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Resumen del proyecto

Las células pueden entrar en un estado llamado senescencia celular, en el cual dejan de dividirse, pero contindan activas metabdélicamente y
liberan diversas sefnales hacia su entorno. Entre estas senales se encuentran las vesiculas extracelulares, que permiten a las células
comunicarse entre si al transportar proteinas, lipidos, ADN y ARN.

El objetivo de este proyecto fue estudiar la relacion entre las mitocondrias y la secrecion de vesiculas extracelulares en células de melanoma
senescentes tras la quimioterapia. Las mitocondrias son organelos celulares responsables de la produccién de energia y también participan en
multiples procesos celulares.

Para ello se aislaron y caracterizaron vesiculas extracelulares provenientes de cultivos celulares y se analizé su contenido. Los resultados
indican que las células senescentes liberan una mayor cantidad de vesiculas extracelulares que las células no senescentes. Ademds, se
encontraron evidencias de la presencia de algunos componentes de origen mitocondrial dentro de estas vesiculas.

Estos hallazgos contribuyen a comprender mejor cémo se comunican las células senescentes con su entorno y sugieren que las mitocondrias
podrian participar en la generacion o el contenido de las vesiculas extracelulares. Este conocimiento podria ser relevante para futuras
investigaciones en biologia celular, envejecimiento y cdncer.
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Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacién.

La senescencia celular es un proceso bioldgico en el cual las células pierden la capacidad de dividirse como respuesta a distintos tipos de
estrés que danan el ADN, como los tratamientos quimioterapéuticos (Ajoolabady et al., 2025). Aunque inicialmente se consideraba un mecanismo
protector frente al cdncer, hoy se sabe que las células senescentes pueden influir en su entorno mediante la secrecion de multiples factores
(Lopes-Paciencia et al., 2019).

Entre estos factores se encuentran las vesiculas extracelulares, pequenas estructuras rodeadas por membrana que transportan biomoléculas
y participan en la comunicacion entre células (Misawa et al., 2020). En los ultimos afos se ha observado que las células senescentes suelen
liberar mds vesiculas extracelulares que las células no senescentes (Oh et al., 2022).

Por otro lado, la mitocondria cumple un rol central en el metabolismo celular y en la regulacion de multiples procesos celulares (Martinez et al.,
2020). Previamente, el grupo de investigacion identificé que el silenciamiento de las mitofusinas 1y 2, proteinas de dindmica mitocondrial,
afectaba la secrecion de las células senescentes (Martinez et al., 2019; Tarallo et al., 2024). Sin embargo, ain se conoce poco sobre cémo las
mitocondrias pueden influir en la formacién o el contenido de las vesiculas extracelulares, especialmente en el contexto de la senescencia.

En este contexto, el proyecto se propuso investigar el rol de las mitocondrias en la secrecién de vesiculas extracelulares en células de
melanoma, utilizando modelos celulares de senescencia celular por el tratamiento con un agente quimioterapéutico.

Los objetivos especificos incluyeron:

- Aislar y caracterizar vesiculas extracelulares provenientes de células de melanoma senescentes y no senescentes.

- Analizar si cambios en la funcién o dindmica mitocondrial influyen en la secrecidn de vesiculas extracelulares.

- Evaluar si las vesiculas extracelulares contienen componentes de origen mitocondrial.

Comprender estos procesos puede aportar informacién relevante sobre los mecanismos de comunicacion celular de las células senescentes en
el contexto del tratamiento del melanoma y como estos procesos pueden incluir en la respuesta a tratamiento.

Metodologia/Diseiio del estudio

El estudio se realizé utilizando cultivos celulares de melanoma de ratéon y la senescencia celular fue inducida mediante tratamiento con
temozolomida, un farmaco quimioterapéutico.

A partir de los medios de cultivo condicionados por estas células se aislaron vesiculas extracelulares utilizando técnicas de separacién por
cromatografia de exclusion molecular. Posteriormente, estas vesiculas fueron caracterizadas mediante diferentes métodos experimentales que
permitieron: determinar el nimero y tamano de las particulas presentes, detectar marcadores moleculares caracteristicos de vesiculas
extracelulares y analizar el contenido proteico y genético de las vesiculas.

Ademds, se realizaron experimentos dirigidos a evaluar el papel de la dindmica mitocondrial, mediante la reduccion experimental de la
expresion de proteinas involucradas en la fusién de las mitocondrias, las mitofusinas 1y 2.

Finalmente, se llevaron a cabo andlisis bioquimicos y ensayos funcionales para investigar la posible presencia de componentes mitocondriales
dentro de las vesiculas extracelulares.

Resultados, andlisis y discusion

Los resultados obtenidos muestran que las células de melanoma senescentes liberan una mayor cantidad de vesiculas extracelulares en
comparacién con las células no senescentes. Las vesiculas aisladas presentan caracteristicas consistentes con poblaciones descritas
previamente en la literatura (Welsh et al., 2024), tanto en tamafo como en la presencia de marcadores moleculares tipicos.

El andlisis del contenido de las vesiculas permitié detectar algunos componentes asociados a mitocondrias, lo que sugiere que estos organelos
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podrian contribuir al material transportado por las vesiculas extracelulares. Asimismo, se observé un aumento en la presencia de ADN
mitocondrial en las vesiculas derivadas de células senescentes.

Por otro lado, los experimentos dirigidos a modificar la dindmica mitocondrial mediante la reduccién de proteinas especificas mostraron que
estos cambios no alteran significativamente la cantidad total de vesiculas liberadas, aunque podrian afectar algunos aspectos de su
composicion molecular. Esto abre nuevas preguntas sobre el papel selectivo que podrian tener las mitocondrias en la biogénesis o el contenido
de estas vesiculas.

Los andlisis funcionales realizados sugieren que, aunque las vesiculas pueden contener componentes mitocondriales, no se observo evidencia
clara de actividad respiratoria mitocondrial funcional en las fracciones analizadas.

En conjunto, estos resultados apoyan la idea de que las células senescentes modifican su comunicacién con el entorno mediante cambios en la
secrecion y el tipo de vesiculas extracelulares, y que las mitocondrias podrian desempefar un papel en este proceso.

Los resultados obtenidos en el marco de este proyecto, contribuyen al avance del conocimiento bdsico en el estudio de las vesiculas
extracelulares y la senescencia celular, especialmente en el contexto del cancer; lo que a largo plazo puede favorecer el desarrollo de nuevas
estrategias de identificacidn o terapéuticas basadas en el estudio de las vesiculas extracelulares y su contenido.

Conclusiones y recomendaciones

Este proyecto permitié avanzar en la comprensién de la relacién entre la secrecidn de vesiculas extracelulares y la mitocondria en células de
melanoma senescentes por la quimioterapia.

Nuestros resultados muestran que las células senescentes presentan un aumento en la secrecidn de vesiculas extracelulares. Ademds, estas
vesiculas contienen componentes de origen mitocondrial, incluyendo ADN mitocondrial. En conjunto, estos hallazgos sugieren que las
mitocondrias podrian participar en procesos relacionados con la generacién o el contenido de vesiculas extracelulares durante la senescencia
celular.

Como lineas futuras de investigacién, se propone profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares que regulan la incorporacién de
componentes mitocondriales en vesiculas extracelulares secretadas por células senescentes, analizar con mayor precision el contenido de
estas vesiculas y explorar el posible rol funcional de estas vesiculas en la comunicacién celular dentro del microambiente tumoral.
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Productos derivados del proyecto

Tipo de producto Titulo Autores Identificadores URI en repositorio de Silo

Tesis de Metodologias  Magdalena https://hdl.handle.net/20.500.11968/7085  https://hdl.handle.net/20.500.11968/7085  Finalizado

grado/monografias para la Goni
obtencion de
vesiculas
extracelulares
a partir de
células
senescentes

Tesis de Vesiculas Guillermo  https://hdl.handle.net/20.500.12008/53949 https://hdl.handle.net/20.500.12008/53949 Finalizado

grado/monografias extracelulares Griinwaldt
de célulus de  de Souza
melanoma
senescentes:
busqueda de
componentes
mitocondriales
y efecto del
silenciamiento
de la

mitofusina 1
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