobacién en Argentina del
uso de la bacteria BCG como terapia adyuvante en pacientes recibiendo la vacuna VACCIMEL (a células
tumorales irradiadas) [9].

Asimismo, los resultados obtenidos abren multiples lineas de investigacién futuras. Ademads de la
reprogramacién metabdlica, los andlisis protedmicos revelaron el enriquecimiento de otras vias bioldgicas de
interés, tales como procesos de queratinizacién y regulacién del procesamiento y splicing de ARN, cuyo rol en
el efecto antitumoral de Salmonella resta por ser dilucidado. El estudio funcional de estas rutas podria aportar
una comprensién mds integral de los mecanismos mediante los cuales la bacteria modula la biologia tumoral.
Finalmente, si bien el abordaje in vitro permitié un andlisis detallado de los cambios moleculares inducidos por
Salmonella en células tumorales, la extensidn sistemdtica de estos estudios a modelos in vivo representa una
proyeccion natural del presente trabajo. El andlisis del impacto de estas rutas en el contexto del
microambiente tumoral, asi como la interaccidn con componentes del sistema inmune, constituye una
recomendacién clave para estudios futuros orientados a la optimizacidn y eventual aplicaciéon terapéutica de
este tipo de estrategias bacterianas.
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