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Resumen del proyecto

El melanoma es un cdncer de incidencia creciente que en la fase metastdsica presenta un mal prondstico. La
guimioterapia, las terapias dirigidas e inmunoterapias son utilizadas para el tratamiento, pero las células presentan
resistencia a la apoptosis y evaden el sistema inmune disminuyendo la eficacia de los tratamientos.

Los quimiotera?picos, como la temozolomida o su andlogo la dacarbazina, pueden conducir al melanoma a la senescencia
celular, un estado en el cual la célula deja de dividirse y comienza a secretar factores que afectan su entorno. Nuestros
estudios indican que en las células de melanoma senescentes hay un aumento importante en la funcién, masa y tamano de
las mitocondrias, el organelo donde se sintetiza el ATP, la “moneda” de intercambio de energia de la células. También
observamos un aumento en los niveles de las proteinas mitofusinas, que participan en los procesos de fusién de las
mitocondrias.

Al interferir con la expresidn de las mitofusinas, y disminuir sus niveles en la célula, notamos que disminuia la secrecidn
de factores, incluyendo proteinas que podian afectar a células del sistema inmune y por tanto al desarrollo del tumor.
Establecimos tumores en ratones con células de melanoma, con y sin mitofusinas, y sometimos a los animales a
guimioterapia con dacarbazina. Observamos que en ausencia de mitofusinas los tumores son mds chicos, tanto en
ausencia como en presencia de tratamiento. Ademds constatamos la presencia de un mayor nimero de macréfagos en
los tumores sin mitofusina de animales tratados con quimioterapia.

En suma, nuestros resultados indican que los cambios que ocurren en la mitocondria son necesarios para la secrecion de
factores por las células de melanoma, senescentes y no senescentes. En particular, las mitofusinas parecen importantes
para el desarrollo tumoral y la respuesta a la quimioterapia, y podrian constituir nuevos blancos para el tratamiento del
cdncer.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Metabolismo y
bioenergética de la célula sene

Palabras clave: senescencia / mitocondria / melanoma /

Introduccién

Melanoma y resistencia a la terapia

El melanoma se origina a partir de la transformacién maligna de los melanocitos (1) por mutaciones en el ADN que
conducen a la activaciéon de oncogenes o la inactivacion de supresores de tumores. El inhibidor de las quinasas
dependientes de ciclinas 4 y 6 (CDK4/6) p16INK4A (p16) se encuentra afectado en un 80- 90% de los melanomas (2). En la
via de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK: mitogen activated kinase, RAS-RAF-MEK-ERK), se encuentran
mutaciones en la GTPasa N-RAS (NRAS) y en la quinasa B-RAF (BRAF) en 15% y 50% de los melanomas respectivamente
(3). Por altimo el supresor tumoral fosfatasa y homdlogo de tensina (PTEN) se encuentra mutado o ausente en un 20 o0 40%
de melanomas respectivamente (4). En muchos tumores encontramos mds de una de estas mutaciones, que cooperan
promoviendo la proliferacién y supervivencia celular (1).

La tasa de incidencia de esta enfermedad ha ido en aumento durante los Gltimos 30 afios en nuestro pais y el mundo (1, 5).
El Uruguay presenta tasas de incidencia y mortalidad altas de acuerdo con los estdndares de la organizacién mundial de
la salud (6-8). Cuando el melanoma es detectado tempranamente, el tratamiento potencialmente curativo es la cirugia. Sin
embargo, en estadios metastdsicos y/o no operables las opciones terapéuticas son poco eficaces, siendo la supervivencia
media menor a un ano y la mortalidad a los 5 afios cercana al 90% (5). Hasta el 2011 los tratamientos para el melanoma
metastdsico se limitaban a la quimioterapia con agentes alquilantes del ADN (9), principalmente dacarbazina y
temozolomida (TMZ), y con Interleukina 2 (5). Lamentablemente la respuesta a estas drogas es baja (10-25%) y los andlisis
clinicos de fase 3 demuestran que no mejoran la supervivencia global de los pacientes en relacién a un placebo. De
cualquier forma, los agentes alquilantes han sido utilizado como quimioterapéuticos durante muchos afos, y son la
referencia al evaluar la eficacia de nuevos tratamientos (5).

Actualmente también contamos con las terapias dirigidas con inhibidores de las MAPK. El 48% de los pacientes responden
al tratamiento con inhibidores del mutante BRAFV600E (ej. vemurafenib) (10). Sin embargo las células adquieren
resistencia luego de un breve periodo (11), en muchos casos por la aparicién de una mutacién MEKC121S activa
constitutivamente (1). Esto ha llevado al uso combinado de inhibidores de BRAF y MEK (ej. trametinib) en el tratamiento (5,
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12).

Por ultimo encontramos las inmunoterapias, que potencian la eliminacién del tumor por el sistema inmune (13). Los
anticuerpos que bloquean la interaccion el antigeno 4 del linfocito citotéxico T (CTLA-4) con su ligando B7 (14) y los
anticuerpos contra la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1, en el linfocito T) y su ligando (PD-L1, en las células
presentadoras de antigenos o en el tumor) evitan la inmunosupresion y evasion del tumor (5). Aunque la inmunoterapia
aparece como una alternativa muy prometedora para el tratamiento del melanoma metastdsico, la respuesta se limita a
un porcentaje bajo de pacientes, y puede tener efectos secundarios severos asociados con procesos autoinmunes (5, 15).
La combinacién de inmunoterapias (16) y también de quimioterapias, radioterapias o terapias dirigidas con
inmunoterapias ha presentado resultados prometedores (17), aunque pueden resultar mds téxicas que las monoterapias
(16). El concepto detrds de estas Gltimas es que las terapias convencionales y dirigidas pueden aumentar la sensibilidad
del tumor a la inmunoterapia por medio de distintas estrategias: a) inducir una regresién que disminuye la
inmunosupresién inducida por el tumor, b) producir muerte de células tumorales que actian como una vacuna in situ al ser
captadas por células dendriticas, c) inducir la senescencia de las células tumorales que pueden ser eliminadas por células
Ty macréfagos (17).

Senescencia celular inducida por la terapia en melanoma

La senescencia celular es una de las consecuencias de la terapia del melanoma y un destino alternativo a la muerte por
apoptosis o catdstrofe mitdtica (18, 19). La senescencia se caracteriza por el cese irreversible de la proliferacion, debido a
la expresidén de supresores tumorales (p53) e inhibidores de las CDKs (p16, p21) que conducen a la hipofosforilacién de pRB
(20). Otros marcadores de senescencia son el aumento de tamaiio y actividad ?-galactosidasa (SA-beta Gal), activacién de
la respuesta al dafio al ADN (DDR), aparicidn de focos de heterocromatina y adquisicién de un fenotipo secretor asociado a
la senescencia (20).

La senescencia es una barrera importante para el desarrollo del melanoma y otros tumores y el proceso de
transformacion neopldsica involucra la evasion de la senescencia (2, 21, 22). De cualquier forma, muchos tumores retienen
la capacidad de senescer. La inactivacion de oncogenes (23), la restauracion de genes supresores de tumores (24), el dafo
al ADN por dacarbazina, TMZ (23, 25, 26) o radiacion (27), asi como las terapias dirigidas (28), inducen a la senescencia
confirmando la integridad de la via en estas células.

El rol de la senescencia en el cancer es controversial ya que los factores de crecimiento, citoquinas y proteasas
secretados pueden suprimir o promover el desarrollo tumoral. Componentes del secretoma pueden inducir la senescencia
en células vecinas y colaborar con la reparacién de tejidos o promover la proliferacidn, migracién e invasividad de las
células tumorales (29). El secretoma de la célula tumoral senescente también afecta a células de la respuesta inmune
innata y adaptativa, reclutando y activando linfocitos Th-1, macréfagos M1y células natural killer, conduciendo a la
eliminacién de las células senescentes y controlando la progresién tumoral (30). En el melanoma la senescencia inducida
por la TMZ aumenta la secrecion de la quimioquina CCL2, que potencia la sobrevida e invasividad de las células de
melanoma no senescentes (23). El vemurafenib también promueve la secrecién de factores capaces de estimular el
crecimiento y diseminacién de las células tumorales resistentes (31); sin embargo no se sabe si este fendmeno estd
vinculado con la induccién de la senescencia.

Bioenergética, biogénesis y dindmica mitocondria

La capacidad de adaptacién de la células tumorales a las demandas energéticas impuestas por el entorno es clave para
su supervivencia (32), ya que se encuentran expuestas a cambios continuos en el microambiente y a situaciones de estrés,
como la exposicidn a quimioterdpicos y células del sistema inmune.

La mitocondria es responsable de gran parte de la sintesis de ATP en la fosforilacién oxidativa, una via en la que se acopla
el transporte de electrones en la cadena respiratoria a la fosforilacion del ADP por la ATP sintasa. (33), La funcidn
mitocondrial se encuentra regulada por una compleja red de sefalizacién que modula la biogénesis, dindmica y autofagia
mitocondrial (34). Entre los principales sensores del estado energético encontramos a la quinasa activada por AMP (AMPK)
(35) y las sirtuinas (36).(37). Sus blancos incluyen a los coactivadores transcripcionales de PPAR-? de la familia PGC-1 que
regulan la biogénesis mitocondrial (38).

La dindmica mitocondrial comprende los procesos de fusién, fision y movimiento que ocurren en la mitocondria en
respuesta a la demanda energética celular y otros estimulos (39). La forma de la mitocondria depende del balance entre la
fusion y fisidn, yendo de estructuras pequenas y fragmentadas con baja fosforilacién oxidativa, hasta tubulares largas y
entrelazadas con alta fosforilacion oxidativa (40). La GTPasa Drp1, el principal componente de la maquinaria de fusién, es
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una proteina citosélica que migra a la membrana mitocondrial externa donde se une a las proteinas transmembrana Fis1,
Mff, o MiD49/50, formando estructuras helicoidales que se enrollan alrededor de la mitocondria llevando a su divisién (39).
En el proceso de fusién participan las GTPasas mitofusina 1y 2 (Mfnly Mfn2) y atrofia éptica 1 (Opal).

Metabolismo energético del melanoma y su potencial como blanco farmacolégico

Aligual que otras células tumorales las células de melanoma presentan un metabolismo altamente glucolitico, donde la
glucosa es fermentada a lactato (41). Sin embargo, hay evidencia que sugiere que la fosforilacion oxidativa también cumple
un rol relevante en el metabolismo energético del melanoma (42, 43): Varias lineas de melanoma humano poseen niveles
elevados del PGC-1alfa (43) y dependen de la fosforilacidn oxidativa para la obtencién de energia (44, 45). Los pacientes
con tumores con niveles altos de PGC-1alfa tienen una menor supervivencia global que aquellos con niveles bajos (45, 46).
Por otra parte la resistencia de las células con BRAFV600E al tratamiento con inhibidores se asocia a un aumento en la
biogénesis mitocondrial y fosforilacién oxidativa (42). De hecho la inhibicién farmacoldgica de estas vias sensibiliza a las
células del melanoma a los inhibidores de las MAPK, conduciendo a la apoptosis y evitando la resistencia al tratamiento
(46, 47).

Los procesos de fusion y fision mitocondriales también son claves en la resistencia de las células de melanoma a las
terapias dirigidas (47). La fosforilacion de Drp1 por la quinasa ERK de la via de las MAPK, ha sido detectada en un alto
porcentaje de biopsias de tumores con BRAF mutado. Esta modificacion postraduccional promueve la fisidn mitocondrial
en el melanoma y es necesaria para el crecimiento del tumor (47, 48). Los inhibidores de las MAPK inhiben la fosforilacion
de Drp y la fisidn, llevando a la formacién de redes de mitocondrias tubulares en células de melanoma con BRAFV600E
(47). Los procesos de fusidn y fisidon mitocondrial parecen estar involucrados tanto en la resistencia a la apoptosis frente a
la terapia como a la proliferacién y migracién de las células cancerosas (49).

En la senescencia inducida por oncogenes, estudios recientes realizados por nosotros y otros muestran que los
fibroblastos senescentes presentan un aumento la actividad de AMPK, ?-oxidacién de dcidos grasos (50, 51), piruvato
deshidrogenasa (52), biogénesis mitocondrial (50) y fosforilacién oxidativa (53, 54); y una disminucién en la actividad de la
enzima madlica (55). En conjunto estos estudios indican que las células senescentes dependen del metabolismo mitocondrial
para la produccién de energia. Ademads, tanto en la senescencia inducida por el oncogén HRASG12V en fibroblastos, como
en la senescencia inducida por exposicidon a quimioterdpicos en el linfoma, el aumento del consumo de oxigeno mitocondrial
y la biogénesis mitocondrial se ha asociado al aumento en la sintesis y secrecion de factores pro-inflamatorios (51, 53, 56).

Abordaje

En este proyecto trabajamos en torno tres temas generales intimamente relacionados:

1) Estudiamos si los cambios en el metabolismo energético y dindmica mitocondrial son necesarios para la induccién de la
senescencia y el fenotipo secretor del melanoma. Para esto caracterizamos las alteraciones en la fosforilacién oxidativa,

el proteoma y dindmica mitocondrial de la células de melanoma senescentes.

2) Evaluamos el rol de la proteinas de dindmica mitocondrial en la fosforilaciéon oxidativa la induccién y mantenimiento de
la senescencia y el fenotipo secretor.

3) Evaluamos el efecto de la célula senescente y proteinas de dindmica mitocondrial sobre el desarrollo tumoral. En
particular sobre el crecimiento del tumor y células del sistema inmune.

Pensamos que los resultados obtenidos aportarian a evaluar el potencial de proteinas de dindmica mitocondrial como
blancos farmacoldgicos para el tratamiento del melanoma. Muy en particular en el marco de terapias capaces de inducir
la senescencia de las células de melanoma.

Metodologia/disefio del estudio

Detallaremos los modelos, las estrategias y metodologias utilizadas:

Modelos celulares de melanoma: La senescencia inducida por el quimioterdpico TMZ se estudié en las lineas de melanoma
murino B16-F1 (tumor primario, ATCC CRL-6323) y B16-F10 (tumor metastdsico, ATCC CRL-6475) con BRAF salvaje, NRAS
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salvaje, p53 salvaje, que presentan una delecidn en el locus Ink4a/Arf y no expresan a p16 (57). Los estudios de
senescencia inducida por la terapia dirigida se llevaron acabo en las lineas celulares de melanoma humano SK-Mel-28 y
Malme-3M (ATCC HTB-72 y HTB-64, respectivamente) con BRAFV600E (28).

Modelo animal de melanoma: Utilizamos ratones hembra C57BL/6 (6- 8 semanas, Instituto de Higiene) donde se
establecieron los tumores realizando una inoculacién subcutdnea o subdérmica de acuerdo con (58). Se trataron los
ratones con tres dosis de dacarbazina 250 mg/kg i.p. Al finalizar el tratamiento sacrificamos los ratones y se obtuvieron
los tumores.

#1 Caracterizacién de las alteraciones en el metabolismo energético y dindmica mitocondrial de la células de melanoma
senescentes.

Realizamos los estudios para evaluar la fosforilacidén oxidativa (via de sintesis de ATP mitocondrial), la masa, proteoma'y
dindmica mitocondrial en modelos de senescencia. También intentamos detectar la presencia alteraciones mitocondriales
en células senescentes obtenidas de tumores de ratones tratados con dacarbazina.

Induccién de senescencia por exposicién a TMZ y vemurafenib

Las lineas celulares fueron de la fuente acreditada ATCC. Se cultivaron las lineas celulares de melanoma humano (SK-
MEL-28) y ratén (B16-F1y B16-F10) en medio DMEM 10 % de suero fetal bovino, penicilina 50 U/ml (Sigma) y estreptomicina
50 ug/ml (Sigma) en una atmésfera de 5 % de CO2.

Se establecid la senescencia por exposicién a TMZ (Sigma) en la linea celular de melanoma B16-F1y B16-F10 exponiendo
las células dos veces a 200 ?M TMZ durante 5 horas con un intervalo de 24 horas. La exposicion a vemurafenib (Selleck) se
realizé en las células de melanoma SK-MEL-28 de acuerdo con (28).

Verificamos la induccidén de la senescencia evaluando varios marcadores (59): proliferacion, actividad de la SA-beta-Gal,
niveles y fosforilacion de p53 y niveles de inhibidores de CDKs (p16, p21), fosforilacion de pRB, activacion de DDR como se
describe en (60).

Se evalué el fenotipo secretor midiendo la transcripcion de genes por RT-PCR en tiempo real, con primers especificos para
varias citoquinas, usando el kit Syber Green (Quiagen) empleando ?-actina como gen reportero. La secrecion de las
citoquinas IL-6 se evalud en el medio de cultivo por ELISA utilizando DuoSet ELISA kits (R&D Systems). Se normalizé con la
concentracion de proteinas del lisado medida con dcido bicinconinico.

Fosforilacidon oxidativa mitocondrial

Medimos la velocidad de consumo de oxigeno en el Seahorse Extracellular Flux Analyzer XFe24, antes y después del
agregado de oligomicina (inhibidor de ATP sintasa), carbonil cianuro-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP, un
desacoplante) y antimicina A (inhibidor del complejo III de la cadena respiratoria) (61).

Dindmica y masa mitocondrial
Constatamos la existencia de cambios en la masa y morfologia mitocondrial en los distintos modelos utilizando
MitoTracker Green FM y analizamos las imdgenes con el NIH ImageJ software (acceso publico) (62). Evaluaremos los
niveles de proteinas involucradas en los procesos de fusién y fisidn mitocondrial por WB con anticuerpos anti-: Fis1, Drp1,
Mff, Mfn1, Mfn2, Opal (Abcam).

Proteoma mitocondrial
Se realizé un fraccionamiento subcelular, se obtuvo la fraccién enriquecida en mitocondrias y se llevd a cabo el andlisis de
la composicidn proteica por espectrometria de masa. Estudios realizados en colaboracion con la Dra. Durdn (Institut
Pasteur de Montevideo).

Estudio las mitocondrias en tumores de ratones tratados con dacarbazina

Se gener6 una linea que expresa establemente una proteina fluorescente verde dirigida a la mitocondria (B16-F1-Mito-GFP).
Se inocularon los ratones con estas células y se expusieron a dacarbazina como se indica arriba. Se verificé la
senescencia celular midiendo actividad SA-beta-Gal y expresion de p21 por RT-PCR en tiempo real y se evalué la masa
mitocondrial por citometria.
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#2 Evaluacidn del rol de proteinas de dindmica mitocondria en la fosforilacion oxidativa mitocondrial, la induccién de la
senescencia y el fenotipo secretor.

Inicialmente planteamos evaluar a la proteina Fis1, sin embargo estudios realizados en el periodo posterior a la
presentacidon del proyecto y antes del comienzo del mismo mostraron que las proteinas mitofusinas eran las responsables
del aumento en el tamano de las mitocondrias (y no Fis1). Para evaluar el rol de estas proteinas generaremos lineas
celulares B16-F1 en las cuales la Mfn1 o Mfn2 se encontraban silenciadas y las expusimos a TMZ. En estas células se midid
el tamano y forma de las mitocondrias, la fosforilacién oxidativa, la induccién de la senescencia y la expresion y secrecion
del IL-6 como se indica arriba. También Se evalué la composicidn del secretoma por técnicas de espectrometria de masa,
este abordaje permitié un conocimiento profundo del fenotipo secretor en las distintas condiciones.

Generacion de células B16-F1 con Mfn1 o Mfn2 silenciadas:

Se silenci6 la expresion de Mfn1 o Mfn2 utilizando lentivirus portadores de pldsmidos con shARN (Dharmacon). La
preparacién de particulas lentivirales y la infeccién y seleccion de las células con puromicina se realizaron de acuerdo
con lo descrito en (63) y (51). Se verificd que la expresion de la proteina no afectara la induccién de la senescencia no la
funcion mitocondrial.

Estudio del secretoma por espetrometria de masa

Se obtuvo medio condicionado de células de melanoma en ausencia de suero. Se centrifugé a 12000g durante 45 min para
eliminar restos celulares y se precipitaron las proteinas de acuerdo con (64). Los estudios fueron realizados en
colaboracién con la Dra. Durdn (Institut Pasteur de Montevideo).

3) Evaluacion el efecto de la célula senescente y las proteinas de dindmica mitocondrial sobre el desarrollo tumoral y el
sistema inmune.

Generacidén y evaluacion de crecimiento de tumores portadores de células con Mfn1 silenciada:

Generamos tumores de melanoma en ratones, utilizando células donde se silencié la expresion de Mfn1. Los ratones fueron
tratados con vehiculo o dacarbazina y se evalud el crecimiento de los tumores, la infiltracién de células del sistema
inmune y la sobrevida de los animales.

Andlisis de la infiltracidn de células del sistema inmune en tumores portadores de células senescentes.

Se sacrificaron los animales y se obtuvieron los tumores, que se homogeneizaron mecdnicamente. Se evalud la infiltracién
de neutréfilos, macréfagos, células supresoras de origen mieloide (MDSC), células dendriticas, células NK, linfocitos T
CD4+ y CD8+, linfocitos B por citometria de flujo multiparamétrica. Para ello se utilizé un amplio panel de anticuerpos
marcados con diferentes fluoréforos (65).

Resultados, andlisis y discusién

1) Muchos de los resultados obtenidos fueron publicados en un manuscrito y dieron lugar a una revisié por invitacién (ver
adjuntos) :

Martinez J, Tarallo D, Martinez-Palma L, Victoria S, Bresque M, Rodriguez-Bottero S, Marmisolle I, Escande C, Cassina P,
Casanova G, Bollati-Fogolin M, Agorio C, Moreno M, Quijano C. Mitofusins modulate the increase in mitochondrial length,
bioenergetics and secretory phenotype in therapy-induced senescent melanoma cells. Biochem J. (2019) 476:2463-2486. doi:
10.1042/BCJ20190405.

Martinez J, Marmisolle I, Tarallo D, Quijano C. Mitochondrial Bioenergetics and Dynamics in Secretion Processes. Front
Endocrinol (Lausanne) (2020) 11:319. doi: 10.3389/fendo.2020.00319.

Los principales resultados que se presentan en el trabajo de Martinez et al (2019) son siguientes:

- El quimioterapéutico temozolomida (TMZ) induce la senescencia en las células de melanoma.
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- Las células de melanoma senescentes presentan un aumento el la funcién mitocondrial.

- Las células de melanoma senescentes presentan un aumento en la masa, biogénesis y largo de las mitocondrias.

- En las células de melanoma senescentes hay un aumento en la fusiéon mitocondrial, mediado por las Mfn1y Mfn2.

- El silenciamiento de la expresion de Mfn2 disminuye el tamaio y respiracion mitocondrial y afecta la secrecion de IL-6 en
las células senescentes.

-El silenciamiento de la expresion de Mfn1 disminuye el tamano mitocondrial y afecta la secrecién de IL-6 en las células
senescentes.

2) Otros resultados obtenidos en este trabajo, que no han sido publicados atn son los siguientes:

- El vemurafenib no induce la senescencia en las células de melanoma y disminuye la funcién mitocondrial.

- Los estudios de protedmica mitocondrial de las células senescentes confirman el aumento en la biogénesis mitocondrial
y la fusiéon mitocondrial. Ademds muestran un aumento en la via de oxidacién de dcidos grasos y amino dcidos. También se
observa un aumento de algunas proteinas necesarias para la sintesis de ADNmt. Estos resultados estan siendo validados
actualmente.

- Los tumores de ratones tratados con dacarbazina presentan células senescentes con un aumento en la masa
mitocondrial.

- El silenciamiento de Mfn1 afecta el desarrollo tumoral y el reclutamiento de células del sistema inmune al tumor. En
particular se observa un aumento en el nimero de macrdéfagos frente al tratamiento con dacarbazina.

- Los estudios de proteémica del secretoma de las células senescentes indican que el silenciamiento de la Mfn1 afecta la
secrecion de factores por las células senescentes, tanto en ausencia como en presencia de tratamiento con TMZ. Algunos
de estos resultados serdn validados por medio de aproximaciones experimentales complementarias.

Conclusiones y recomendaciones

Nuestro trabajo, junto con el de otros autores presentes en la literatura, indica que las células senescentes experimentan
cambios muy importantes en el metabolismo energético, la biogénesis y la dindmica mitocondrial (51, 52, 56, 66). Nuestro
grupo, en particular, ha constatado que la inhibicidn de la carnitina palmitoil transferasa I, una enzima relevante para ?-
oxidacion de dcidos grasos mitocondrial, disminuye la secrecion de multiples citoquinas en la senescencia inducida por el
oncogén Ras (51). Ademds, hemos observado en el marco de este proyecto, que el silenciamiento de la expresion de la Mfn1
o la Mfn2 disminuye fuertemente la secrecién de la IL-6, en células de melanoma donde la senescencia fue inducida por el
gumioterdpico temozolomida (TMZ)(66). En ambos modelos de senescencia celular al inhibir una proteina mitocondrial se
observé un impacto en la secrecidn, sin afectar la falta de proliferacion o la viabilidad celular (51, 66). Estos estudios
muestran que es posible desvincular las funciones “positivas” de la senescencia, como la inhibicién de la proliferacién de
células con el ADN danado, de la secrecion de citoquinas, considerada danina para el entorno celular y el organismo en
muchos casos (20, 67-69). Al mismo tiempo, apoyan que la mitocondria cumple un rol en la secrecidn de factores proteicos
por las células senescentes (70).

Para profundizar en estas observaciones se analizé la composicidn del secretoma de las células por medio de técnicas de
espectrometria de masa. Estos estudios de protedmica, mostraron que el silenciamiento de la Mfn1 afecta fuertemente la
secrecion de proteinas por las células senescentes y no senescentes. Evaluamos si estos eventos podrian tener un
impacto in vivo, utilizando un modelo de melanoma de ratén donde se traté a los animales con dacarabazina, un
guimioterdpico andlogo a la temozolomida. Se generaron tumores con células donde la expresion de la Mfn1 se encontraba
silenciada y se sometid a los ratones a tratamiento. La ausencia de las Mfn1 resulté en la generacién de tumores mds
pequenos en ratones tratados tanto con vehiculo como con dacarbazina y en un menor reclutamiento de macréfagos al
tumor.

En conjunto, estas observaciones sugieren que la sintesis de ATP por la mitocondria es relevante para la secrecién. Por
esto, defectos en la fosforilacidn oxidativa o la dindmica mitocondrial pueden modificar la composicidn del secretomay su
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impacto en el entorno celular. Sin embargo, poco se sabe sobre las bases moleculares detrds de estos eventos. Es
importante identificar los procesos y moléculas que vinculan a la mitocondria con la maquinaria de secrecién, estudiando
en particular el rol de las mitofusinas en la secrecién de factores por las células senescentes.

Por otra parte, también es importante seguir caracterizando el secretoma de las células senescentes, y el impacto de
estas moléculas sobre el sistema inmune en el marco del desarrollo tumoral y la respuesta al tratamiento
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