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IV. RESUMEN

La mitocondria es un organelo fundamental en el metabolismo y produccién de
energia. Su funcion principal es producir adenosin trifosfato (ATP) mediante el sistema
de fosforilacién oxidativa. Sin embargo, la mitocondria también participa en otros
procesos celulares importantes entre los que destacan: el mantenimiento de la
homeostasis del calcio, la comunicacion nucleo-mitocondria, la detoxificacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la regulacion de la apoptosis y muerte celular.
Actualmente gran parte de las vias que regulan la funcién mitocondrial permanecen
desconocidas. Un ejemplo es la regulacion mediante la acetilacion de residuos de
lisina de proteinas mitocondriales. A pesar de que la acetilacion de proteinas se ha
asociado de manera significativa con el cancer, asi como con otras enfermedades,
existen pocos estudios en donde se aborda el papel que juega esta modificacion
postraduccional (MPT) en proteinas mitocondriales. Se sabe que la acetilacion en
proteinas mitocondriales posee un efecto principalmente inhibitorio y que sucede de
manera no enzimatica, favorecida por altas concentraciones de acetil coenzima A 'y
pH alcalino, las cuales son propiedades caracteristicas de la matriz mitocondrial. Es
por esto, que la regulaciobn de la deacetilacion de proteinas mitocondriales es
fundamental para preservar la funcion normal en el organelo. La deacetilasa sirtuina
3 (SIRT3) ubicada en la mitocondria, es la enzima principal encargada de la
deacetilacion en la mitocondria. Esta proteina ha sido fuertemente implicada con la
regulacion de procesos carcinogénicos, existiendo estudios que sugieren que SIRT3
puede actuar como supresor de tumores 0 como oncogén. Como supresor previene
la reprogramacion metabdlica, que implica la obtencion de energia mediante vias
glucoliticas (efecto Warburg) la cual es una caracteristica de la tumorigénesis. No
obstante, existen células cancerosas con necesidades metabdlicas diferentes que se
benefician de la expresién de esta proteina para iniciar procesos carcinogénicos.
Nuestro estudio protedmico y acetilémico de proteinas de células derivadas de cancer
de pulmén (A549) y cancer de mama (MCF7) revel6 que existe una regulacion
importante a traves de la acetilacion-deacetilacion de proteinas, y que SIRT3 tiene un
papel importante en dicha regulacion. En las células A549, la inhibicién de SIRT3
parece tener un efecto protector al prevenir el avance de la enfermedad mediante el
enriquecimiento de vias como la reparacion del ADN y la detoxificacion de ROS. Por
otro lado, en células MCF7, la inhibicion de SIRT3 parece potenciar la activacion de
vias asociadas con un pronostico desfavorable en el cancer, incluyendo las vias
relacionadas con la OXPHOS. Nuestros analisis de citometria sugieren que estas vias
podrian estar alteradas, ya que hemos observado un aumento en la produccién de
ROS mitocondriales. Ademas, nuestros resultados indican el papel de SIRT3 como
oncogénico en células A549 y como supresor en células MCF?7.



1. ANTECEDENTES

1.1. Origen y estructura general de la mitocondria

Las mitocondrias son organelos celulares esenciales de las células eucariotas. Su
funcion principal radica en suministrar la energia requerida para llevar a cabo muchos
de los procesos intracelulares. En contraste con otras estructuras celulares, se sugiere
gue las mitocondrias eran bacterias que posteriormente se incorporaron a las células
eucariotas [1]. Esta asociacion simbiotica establecié una colaboracion en el material
genético de ambas partes, facilitando la transferencia y origen de nuevos genes, asi
como la fusién de sus respectivos metabolismos. [1,2].

En concordancia con su origen, la mitocondria presenta una estructura de doble
membrana: una membrana mitocondrial externa (MME) lisa y una membrana
mitocondrial interna (MMI) que se encuentra plegada, encapsulando la matriz
mitocondrial. Ademas, contiene su propio ADN circular, conocido como ADN
mitocondrial (ADNmt), el cual codifica para trece proteinas mitocondriales. Las
proteinas mitocondriales restantes son codificadas por el ADN nuclear (ADNn) y
posteriormente transportadas a la mitocondria desde el citoplasma. Estas proteinas
tienen la capacidad de ubicarse en la matriz mitocondrial, asociarse con la membrana
interna o externa, o residir en el espacio intermembranal (Figura 1).

Cada célula alberga una cifra que oscila entre cientos y miles de mitocondrias [3]. Sin
embargo, el recuento de estos organelos varia en funcion de la posicion de las células
en el organismo. Por ejemplo, las células residentes en el corazén presentan una
densidad mitocondrial superior debido a la alta demanda de energia necesaria para
ejecutar las tareas mecéanicas del corazén [1]. Asimismo, las mitocondrias tienen la
capacidad de alterar su estructura y funcion como respuesta a condiciones fisiolégicas
y otros factores, tales como la alimentacion, el ejercicio, la temperatura y las sefiales
hormonales [4,5]. El 6ptimo desempefio mitocondrial resulta crucial en la preservacion
de la homeostasis metabdlica, por ende, este componente se encuentra vinculado a
trastornos que involucran modificaciones en la cantidad o funcionalidad de las
mitocondrias. Ejemplos de estos trastornos son la obesidad, enfermedades
cardiovasculares, padecimientos crénico degenerativos como la diabetes y de manera
importante el cancer [6].
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Figura 1. Estructura de la mitocondria. La mitocondria estd compuesta por una membrana externa
lisa y otra interna que se encuentra plegada, encapsulando la matriz mitocondrial. Cada uno de estos
pliegues en la membrana interna genera crestas, las cuales optimizan la eficiencia de los procesos
mitocondriales. Ademas del ADN nuclear (ADNn), la mitocondria contiene su propio ADN, conocido
como ADNmt, que codifica proteinas mitocondriales importantes. Sin embargo, no todas las proteinas
mitocondriales se derivan de la informacién contenida en el ADNmt. De manera complementaria, el
ADNnN también codifica proteinas destinadas al transporte a la mitocondria. Figura modificada de [7].

1.2. Funciones principales de la mitocondria

Las mitocondrias desempefian un rol de vital importancia en la generacion de energia,
siendo su funcion principal la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) mediante el sistema
de fosforilacion oxidativa (OXPHOS). No obstante, estos organelos también llevan a
cabo diversas funciones de relevancia, tales como el almacenamiento de calcio, el
mantenimiento de la homeostasis de especies reactivas de oxigeno (ROS), la
activacion de la apoptosis y la regulacion de la muerte celular, entre otros trabajos
significativos.
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Figura 2. Principales funciones de la mitocondria. En la célula, la mitocondria desempefia un papel
esencial en procesos tanto de catabolismo como de anabolismo, lo que resulta crucial para que se lleve
a cabo la bioenergética mitocondrial y la sefializacion intracelular. La bioenergética mitocondrial emerge
como el epicentro de la generacion de energia, operando mediante la OXPHOS, para el mantenimiento
de la funcién celular. Ademas, la mitocondria ejerce un estricto control sobre la homeostasis de ROS y
calcio, factores criticos en el equilibrio celular, y desempefia un papel determinante en la regulacion de
la muerte celular a través de vias como la apoptosis. Estas funciones estrechamente interconectadas
demuestran la centralidad de la mitocondria en los procesos vitales y las respuestas celulares. Figura
modificada de [8].

A continuacion, se describiran con mayor profundidad las funciones mas importantes
de la mitocondria.

1.2.1. Cadena de transporte de electrones

Las células utilizan carbohidratos, aminoacidos y acidos grasos como combustibles
para poder generar energia en forma de ATP. Para esto, estos nutrientes son
procesados y dirigidos hacia el ciclo del &cido tricarboxilico (TCA) dentro de la matriz
mitocondrial. A través de sucesivas reacciones de oxidacion, los electrones
resultantes son capturados y almacenados en los transportadores NADH y FADHo.
Estos transportadores se encargan de transferir electrones a la via metabdlica
OXPHOS, ubicada en MMI [9]. Esta via metabolica implica el acoplamiento entre la
cadena de transporte de electrones (CTE) y la generacion de ATP [10].

La CTE se organiza en cuatro complejos proteicos anclados en la MMI: complejo |
(NADH: ubiquinona oxidorreductasa), complejo 1l (succinato deshidrogenasa),
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complejo Il (citocromo c reductasa) y complejo IV (citocromo ¢ oxidasa). Ademas,
cuenta con dos transportadores de electrones maviles: la ubiquinona hidrofébica y el
citocromo ¢ (Cytc). Por otra parte, la ATP sintasa también denominada complejo V, se
encarga de la produccion de ATP (ver Figura 2) [11].

El complejo I, también conocido como NADH: ubiquinona oxidorreductasa, se
compone de tres modulos fundamentales: 1) un médulo de deshidrogenasa (N),
encargado de recibir electrones del NADH, 2) un mdédulo semejante a la
deshidrogenasa (Q) que facilita la transferencia de electrones hacia la ubiquinona
(UbQ), y 3) un modulo transportador (P) que efectia el bombeo de protones a través
de la membrana interna desde la matriz mitocondrial. En consecuencia, la funcion
principal de este complejo radica en la transferencia de electrones (i6n hidruro :H-)
desde el NADH hacia la UbQ, y con la energia liberada durante este proceso se
bombean cuatro protones desde la matriz hacia al espacio intermembranal [12,13].

El complejo Il, también denominado succinato deshidrogenasa (SDH) es el Unico
complejo de la CTE que interviene simultdneamente en el TCA. Dentro del TCA su
funcién consiste en la oxidacion del succinato para formar fumarato, mientras que, en
la CTE, se encarga de transferir electrones del succinato hacia la UbQ. Esta
transferencia de electrones no conlleva el transporte de protones a través de la
membrana mitocondrial interna. No obstante, durante este proceso se origina
ubiquinol (QH2), el cual posteriormente es empleado por el complejo Il [12,13].

El complejo Ill, también denominado citocromo c reductasa, acopla la transferencia de
electrones desde QH2 al citocromo ¢ (Cytc) mediante dos sitios diferenciados: un sitio
de reduccion de quinona (QN) y un sitio de oxidacién de quinol (QP). En el sitio QP,
uno de los dos electrones del QH2 se transfiere inicialmente a la proteina
ferrosulfurada de Rieske, continta hacia Cytl y culmina en Cytc, generando un radical
semiquinona (Q¢-), que cede su electron al oxigeno para generar el radical superoxido
(O2--). El segundo electréon del QH2 reduce la ubiquinona/semiguinona (Q/SQ-) en el
sitio QN, y la semiquinona traspasa su electron a Heme bL (grupo hemo de Cytc),
formando ubiquinona. Heme bL aporta un electrén a Heme bH (grupo hemo de Cytc),
reduciendo otra molécula de ubiquinona y regenerando semiquinona. Este ciclo se
conoce como ciclo Q y resulta en la oxidacion de dos moléculas de QH2, la reduccion
de dos moléculas de Cytc y la reduccion de una molécula de ubiquinona [12]. La
transferencia de cada par de electrones desde el QH2 hasta el Cytc desencadena la
liberacion de cuatro protones por parte del complejo Il [14].

El complejo IV, también denominado citocromo ¢ oxidasa (COX), consta de cuatro
centros metdlicos redox, que incluyen CuA, hemo a (Fea) y un centro binuclear
compuesto por hemo a3 (Fea3) y CuB. El Cytc reducido transfiere los electrones
primeramente al centro CuA, seguidamente al hemo a, posteriormente al centro hemo
a3-CuB, culminando con la transferencia a la molécula de Oz [12,13]. Asi, en este
complejo, se bombean dos protones a través de la membrana por cada par de
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electrones, mientras que, al mismo tiempo, dos protones por cada par de electrones
se combinan con el Oz para dar como resultado la formacion de H20 en el interior de
la matriz (Figura 2).

Los protones que se bombean a través de la MMI por los complejos |, Il y IV de la
CTE generan un potencial electroquimico transmembranal interno (AP= Ay + ApH+).
La energia almacenada en esta diferencia de potencial (AP) es empleada por la ATP
sintasa, también conocida como complejo V de la CTE, para catalizar la conversion
de ADP y Pi en ATP, gracias a dos dominios funcionales: FO y F1. Este ATP es luego
transportado al citosol mediante los translocadores de nucleétidos de adenina (ANT).
Sin embargo, el potencial electroquimico transmembranal interno (AP) también se
emplea en otras funciones dentro de las mitocondrias, como la importacién de calcio
(Ca?*) desde el citosol hacia la matriz mitocondrial [12,15].

Espacio intermembranal =
&

ATP
sintasa
/—\ FDH, FDH* H
He '
NADH NAD* ST Py

H*

2@+ 1/2@+ 2¢ - x2 +e ATP

Matriz mitocondrial

Figura 3. Sistema de fosforilacién oxidativa. Los complejos |, II, lll y IV, junto con ATP sintasa
(Complejo V), forman una compleja maquinaria para la produccion de energia. Estos complejos
colaboran en la transferencia de electrones y la generacion de un gradiente electroquimico, que a su
vez impulsa la sintesis de ATP. Figura modificada de [16].

1.2.2 Metabolismo mitocondrial

Previamente mencionamos que la mitocondria utiliza diversas moléculas, como
carbohidratos, aminoacidos y acidos grasos, como combustible para la generacién de
ATP. EIl catabolismo de estos nutrientes conduce a la producciéon de unidades y
metabolitos mas pequefios, generalmente acetil coenzima A (acetil-CoA), que
posteriormente convergen en el TCA. Este ciclo representa la via metabdlica final
mediante la cual se transfieren electrones a la CTE para la generacion de energia
[9,17].

El TCA, consiste en una secuencia de reacciones que se desarrollan en forma ciclica.
Comienza con la unién de una molécula de acetil-CoA y una molécula de oxaloacetato
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(OAA), dando como resultado la formaciéon de una molécula de citrato. Este citrato
luego se transforma en su isémero, el isocitrato. A continuacion se producen dos
descarboxilaciones oxidativas, en las cuales el isocitrato se convierte en a-
cetoglutarato (a-KG) y luego en succinil-CoA. Esto ocurre con la liberacién de dos
moléculas de dioxido de carbono (COz2) y la generacion de dos moléculas de NADH.
Después el succinil-CoA se convierte en succinato, lo que conlleva a la generacion de
guanosin trifosfato (GTP), que puede posteriormente convertirse en ATP. El succinato
se oxida, generando fumarato. En esta reaccidén, dos atomos de hidrégeno se
transfieren a FAD, lo que resulta en la produccion de FADHz. Finalmente el fumarato
se convierte en malato y, posteriormente en OAA. Esta Ultima molécula se combina
nuevamente con otra molécula de acetil-CoA para continuar el ciclo [18]. Cabe aclarar
gue a pesar de lo anteriormente descrito este ciclo no esta estrictamente limitado a un
punto de inicio y finalizacion especificos. En cambio, su progresion puede variar
dependiendo de las necesidades metabdlicas y la disponibilidad de sustratos.

El acetil-CoA necesario para el TCA se origina a partir de diversas fuentes, con
frecuencia derivado de la glucdlisis. Durante la glucdlisis, realizada en el citoplasma,
una molécula de glucosa se oxida a piruvato. Posteriormente, este piruvato se
transporta a la matriz mitocondrial, en donde el complejo enzimatico piruvato
deshidrogenasa (PDH) lo oxida a una molécula de dos carbonos (grupo acetilo) que
se une con la coenzima A (CoA) para dar lugar a la formacion de acetil-CoA [17]. No
obstante, otros productos metabdlicos del citoplasma celular también ingresan a la
mitocondria con el fin de ser aprovechados por el TCA para la posterior generacion de
energia, entre éstos destacan la glutamina y los acidos grasos.

La glutamina es el aminoacido libre no esencial mas abundante en la sangre y los
tejidos [19]. En las mitocondrias, la glutamina se transforma en glutamato y amoniaco
gracias a la accion de la enzima glutaminasa. El glutamato, a su vez, se convierte en
a-cetoglutarato (a-KG), un componente intermedio del ciclo del TCA, mediante la
actividad de una transaminasa y la glutamato deshidrogenasa (GDH). Esto permite
gue el TCA se mantenga en funcionamiento, permitiendo el transporte de electrones
a la CTE para la generacion de ATP [9].

Los &cidos grasos por su parte, son utilizados por las mitocondrias para la produccién
de acetil-CoA a través de la oxidacion de los acidos grasos (FAO). Para esto, los
acidos grasos ingresan a las células a través de proteinas transportadoras especificas
y proteinas de unién que facilitan su transporte entre membranas. Antes de ingresar
a la mitocondria, los acidos grasos son convertidos en acil-CoA graso por accion de
la enzima acil-CoA sintetasa. Posteriormente, en la MME la enzima carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1) transforma el acil-CoA graso en acilcarnitina. Estas
acilcarnitinas son importadas a la matriz mitocondrial a través de la actividad de la
translocasa de carnitina/acilcarnitina. La carnitina palmitoiltransferasa Il (CPT2)
restaura la acilcarnitina en acil-CoA graso, dando inicio al FAO y a la generacion de
acetil-CoA. El acetil-CoA se incorpora en el TCA para continuar con el proceso de
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generacion de energia o bien puede ser utilizado para la sintesis de otras moléculas
[9,20].

En situaciones de estrés celular, se produce un cambio significativo en el equilibrio
entre las distintas moléculas utilizadas para la generacion de energia. En células en
crecimiento y en proceso de proliferaciébn, como ocurre en las células cancerosas, el
TCA funciona de manera distinta. Esto se debe a que algunos de sus componentes
intermedios se desvian hacia diversas rutas biosintéticas para abastecerlas de los
recursos necesarios. Como consecuencia, el TCA no se enfoca tanto en su
contribucion a la produccién de energia, como lo hace en células no cancerosas. En
su lugar, su atencién se concentra principalmente en la sintesis de productos
indispensables para el mantenimiento de las células [21]. Normalmente, la mayoria de
la energia requerida para llevar a cabo todos los procesos intracelulares se obtiene
de la OXPHOS como se vera mas adelante.

1.2.3 Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la mitocondria

Las ROS son moléculas, radicales o iones, que presentan un electron desapareado
en su capa mas externa, lo que las hace altamente reactivas. Se pueden clasificar en
dos categorias principales: los radicales libres de oxigeno y las ROS no radicales
[22,23].

En las mitocondrias, el complejo | y el complejo Il son los principales sitios de origen
de ROS; no obstante, otras enzimas mitocondriales también contribuyen a la
produccién de estas especies [24]. El superédxido (O2™), el perdxido de hidrogeno
(H202) y el radical hidroxilo (*OH) son las principales ROS generadas como
subproducto téxico en las mitocondrias [6]. Estas ROS desempefian un papel como
segundos mensajeros, activando rutas de sefializacién para la proliferacion celular.
Sin embargo, un incremento excesivo de ROS puede desencadenar alteraciones en
la funcién normal de la célula, dando lugar a dafios en macromoléculas tales como
proteinas, lipidos y ADN. Esto, a su vez, conlleva alteraciones en la funcion
mitocondrial y puede desencadenar eventos asociados con la apoptosis celular
[17,25].

Pese a que la mitocondria contribuye de manera importante a la generacion y
acumulacion de ROS en la célula, no es el Unico compartimiento intracelular en donde
se generan estas especies, los peroxisomas y el reticulo endoplasmatico (RE) también
contribuyen al efecto nocivo que estas especies pueden ejercer sobre la célula,
subrayando asi la importancia de su detoxificacion. El proceso de detoxificacion de
ROS se ejecuta tanto a través de moléculas no enzimaticas, como el glutation, los
flavonoides y ciertas vitaminas, asi como enzimas antioxidantes. Entre estas ultimas,
destacan las superoxido dismutasas (SOD), que catalizan la conversion del anion
superoxido en peroxido de hidrégeno y oxigeno, las catalasas, que descomponen el
peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, las glutation peroxidasas (GPX) que
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intervienen en la descomposicién del peréxido de hidrogeno y otros peréxidos
inorgénicos, entre otras [23].

En el contexto especifico de las mitocondrias, el superoxido generado en la matriz
mitocondrial es transformado en H202 mediante la accion de la superoxido dismutasa
de manganeso (MnSOD). En paralelo, el superéxido producido en el espacio
intermembranal, mayormente atribuible al complejo Il de la CTE, dismuta por la
Cu/ZnSOD o SOD1. Dado que el nivel de reactividad de H20:2 es relativamente bajo,
se considera la principal ROS sefalizadora en el interior de la célula, y su
concentracion se encuentra en un estricto estado de equilibrio gracias a la actividad
de enzimas que se encargan de catalizar su conversion a H20 [26]. Ademas, la
isocitrato deshidrogenasa 2 (mitocondrial), una participante en el TCA que cataliza la
descarboxilacion oxidativa del isocitrato a a-KG, también contribuye a la prevencion
de la acumulacion de ROS, al depender del cofactor NADP* y generar NADPH [23].

1.2.4 Almacenamiento de calcio en la mitocondria

Las mitocondrias muestran una distribucién reticular a lo largo de toda la célula, lo que
les otorga la capacidad de captar y almacenar iones de calcio (Ca?*) de manera
eficiente [27,28]. Es precisamente esta caracteristica la que conduce a la participacion
activa de las mitocondrias en la regulacién de la homeostasis de los iones Ca?*. Dentro
de las mitocondrias, el aumento de los niveles de Ca?* esta asociado con una mejora
en el metabolismo oxidativo y un incremento en la produccion de ATP. Este proceso
se desencadena debido a que el Ca?* activa a la cetoglutarato deshidrogenasa y la
isocitrato deshidrogenasa, enzimas clave en el TCA, estimulando la sintesis de ATP
[28-30].

El ion Ca?* es transportado al interior de la mitocondria a través de una proteina
denominada uniportador de calcio mitocondrial (MCU), cuya funcion principal es
posibilitar la captacion eficiente de Ca?* desde el citosol asi como desde el reticulo
endoplasmatico (RE) de manera rapida y efectiva [28,31]. Se sugiere que MCU
desempeiia dos roles fundamentales: primero, evita que el Ca?' se acumule
excesivamente dentro de la mitocondria al restringir su ingreso cuando los niveles de
Ca?* citosolico son elevados; segundo, actlia como regulador que supervisa la entrada
de Ca?*a la mitocondria. Por ende, resulta de vital importancia la regulacién de MCU
para mantener la funcionalidad bioenergética de las mitocondrias [28].

Pese a que niveles elevados de iones Ca?* se asocian con una mejora en OXPHQOS,
el exceso de estos iones se vincula con el proceso de muerte celular. En situaciones
de acumulacién excesiva de Ca?* se desencadena la activacion del poro de transicion
de permeabilidad mitocondrial (PTP). La apertura de este poro provoca la liberacion
desde las mitocondrias hacia el citosol del Cytc, una molécula con propiedades
proapoptoticas. Esta liberacion marca el inicio de una cascada de sefializacion
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apoptética, también conocida como muerte celular programada, tema que trataremos
a continuacion [17,28].

1.2.5 Apoptosis y muerte celular

Las mitocondrias se encuentran regulando la muerte celular a través de la apoptosis
y la necroptosis. La apoptosis, un tipo de muerte celular programada, es un
mecanismo que los organismos han desarrollado para eliminar células innecesarias o
gue no contribuyen al funcionamiento adecuado del cuerpo [32,33]. Puede ocurrir por
varias vias de sefializacion, sin embargo, la via central para que se lleve a cabo este
proceso es mediante la activacion en cascada de un grupo de cisteinas proteasas
también llamadas caspasas [17].

Tras la exposicion a diversos estimulos apoptoticos, se activan las caspasas
iniciadoras (como las caspasas -2, -8 y -9), las cuales, a su vez, llevan a cabo la
escision y activacion de las formas inactivas de las caspasas efectoras (como las
caspasas -3, -6 y -7), iniciando asi la escisién proteolitica de sustratos celulares
especificos y, en consecuencia, provocando la muerte celular [33,34].

Las mitocondrias participan en las dos rutas principales de apoptosis, la via extrinseca
y la via intrinseca; no obstante, desempefian papeles distintos en cada una de ellas
[17]. En la via extrinseca las mitocondrias estimulan un bucle de amplificacién que
activa la cascada de caspasas. Mientras que en la via intrinseca, sefiales como dafio
al ADN, incremento de Ca?* intracelular y estrés oxidativo, estimulan la apertura de la
membrana externa mitocondrial, a través del PTP, lo que resulta en la liberacion de
factores proapoptoticos alojados en las mitocondrias, como por ejemplo Cytc [17,35]
(ver Figura 3).

Ademas, se ha constatado que las mitocondrias desempefian un papel en la
promocién de un tipo de muerte celular denominada necroptosis [36], la cual se define
como una forma regulada de necrosis [37]. En términos generales, la necroptosis,
implica la participacion del factor de necrosis tumoral (TNF) cuando se bloquea la
funcion apoptética. EI TNF activa las proteinas cinasas 1 y 3 (RIPK1 y RIPK3), las
cuales interactian con el receptor, desencadenando la formacién del necrosoma.
RIPK3 fosforila la pseudocinasa similar al dominio de cinasa de linaje mixto (MLKL),
lo que lleva a su activacién. EI MLKL oligomerizado y activado permeabiliza la
membrana plasmatica provocando la muerte de la célula [38]. Se sabe que RIPK3
activa el complejo PDH, mejorando el funcionamiento del sistema OXPHOS, lo que
lleva a una mayor produccién de ROS mitocondriales en las células. Estas ROS
pueden promover la autofosforilacion de RIPK1, llevando a su activacion y a la
formacion del necrosoma [38—40]. Existen otros intermediarios de la necroptosis
inducida por TNF entre los que destaca el Ca?*[37].
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Como se menciond en la seccién 1.1, el mantenimiento equilibrado de todas estas
funciones mitocondriales es de vital importancia para prevenir el desarrollo de ciertas
enfermedades, siendo el cdncer una de las més relevantes.

1.3. Mitocondria 'y cancer

Se ha observado que los cambios en la cantidad y contenido del ADNmt, las
alteraciones en la expresion y la actividad de la CTE, asi como mutaciones en el
ADNmt, dan lugar a una desregulacion mitocondrial que estd directamente
relacionada con el inicio y progresion del cancer [1,41]. En esta seccion, se explorara
con mayor detalle cdmo esta desregulacion mitocondrial promueve una
reprogramacion metabdlica que permite a la célula adaptarse al estrés mitocondrial.
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Figura 4. Defectos mitocondriales en cancer. La interconexion de defectos mitocondriales juega un
papel crucial en la patogénesis del cancer. Estos abarcan un espectro que incluye mutaciones en el
ADNmMmt, reprogramacion metabolica, desequilibrio en el ciclo fisién-fusion, disminucion de la mitofagia,
evasion de la apoptosis y desregulacion de las vias de sefializacion.

A continuacion, se describiran con mayor detalle cada uno de estos defectos
mitocondriales en el cancer.
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1.3.1 Genoma mitocondrial

Como se menciond en la seccién 1.1, la hipotesis sostiene que las mitocondrias tienen
origen bacteriano y que, mediante un evento evolutivo, se integraron con las células
eucariotas. Esta simbiosis no s6lo marco el surgimiento de las mitocondrias, sino que
también facilitd la transferencia y origen de nuevos genes, otorgando a las células
eucariotas ventajas adaptativas mediante la contribucion de material genético. Por
este motivo, las mitocondrias poseen su propio ADN, y de manera complementaria, el
ADN nuclear desempefia un papel en la codificacion de proteinas que son
aprovechadas por la mitocondria.

El ADNmt tiene un tamafio de 16,5 kb, y contiene informacion para la sintesis de 13
polipéptidos cruciales en la CTE, los cuales son esenciales para la funcién de la
OXPHOS. Ademés, el ADNmt codifica 2 ARN ribosomales (ARNr) y 22 ARN de
transferencia (ARNt) [42]. Entre los genes que codifica el ADNmt en la CTE, se
incluyen siete de las cuarenta y cinco subunidades del complejo | (ND1, 2, 3, 4L, 4,5
y 6), el citocromo b (cytb) del complejo Ill, tres de las trece subunidades del complejo
IV (COlI, Il, y lll), y dos de las dieciséis subunidades del complejo V (ATP 6 y 8) [15].

Investigaciones previas han demostrado que la eliminacion de ADNmt conlleva una
disminucién en la tasa de crecimiento de las células [25]. En el contexto del cancer,
las mutaciones que emergen en el ADNmt suprimen la actividad de proteinas
implicadas en la OXPHOS, lo cual esta directamente vinculado a irregularidades en el
metabolismo energético de las células [15]. Sin embargo, el ADNmt no es el Unico
componente afectado en el contexto del cancer; también se han identificado
mutaciones en enzimas mitocondriales codificadas por el ADNn.

Por mencionar algunas de las mutaciones encontradas, se han detectado mutaciones
en los genes que codifican las subunidades de la SDH, en la enzima fumarato
hidratasa, asi como en los genes de las isocitrato deshidrogenasas (IDH), en concreto,
en los genes IDH1 e IDH2 [25].

1.3.2 Reprogramacion metabolica

Como se mencion6d anteriormente, en células sanas, el piruvato proveniente de la
glucdlisis u otras vias metabdlicas se emplea en el TCA. Esto facilita la produccién de
los transportadores NADH y FADH2, que desempefian un papel fundamental en el
funcionamiento adecuado de la OXPHOS vy, en consecuencia, en la generacion de
energia en forma de ATP. No obstante, esto no sucede en muchas células cancerosas
[43].

Las células cancerosas obtienen la mayor parte de su energia a través de la glucdlisis.
El piruvato que generan se convierte en lactato en lugar de ser utilizado en el TCA

para poner en marcha la via metabdlica de la OXPHOS que produce 28 moléculas de
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ATP. A pesar de que la glucdlisis s6lo genera dos moléculas de ATP, su velocidad es
aproximadamente 100 veces mas rpida que la OXPHOS. Este cambio en el
metabolismo de las células cancerosas se conoce como reprogramacion metabdlica
o efecto Warburg [43], en honor a Otto Warburg, quien fue pionero en describir esta
alteracion en el metabolismo de las células cancerosas [44]. A lo largo del tiempo,
multiples investigaciones han corroborado que este efecto constituye una
caracteristica fundamental en células cancerosas, ya que les posibilita un crecimiento
y proliferacion desmesurados, ademas de suprimir la apoptosis [34].

Se reconoce que las células cancerosas se encuentran expuestas a bajas
concentraciones de oxigeno desde las etapas iniciales de la carcinogénesis. Esto se
debe, en parte, al microambiente celular que evoluciona a medida que se forma el
tumor, a este fenbmeno se le conoce como hipoxia celular [34,45,46]. En estas
circunstancias, el factor de transcripcion denominado factor 1 inducible por hipoxia
(HIF-1), se encarga de regular la expresion génica. Este factor se compone de dos
subunidades: HIF-13, que se expresa de manera constitutiva, y HIF-1a, cuya
expresion es exclusiva en situaciones de hipoxia [46]. Por lo tanto, el proceso de
degradacion de la subunidad HIF-1a es de suma importancia para la evasion de la
reprogramacion metabdlica.

El proceso de degradacion del HIF-1a implica la hidroxilacion de los residuos de
prolina por las enzimas prolil-hidroxilasas en sus dos dominios de degradacion de
oxigeno, seguido del reconocimiento por parte del supresor de tumores von Hippel-
Lindau (VHL), que en colaboracion con las elonginas B y C, actia como una ubiquitina
ligasa E3, marcando a la proteina HIF-1 para su degradacion a través del proteosoma.
En condiciones de hipoxia, la actividad de las hidroxilasas se ven comprometidas,
impidiendo asi el reconocimiento de HIF-1a por parte de VHL. Esto permite su
estabilizacién y la subsiguiente formacion de un dimero con HIF-1B [47]. En
consecuencia, la actividad de HIF-1 depende de la conservacion de la subunidad HIF-
1a para posibilitar la transcripcion de los genes diana de HIF-1. Entre estos genes se
encuentran aquellos relacionados con el metabolismo glucolitico, como los
transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUT3), las hexoquinasas (HK1 y HK2), la
piruvato deshidrogenasa (PDH), la lactato deshidrogenasa A (LDHA), asi como las
proteinas vinculadas a la eliminacion de mitocondrias dafiadas, como BNIP3 [34,48].

La estabilizacion de HIF-1a puede acontecer incluso en ausencia de hipoxia, y un
ejemplo de ello es la influencia del fumarato y el succinato. Estos metabolitos impiden
la degradacion de la subunidad HIF-1a al interferir con la actividad de la enzima prolil-
hidroxilasa, lo que resulta en una regulacién positiva de HIF-1 [49]. El exceso de estos
metabolitos mitocondriales se observa en ciertos tipos de cancer que presentan
mutaciones en las enzimas succinato deshidrogenasa y fumarato hidratasa del TCA
[46,50].
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Ademas de HIF-1a, otros factores de transcripcion de gran importancia en la
reprogramacion metabolica son c-Myc y p53. En células cancerosas, c-Myc estimula
tanto la produccién de energia como la sintesis de biomoléculas, aspectos
fundamentales para lograr una proliferacion acelerada. Lo hace de manera
independiente de los estimulos de factores de crecimiento. Ademas, de manera
analoga al factor HIF-1, c-Myc fomenta la expresion de genes vinculados al
metabolismo glucolitico, como los que codifican para los transportadores de glucosa,
la piruvato cinasa y la LDHA [51].

Por otro lado, el factor de transcripcion p53 es conocido como un supresor de tumores
y desempefia un papel en la regulacion tanto de la glucdlisis como de la OXPHOS. No
obstante, en células cancerosas, la actividad de este factor se ve inhibida, resultando
en la pérdida de sus funciones, y por ende, en la promocion de la obtencion de energia
a través de la glucdlisis [46]. Asimismo existen otros elementos que también
contribuyen a la reprogramacion metabdlica en las células cancerosas, como las
mutaciones en las isocitrato deshidrogenasas (IDH1 e IDH2) que generan
oncometabolitos que alteran el equilibrio redox en la célula [25], la actividad de la
piruvato cinasa M2, y el proceso de respiracion del fumarato [46].

Es importante destacar que, ademas del efecto Warburg, las células cancerosas
también se caracterizan por experimentar un aumento en la glutamindlisis y la sintesis
de novo de &cidos grasos. La glutamindlisis como se detall6 en la seccién 1.2.2,
alimenta al TCA y proporciona esqueletos de nitrégeno y carbono para la sintesis de
nucleotidos y aminoacidos. Por otro lado, los acidos grasos que se sintetizan a partir
de acetil-CoA y NADPH, desempefian un papel critico en la formacién de la membrana
celular en las células cancerosas. Esto se debe a la elevada tasa de proliferacion que
caracteriza a estas células [20].

Cabe sefialar que no todos los tipos de cancer experimentan consistentemente esta
alteracion en la bioenergética mitocondrial. Algunas células cancerosas obtienen la
mayor parte de su ATP a través de la OXPHOS, es decir existe heterogeneidad
metabdlica en ciertos tumores, donde algunas células mantienen un metabolismo
glucolitico y otras tienen predominantemente un metabolismo oxidativo [52,53].

1.3.3 Desregulacion de la homeostasis de ROS y Ca?* en la mitocondria

Como mencionamos previamente, las mitocondrias constituyen la principal fuente de
ROS dentro de la célula, lo que enfatiza la importancia de regularlas adecuadamente
para mantener un funcionamiento Optimo. El aumento de estas especies reactivas
promueve la activacion de vias de sefializacion oncogénicas, lo que conduce a
procesos anomalos en el interior de la célula [24].
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La presencia excesiva de ROS, tiene el potencial de dafiar el ADN, las proteinas y los
lipidos, provocando perturbaciones en la CTE. Como resultado, esto contribuye a la
reprogramacion metabdlica y a la evasion de la muerte celular. Se ha demostrado que
factores como la hipoxia, la activacion de oncogenes, la supresion de genes
supresores de tumores y la disfuncién mitocondrial derivada de mutaciones en el
ADNmt, o deficiencias enzimaticas, llevan a un aumento en la generacion de ROS
mitocondriales [54].

Sin embargo, las ROS no son las Unicas especies que contribuyen al desarrollo del
cancer. El Ca?*, por un lado, promueve la generacion de ATP (ver seccién 1.2.4.), lo
que permite a las células cancerosas producir suficiente energia para mantener su
crecimiento aberrante [28]. Por otro lado, la transferencia insuficiente de Ca?* a través
de los receptores de inositol trifosfato (IP3R) desde el reticulo endoplasmatico (RE) a
las mitocondrias también contribuye a la activacion de la autofagia. Esta consiste en
eliminar y reciclar componentes celulares deteriorados o aberrantes a través de su
secuestro en vesiculas. En las células cancerosas, un aumento en la autofagia es un
evento ventajoso ya que evita que la célula entre en la via apoptética, favoreciendo
asi el desarrollo y la progresion del cancer [55].

Otras proteinas reguladoras importantes incluyen el MCU y el canal anidnico
dependiente del voltaje (VDAC). Una expresion reducida de MCU se correlaciona con
una disminucién en la captaciéon de Ca?*, lo que promueve la supervivencia de las
células cancerosas [56]. VDAC, por otro lado, se relaciona con la reprogramacion
metabdlica, ya que media la comunicacion entre la célula y las mitocondrias. Ademas
de facilitar el flujo de Ca?*, VDAC establece un puente entre la glucdlisis y la OXPHOS
al interactuar con las HK. La expresion de VDAC se ve influenciada por los niveles de
Ca?* en la célula [28,57].

1.3.4 Evasioén de la apoptosis

La evasién de la apoptosis es una caracteristica distintiva del cancer. Este fenédmeno
ocurre a traves de la activacion o inactivacion de factores de transcripcion que afectan
la expresion de reguladores apoptéticos [33].

Para evadir la apoptosis, las células cancerosas aumentan o mejoran la estabilidad
de las proteinas de la familia BCL-2 antiapoptéticas (por ejemplo, Bcl-2, Bcl-w y Bcl-
XL), al mismo tiempo que suprimen a nivel transcripcional o postranscripcional las
proteinas BCL-2 proapoptéticas (por ejemplo, Bax y Bak). Este proceso ocurre a
través de la activacion del factor de transcripcion p53. Como resultado, las proteinas
BCL-2 regulan la migracion, invasion y, en consecuencia, la metastasis del cancer.
[33,58]. El aumento en la expresion de proteinas BCL-2 se observa en varios tipos de
células cancerosas (por ejemplo, cancer de mama y pulmoén) [59,60], lo cual se ha
relacionado con un aumento en las capacidades migratorias e invasivas. Sin embargo,
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muchas veces esta sobreexpresién por si sola no es suficiente para inducir estos
efectos, siendo necesaria la coexpresion con otras proteinas como c-Myc, n-Myc y
Twistl, asi como condiciones de hipoxia celular [58].

De manera interesante, las células que muestran una disfuncion mitocondrial
persistente y presentan una mayor produccion de ROS, desempefian un papel crucial
en la decision de si una célula inicia el proceso de necroptosis [38].

1.3.5 Ciclo fision-fusiéon mitocondrial

El ciclo coordinado de fisidbn y fusidbn mitocondrial ocurre de manera continua y
equilibrada, siendo responsable de las variaciones en la longitud de las mitocondrias
dentro de la célula. Esta dinamica permite el mantenimiento de un fenotipo y funcion
mitocondrial adecuados, y abarca la regulacion del ADNmt y la redistribucién de las
mitocondrias [61,62]. Los defectos en este ciclo se han asociado de manera estrecha
con el cancer.

La fisibn mitocondrial es un proceso en el cual las mitocondrias se dividen, esto
permite un aumento en el nimero de mitocondrias en las células y desempefia un
papel central en el control de calidad mitocondrial. Cuando las mitocondrias
experimentan despolarizacion, la fision, junto con otros mecanismos mitocondriales
relacionados con el control de calidad, proporciona un mecanismo para segregar
componentes funcionales de aquellos que son disfuncionales. Las mitocondrias hijas
gue estan despolarizadas tienen una probabilidad reducida de fusionarse y, en su
lugar, activan vias de sefalizacibn que desencadenan la autofagia mitocondrial
selectiva, conocida como mitofagia [63,64].

La evidencia sugiere que el aumento en la fisibn mitocondrial es una caracteristica
gue las células cancerosas exhiben como una estrategia para evadir la apoptosis. La
hiperfragmentacion de las mitocondrias resulta en la incorporacion disfuncional de Bax
(una proteina antiapoptoética de la familia BCL-2) en la membrana, lo que a su vez
conduce a la formacion de poros [58].

La fusiobn mitocondrial implica la unién de dos o mas mitocondrias, y las células
emplean este proceso como un mecanismo para contrarrestar los efectos perjudiciales
de las mitocondrias dafiadas en su interior. De esta manera, la célula puede fusionar
mitocondrias defectuosas con aquellas que se encuentran en buen estado, lo que
contribuye al 6ptimo funcionamiento mitocondrial. Entre los procesos que la fusion
regula se encuentran el aumento de ROS, la disminucion del potencial de membrana
mitocondrial y el equilibrio de la heteroplasmia mitocondrial [10,61].
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Es por lo expuesto anteriormente que el desequilibrio en el ciclo de fision y fusién
mitocondrial, especialmente una hiperactivacion de la fision, desempefa un papel
impulsor en la oncogénesis, la metéstasis y la progresion del cancer.

1.3.6 Mitofagia

La mitofagia, también conocida como autofagia mitocondrial selectiva, es un proceso
fundamental para prevenir el dafio celular causado por mitocondrias dafiadas. Este
proceso posibilita la renovacion de las mitocondrias al capturar aguellas que presentan
deterioro y posteriormente degradarlas en los lisosomas [65].

En el contexto del cancer, esta capacidad de control de calidad mitocondrial se ve
reducida, ya que la acumulacién de mitocondrias defectuosas conduce a un
incremento en la generacion de ROS, que a su vez, inducen mutaciones en el ADNmt,
contribuyendo de este modo a un metabolismo oxidativo deficiente. Por lo tanto, en el
cancer, la mitofagia desempefia un papel crucial al permitir la supervivencia celular o
la apoptosis, en funcién del contexto celular especifico [63].

1.4. Mecanismos de regulacion de proteinas mitocondriales

1.4.1 Modificaciones postraduccionales

Se estima que el proteoma humano comprende alrededor de un millén de proteinas,
una cifra que supera el nimero de genes presentes en el genoma humano
(aproximadamente 30,000 genes). Esta amplia discrepancia se debe al hecho de que
las células emplean dos mecanismos para incrementar la diversidad, complejidad y
heterogeneidad de su proteoma. En primer lugar, se lleva a cabo el proceso de
empalme alternativo del ARN mensajero, el cual se desarrolla a nivel transcripcional
[66]. En segundo lugar, se encuentran las modificaciones postraduccionales (MPT),
gue ocurren cuando se afiaden de manera covalente grupos funcionales a uno o
varios residuos de aminoacidos en las proteinas. Estas adiciones pueden llevarse a
cabo de manera enzimatica o sin depender de una enzima.

Se han identificado méas de 200 tipos diferentes de MPT [67]. Estas MPT desempefian
un papel fundamental en la regulacion de las proteinas, controlando diversos procesos
fisiologicos y celulares. Entre estos procesos se incluyen la diferenciacion celular, la
degradacion de proteinas, los mecanismos de sefializacion, la localizacion intracelular
de las proteinas, la regulacion de la actividad enzimatica, la modulacion de la
expresion génica y las interacciones proteina-proteina.
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Entre las MPT, la fosforilacion ha sido el principal objeto de estudio de muchos
investigadores, lo que ha permitido un mayor entendimiento de sus diversas
implicaciones en los procesos celulares [68]. Aunque en menor proporcion, otras MPT
también han sido objeto de estudio. Sin embargo, una que ha capturado particular
atencion es la acetilacion de residuos de N(¢)-lisina. Esta modificacion ha sido
estrechamente asociada con diversas enfermedades, entre las que se encuentra el
cancer [69].

1.4.2 Acetilacidon y desacetilacion de residuos de lisina

La acetilacion de N(¢)-lisina consiste en la transferencia de un grupo acetilo desde la
acetil-CoA hacia la amina primaria ubicada en la posicién € de la cadena lateral de
lisina dentro de una proteina [70]. Esta transferencia es cominmente catalizada por
un conjunto de proteinas denominadas lisina acetiltransferasas (KATs) [68,71].
Aunque la acetilacion en su mayoria es mediada por estas KATs, en el entorno
mitocondrial no se ha identificado una KAT especifica. Sin embargo, hay indicios de
que la acetilacion en este organelo ocurre independientemente de enzimas,
Unicamente a traves de la acetil-CoA [68].

Es importante sefialar que las condiciones fisiolégicas en la matriz mitocondrial son
distintas a las de otros compartimentos celulares. Siendo el principal sitio de utilizacion
de carbono, presenta concentraciones elevadas de acetil-CoA (0.1-1.5 mM) y su pH
oscila entre 7.9 y 8.0 debido a la expulsion de iones H* a través de la MMI. Ambas
condiciones parecen propiciar la acetilacion no enzimatica, también conocida como
acetilacion quimica (ver Figura 5) [72].

Sin importar si la acetilacibn se da por via enzimatica 0 no enzimética, las
fluctuaciones en los niveles de acetil-CoA ejercen un efecto en los niveles de
acetilacibn. Como mencionamos previamente, la acetil-CoA puede ser generada
mediante diversas rutas dependiendo de la disponibilidad de nutrientes en la célula,
siendo un metabolito central en la bioenergética mitocondrial. Cualquier modificacién
en la produccién de acetil-CoA tiene consecuencias significativas en el funcionamiento
de las proteinas celulares [71].

La acetilacion de proteinas puede tener una variedad de efectos segun el contexto

celular, incluyendo la localizacién, activacién, inhibicién, estabilizacién o facilitacion de
interacciones proteina-proteina o proteina-ADN [73].
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La acetilacion es un proceso que puede revertirse a través de la deacetilacion. Existen
dos clases primarias de deacetilasas: las lisinas deacetilasas (KDAC) dependientes
de Zn?* y las sirtuinas deacetilasas dependientes de NAD* (Figura 5). Las KDACs
principalmente se encuentran en el nucleo y el citoplasma, mientras que las
deacetilasas sirtuinas se distribuyen en distintos compartimentos celulares: SIRT1 y
SIRT6 se localizan en el nucleo, SIRT7 en el nucleolo, SIRT2 en el citoplasma y
SIRT3, SIRT4 y SIRT5 en las mitocondrias [71].

Acetilacion no enzimatica

CH, en la mitocondria CH;s
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Figura 5. Acetilacion y deacetilacion. La acetilacion, catalizada por enzimas especificas, KATS,
implica la adicion de un grupo acetilo a residuos de lisina en proteinas. Sin embargo, en la mitocondria
ocurre de manera no enzimética, gracias a las condiciones de la matriz mitocondrial, elevadas
concentraciones de acetil-CoA y pH alcalino. Por otro lado, la deacetilacion es llevada a cabo por
enzimas deacetilasas KDACs dependientes de Zn2* o por sirtuinas deacetilasas dependientes de NAD*.
Consiste en la eliminacion de grupos acetilo de las proteinas, lo que puede revertir los efectos de la
acetilacién. Figura modificada de [68].

1.4.3 Efectos en la acetilacion de proteinas mitocondriales

Dentro de la amplia gama de sistemas de regulacién vinculados al inicio y progresion
del cancer, la acetilacién-deacetilacion de proteinas mitocondriales emerge como un
area critica para futuras investigaciones. Este enfoque adquiere importancia dado que
se ha establecido que mas de un tercio de todas las proteinas presentes en las
mitocondrias experimentan acetilacion, siendo la mayoria de ellas participantes en
procesos de bioenergética mitocondrial [74].

Tal como se menciond con antelacion, la acetilacion de las proteinas mitocondriales
es fundamentalmente de naturaleza no enzimatica, mientras que la deacetilacion esta
mediada por tres sirtuinas: SIRT3, SIRT4 y SIRT5. Sin embargo, se ha observado que
SIRT3 exhibe la actividad deacetilasa mitocondrial mas robusta [75]. SIRT3 se dirige
hacia proteinas y enzimas que suelen regularse mediante la eliminacion de grupos
acetilo, las cuales son esenciales para el correcto funcionamiento de las mitocondrias
en la célula. Ejemplos de estas proteinas son la acil-CoA deshidrogenasa de cadena
larga (LCAD), la PDH, la acetil-CoA sintetasa 2 (AceCS2), la IDH2, la superdxido
dismutasa 2 (SOD2) y los complejos I-lll y V (ATP sintasa) de la cadena de transporte
de electrones, entre otras que desempefian un papel crucial en el metabolismo [76].
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A partir de lo mencionado, es evidente que la acetilacion de proteinas mitocondriales
ejerce principalmente una funcion inhibitoria [77]. Por lo tanto, esto sugiere que la
deacetilacion es fundamental para el funcionamiento adecuado de las mitocondrias y,
por ende, para prevenir la reprogramacion metabdlica caracteristica del cancer.

2. ANTECEDENTES INMEDIATOS

2.1 Papel de SIRT3 en el cancer

Dado que SIRT3 desempeiia un papel crucial como deacetilasa en la preservacion de
la funcion mitocondrial, varios grupos de investigacion han explorado su relevancia en
el cancer. A pesar de que SIRT3 desempefia una funcion esencial en la regulacion de
proteinas relacionadas con el metabolismo oxidativo, se ha observado que su papel
va mas alla de ser Unicamente un supresor de tumores que evita la reprogramacion
metabdlica. De hecho, en ciertos tipos de cancer, se ha evidenciado que SIRT3 opera
como un oncogén, lo que significa que puede promover el desarrollo y progresion de
la enfermedad [78,79].

Anteriormente, abordamos las alteraciones mitocondriales mas frecuentes en el
contexto del cancer. No obstante, es importante destacar que dichas alteraciones no
se manifiestan de la misma manera en todos los tipos de cancer. Dos tipos de cancer
gue tienen un alto interés en la investigacion son el cancer de pulmon y el cancer de
mama. Estos dos tipos de cancer resultan especialmente relevantes dado que, segun
las estadisticas globales sobre el cancer de 2020, encabezan las listas como las
principales causas de muerte por cancer en hombres y mujeres respectivamente [80].
Ademas, diversos estudios han arrojado indicios de que SIRT3 tiene un
comportamiento diferenciado en estos dos tipos de cancer; opera como un oncogen
en el cancer de pulmén y como un supresor de tumores en el cancer de mama [79].

El cancer de pulmén se desarrolla por diversos factores que incluyen la contaminacién
del aire, la exposicion prolongada a carcindégenos, predisposicién genética y, de
manera significativa, el habito de fumar. Este tipo de cancer se subdivide en cancer
de pulmén de células pequefias (SCLC) y cancer de pulmén de células no pequefias
(NSCLC) [81]. EIl ultimo de estos representa alrededor del 80% al 85% de todos los
casos de cancer de pulmon [82]. A pesar de los notables avances en tratamientos
especificos para el cancer de pulmén, factores como la resistencia a los
medicamentos, las recurrencias y las metastasis han planteado desafios
considerables para la reduccion de la prevalencia y mortalidad asociadas a esta
enfermedad [81].
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En el caso del NSCLC, se ha observado una elevada expresion de SIRT3 en el tejido
canceroso de pacientes en comparacion con el tejido adyacente [83,84]. Ademas, en
el NSCLC con mutaciones en PTEN (un supresor de tumores), se ha descubierto que
SIRT3 deacetila a la proteina p53, lo que promueve su degradacion a traves de la via
de ubiquitinacion y proteosoma [85]. Estos hallazgos sugieren un papel oncogénico
de SIRT3 en este tipo de cancer.

Por otra parte, entre los factores de riesgo que aumentan la probabilidad de desarrollar
cancer de mama se incluyen factores genéticos, relacionados con antecedentes
familiares, y factores personales, como la exposicion a hormonas y antecedentes
reproductivos de las mujeres [86].

El cancer de mama se clasifica segun la presencia o ausencia de marcadores
moleculares para los receptores de estrdgeno o progesterona, asi como el factor de
crecimiento epidérmico 2 (ERBB2) humano, dividiéndose en tres subtipos principales:
luminal A o HR+/ERBB2- (HR positivo/ERBB2 negativo), luminal B o HR+/ERBB2+
(HR positivo/ERBB2 positivo) y Triple negativo o HR-/ERBB2- (HR/ERBB2
negativo)[87].

Cuando el diagnéstico de cancer de mama no se realiza a tiempo, la enfermedad
puede volverse metastasica, lo que restringe los objetivos terapéuticos a la eliminacion
del tumor y la prevencion de la recurrencia de esta enfermedad [81].

En cancer de mama, se ha observado una disminucién en la expresion de SIRT3, lo
cual estd vinculado a la estabilizacion del factor de transcripcion HIF-1 vy, por
consiguiente, a la regulacion positiva de sus genes diana [88], que como
mencionamos en la seccion 1.3.2, inducen la reprogramacion metabolica. Estos genes
objetivo, como ya se menciond, estan asociados a la induccion de la reprogramacion
metabdlica, y se ha constatado que los pacientes con una expresion reducida de
SIRT3 presentan un mayor riesgo de muerte. Investigaciones indican que la
restauracion de la expresion de SIRT3 favorece la reprogramaciéon metabdlica,
reduciendo los niveles de utilizacion de glucosa relativa [88] y elevando los niveles de
MnSOD [89]. Por lo tanto, se ha sugerido que SIRT3 desempefia un papel crucial
como supresor de tumores en el cancer de mama [90].
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2.2 Técnicas protedmicas para el andlisis de la estequiometria de acetilacion

2.2.1 Acetilacion quimica y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

La acetilacion de N(g)-lisina es una MPT que inicialmente se identificoO en histonas.
Gracias a las técnicas sensibles de espectrometria de masas, se han identificado
miles de sitios de acetilacion en diversas proteinas celulares. Sin embargo, la
identificacion y cuantificacion de los sitios de acetilacion en proteinas de células
humanas aun no esta bien caracterizada. Esto se debe a la baja proporcion en la que
se encuentra presente en las proteinas, es decir, su baja estequiometria, siendo esta
informacion estequiométrica esencial para interpretar con precision la importancia
biologica de la acetilacion [91,92]. La estequiometria de acetilacion puede entenderse
como el nivel de acetilacion en todas las copias de una proteina determinada en un
momento dado. Esta informacién proporciona una perspectiva mas completa del
significado biolégico de la acetilacion como un mecanismo regulador en enfermedades
como el cancer.

El enfoque preferido para determinar los sitios especificos de acetilacion consiste en
llevar a cabo una inmunoprecipitacién mediante el uso de un anticuerpo dirigido contra
la lisina acetilada, seguido por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS). Sin embargo, es importante destacar que este método no
proporciona informacion directa sobre la estequiometria de la acetilacion [68].
Diversos métodos quimicos, enzimaticos y genéticos han sido descritos para medir la
estequiometria de acetilacion a nivel del proteoma y explorar su posible funciéon. Una
técnica interesante consiste en emplear etiquetado quimico con isétopos estables.
Esta técnica permite marcar proteinas con agentes acetilantes reactivos como el
anhidrido acético y el sulfo-N-hidroxisuccinimida (NHS). Tras la marca, las proteinas
se digieren y analizan mediante MS [92].

No obstante, se ha desarrollado un método quimico que ofrece mayor precision en el
analisis de la estequiometria de acetilacién. Este enfoque implica la reaccién de
acetilacion utilizando N acetoxi succinimida en su forma pesada (NAS-d3), es decir,
con hidrégenos sustituidos por deuterio. Con este enfoque, los residuos de lisina que
no estan acetilados de forma enddgena se acetilan quimicamente mediante este
reactivo. Tras el proceso de digestion y el analisis por LC-MS, la diferencia de 3
daltons (Da) entre los péptidos acetilados enddégenamente y aquellos acetilados
guimicamente permite examinar las distribuciones isotépicas (abundancias de los
is6topos de una molécula), lo que a su vez facilita la determinacion de la
estequiometria de acetilacion [93,94].
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad, existen pocos estudios protedmicos y acetilbmicos enfocados en
investigar el metabolismo del cancer de mama y pulmon, que son las principales
causas de muerte a nivel mundial. A pesar de que se han identificado algunos
aspectos del metabolismo, aun existen incégnitas en cuanto a la regulacion de la
acetilacion en el contexto del cancer. Por lo tanto, este estudio busca determinar si la
regulacion a traves de la acetilacion-desacetilacion desempefia un papel importante y
si SIRT3 o0 sus proteinas blanco podrian ser objetivos interesantes para futuros
tratamientos.

4. HIPOTESIS

Comprender la funcion de la deacetilasa mitocondrial SIRT3 en las lineas celulares de
cancer de pulmén y mama proporcionara una comprension mas precisa de la
acetilacion de proteinas celulares y mitocondriales, asi como de su contribucion al
desarrollo del cancer. Este conocimiento abre nuevas oportunidades para identificar
posibles blancos terapéuticos relacionados con la regulacién de la actividad de las
proteinas mediante SIRT3.

5. OBJETIVOS:

Objetivo general: Analizar las consecuencias en la regulacion del metabolismo
mediante la inhibicién de la deacetilasa mitocondrial SIRT3 en proteinas totales y
mitocondriales de las lineas celulares A549 (cancer de pulmén) y MCF7 (cancer de
mama).

Objetivos especificos:

1. Determinar los niveles de expresion basal de la proteina SIRT3 en células de
cancer de pulmén A549 y de cancer de mama MCF7

2. Evaluar el impacto de la inhibiciébn de SIRT3 en la acetilacion de proteinas
mitocondriales de células A549 y MCF7

3. Evaluar la funcion mitocondrial en las células A549 y MCF7 mediante la

determinacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno y estrés
oxidativo a través de ensayos de citometria de flujo.
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6. METODOS

6.1. Diagrama de la estrategia general de trabajo

Lineas celulares

Citometria de flujo: ROS MCF-7 A549 ‘ Citometria de flujo: ROS

MCF-7 | SIRT3 A549 | SIRT3

Western blot: a-actina,
a-VDAC

Enriquecimiento de mitocondrias Western blot: a-SIRT3

Acetilacion quimica con NAS-d3

Analisis por LC-MS/MS

Determinacion de la
estequiometria de acetilacion

Analisis de los sitios de acetilacién dependientes de SIRT3 y
su implicacion en el metabolismo celular

6.2 Material biolégico

Se emplearon las lineas celulares de cancer de pulmon (A549) y cancer de mama
(MCF7). Estas lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640, el cual fue
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (BSA) y antibiético-antimicético 1X.
Las células se cultivaron a una temperatura de 37°C y atmdsfera de 5% de COs:.

Para la extraccién de proteinas, se homogeneizaron seis millones de células de cada
linea celular utilizando una solucion con SDS (SDS al 4%, DTT 50 mM, Tris-HCI 100
mM, pH 8,6).

6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) e inmunoblot

La concentracion total de proteinas se evalué mediante analisis densitométrico. Los
extractos proteicos se sometieron a electroforesis en un gel con un grosor del 8%y se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Después de un
bloqueo de 1 hora con albumina fraccién V al 10%, la membrana se incubé con el
anticuerpo primario anti-SIRT-3 (Cell Signaling Technology) en una dilucion de 1:1000,
y se mantuvo durante toda la noche en agitacion a 4°C. Tras el lavado con TBST 1X,
la membrana se incubo6 con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP) dirigido contra la cadena ligera de la inmunoglobulina G (IgG) de conejo
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(Santa Cruz Biotechnology), a una dilucién de 1:10,000, durante 1 hora a temperatura
ambiente bajo condiciones de bloqueo. Para la deteccion de proteinas, se empleo el
sustrato de quimioluminiscencia de maxima sensibilidad (SuperSignal™ West Femto,
Thermo Scientific™). Las imagenes fueron escaneadas con un C-DiGit® Blot Scanner
(LI-COR) y se realizo la densitometria utilizando el programa Image Studio 5.2.

6.4 Enriquecimiento de mitocondrias

El enriquecimiento mitocondrial se llevo a cabo utilizando tres cajas de cultivo de 175
cm? de células que alcanzaron una confluencia del 80% en cada condiciéon. Para la
inhibicion, las células fueron tratadas con 3-TYP a una concentracion de 25 nM 24
horas antes del proceso. Se realiz6 la separacion de la monocapa celular mediante
tripsinizacion, seguida de una centrifugacibn a 208 xg durante 5 minutos. El
sobrenadante fue retirado y el botén celular resultante se homogeneiz6 con 15 mL de
un buffer HEPES (20 mM de Hepes, 2 mM de EGTA, 250 mM de sacarosa y 0.5% de
albumina, pH 7.4). Luego, se realiz6 una centrifugacion a 1,500 xg durante 20 minutos
a 4°C y se recolecto el sobrenadante. Este proceso se repitié tres veces, combinando
los sobrenadantes obtenidos en cada paso. Posteriormente, se afiadié un buffer de
extraccion de proteinas (4% de SDS, 50 mM de DTT, 100 mM de tris, pH 8,6) al bot6n
celular resultante.

La mezcla de los sobrenadantes se sometié a una centrifugacion a 15,600 xg durante
50 minutos a 4°C, el sobrenadante resultante fue conservado para su precipitacion
posterior. El boton obtenido fue resuspendido en un buffer de manitol (210 mM de
manitol, 70 mM de sacarosa, 5 mM de EDTA, 5 mM de tris-HCI) y luego se coloco en
un gradiente de sacarosa. Este gradiente se centrifug6 en un rotor de columpio
(SW41) a 40,000 xg durante 60 minutos a 4°C. Se recolectaron las fases nebulosas,
siendo la fase mitocondrial la observada en la parte mas baja en el tubo de ensayo
(ver diagrama).

La fraccion mitocondrial resultante se disolvio en buffer de manitol y se someti6 a una
centrifugacion a 18,000 xg durante 40 minutos a 4°C. El botén mitocondrial obtenido
fue tratado con un buffer de extraccion de proteinas (4% de SDS, 50 mM de DTT, 100
mM de tris, pH 8.6), se cuantificd y luego se almacend a -20°C para su uso posterior.
Este proceso de enriquecimiento mitocondrial se repitid tres veces por separado para
asegurar la reproducibilidad de los resultados.
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6.5 Diagrama del procedimiento de enriquecimiento mitocondrial mediante
gradiente de sacarosa

3 cajas de cultivo (175 cm?) por condicién: [
MCF-7 NT, MCF-7 3-TYP, A549 NT, A549 3-TYP

l
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6.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) e inmunoblot de
las fases del enriquecimiento mitocondrial

Las fases resultantes del proceso de enriqguecimiento mitocondrial y proteinas totales
se conservaron en buffer de extraccion de proteinas (4% de SDS, 50 mM de DTT, 100
mM de Tris-HCI, pH 8.6) y su concentracion se determin6 mediante analisis
densitométrico. Los extractos fueron sometidos a electroforesis y posteriormente
transferidos a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). La membrana se
bloqued durante un periodo de 2 horas y luego se incubdé con el anticuerpo anti-VDAC
(GeneTex) en una dilucion de 1:1000, con agitacion constante durante toda la noche
a 4°C. Después del lavado, la membrana se incub6 con un anticuerpo secundario
conjugado con HRP especifico para la cadena ligera de la inmunoglobulina G (IgG)
de conejo, diluido a 1:10000, durante 1 hora a temperatura ambiente bajo condiciones
de bloqueo. Posteriormente, la membrana se incubd con el anticuerpo anti-actina
acoplado a HRP (Santa Cruz Biotechnology) en una dilucion de 1:2000. Para llevar a
cabo la deteccion de las proteinas, se empleo el sustrato de quimioluminiscencia de
maxima sensibilidad SuperSignal™ West Pico PLUS, Thermo Scientific™. Las
imagenes se escanearon en C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR) y se realizd la
densitometria con el programa Image Studio 5.2.
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6.7. Acetilacion quimica con NAS-d3

Para llevar a cabo la acetilacion quimica, se empled el reactivo N-acetoxi succinimida
deuterado (NAS-d3), previamente sintetizado en el laboratorio [93]. El procedimiento
se divide en siete pasos distintos: reduccion, cuantificacion, alquilacion, acetilacion,
desesterificacion, digestion y eliminacion del detergente.

Reduccion y cuantificacion. Se realizé la reduccion de los puentes disulfuro en los
extractos de proteinas totales y mitocondriales mediante el calentamiento a 95°C
durante 5 minutos, utilizando DTT 50 mM. Posteriormente, los extractos se
cuantificaron mediante el reactivo de ensayo de proteinas Pierce™ a 660 nm, en
combinacion con el reactivo de compatibilidad de detergentes i6nicos. Se utilizaron 50
Hg de proteina de cada muestra para los siguientes pasos del procesamiento.

Alquilacion. Se afadié iodoacetamida (IAA) en una concentracion final de 0.1 M a
cada muestra. Las muestras se incubaron en la oscuridad durante 30 minutos y luego
fueron precipitadas con nueve volumenes de etanol durante la noche a -20°C.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 17,000 xg durante 5 minutos, se
lavaron con etanol al 90%, se centrifugaron nuevamente a 17,000 xg durante 5
minutos y se evaporo el etanol a temperatura ambiente.

Acetilacion. Las muestras se resuspendieron en un buffer de reaccion de acetilacion
guimica (0.5% de SDS, 0.5% de DOC, 100 mM de TEAB) y se sometieron a sonicacion
en bafio durante 5 minutos. A cada muestra se afiadio la solucion NAS-d3 y se incubd
durante 1.5 horas a temperatura ambiente. Este Ultimo paso se repitié una segunda
vez.

Desesterificacion. Tras el tiempo de incubacion, se afiadié hidroxilamina (para la
eliminacion de la O-acetilacion) al 50% para lograr una concentracion final del 5% en
cada muestra. Después de una incubacion de 20 minutos a temperatura ambiente, las
muestras se precipitaron con nueve volumenes de etanol durante la noche a -20°C.
Posteriormente, se centrifugaron a 17,000 xg durante 5 minutos, se lavaron con etanol
al 90%, se centrifugaron nuevamente a 17,000 xg durante 5 minutos y se evaporo el
etanol.

Digestion. Las muestras se resuspendieron en un buffer de digestiéon (50 mM de
AmBic, 0.5% de DOC), se sometieron a sonicacion en bafio durante aproximadamente
5 minutos y se afiadio tripsina en una relacion enzima/sustrato de 1:50. Se incubaron
durante 16 horas a 37°C.

Eliminacién del detergente. Se afiadié acetato de etilo en una relacion 1:1 y TFA
hasta alcanzar una concentracion final del 0.5%. Las muestras se agitaron en un
agitador tipo vortex durante 3 minutos, se centrifugaron a 17,000 xg durante 10
minutos y se descarto la fase organica. Este proceso se repitio dos veces mas sin el
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uso de TFA. Las muestras se secaron completamente en un speed vac (Savant™
SpeedVac™) durante 2 horas.

6.8 Andlisis LC-MS/MS y andlisis de la estequiometria de acetilacion

El andlisis LC-MS/MS se llevo a cabo en el Centro de Investigaciones Biomédicas de
la Universidad de Lund en Suecia en colaboracion con el Dr. Jeovanis Gil Valdés. Los
péptidos se resuspendieron en condiciones cromatograficas iniciales y se separaron
en un sistema nano UPLC Dionex Ultimate 3000 RSLC, conectado en linea con un
espectrometro de masas de alta resolucion Q-Exactive HF-X de Thermo Fisher
Scientific. Para la identificacion y cuantificacion relativa de péptidos y proteinas a partir
de los datos generados por las mediciones de LC-MS/MS, se empled el software
MaxQuant versiéon v2.4.13.0

Los datos obtenidos a través del analisis por LC-MS/MS se utilizaron para determinar
la estequiometria de la acetilacion en los péptidos identificados que contenian
residuos de lisina en su secuencia. Para llevar a cabo este analisis, se utilizé el
programa Pview, el cual calcula la estequiometria de la acetilacion basandose en el
area de la distribucion isotopica en el espectro MS de los péptidos identificados.

6.9 Analisis estadistico y construccion de graficos en R

Para llevar a cabo el analisis de componentes principales (PCA), inicialmente se
detectd una variabilidad atribuible al "efecto de lote" o "efecto batch" en nuestros
datos. Para mitigar esta variabilidad, se implementé un procedimiento de
normalizacion que permitié el agrupamiento adecuado. Posteriormente, empleamos
la prueba estadistica T (Benjamini-Hochberg) para la creacion de los diagramas de
dispersion de tipo "Volcano Plot". Ademas, clasificamos aquellas proteinas que
presentaron una acetilacion igual o mayor al 0.4% como proteinas sobreacetiladas en
nuestras muestras [95]. Las listas de proteinas significativas en cada comparacion y
las listas de proteinas sobreacetiladas se sometieron a un proceso de analisis de
enriquecimiento de vias utilizando GeneCodis [96], lo cual permitio la generaciéon de
diagramas gue representan la asociacion con vias biolégicas relevantes. Los graficos
se realizaron con GraphPad Prism 8 y RStudio (version 4.3.1).

6.10 Determinacién de especies reactivas de oxigeno

La determinacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno se realiz6 en placas
de cultivo de 12 pozos que contenian células MCF7 y A549. Tanto las células tratadas
con 3-TYP como las no tratadas, se utilizaron cuando alcanzaron una confluencia del
90%. Estas células se expusieron a una solucion del reactivo MitoSOX Red
Mitochondrial Superoxide Indicator con una concentracion de 1.5 uM y se incubaron
durante 30 minutos a 37°C en una atmdsfera con un 5% de CO2, en condiciones de
oscuridad. Después del periodo de incubacion, se separaron las monocapas celulares
y se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 minutos. El botdn celular resultante se
sometio a tres lavados con un amortiguador HBSS precalentado a 37°C. Luego, las
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células se contaron y se ajustaron a una cantidad de 500,000 células por muestra.
Como control positivo de dafio mitocondrial, se trataron pozos de células con
Antimicina A a una concentracién de 100 uM durante 30 minutos. Las muestras se
adquirieron en un citometro de flujo BD FACSCanto Il (BD Biosciences) con el
software BD FACSDiva (BD Biosciences) y se analizaron utilizando el Software
Flowdo™ (version 10.10). Los graficos se hicieron con GraphPad Prism 8 y RStudio
(version 4.3.1).
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7. RESULTADOS

7.1 La expresion de la deacetilasa mitocondrial SIRT3 muestra variacion entre
las lineas celulares A549 y MCF7

Uno de los objetivos de este trabajo de investigacion fue evaluar los niveles de
expresion de la proteina SIRT3 en las lineas celulares derivadas de cancer de pulmon
y mama, A549 y MCF7, respectivamente, a través de la técnica de inmunoblot.
Investigaciones previas reportan que la expresion de SIRT3 se encuentra disminuida
en cancer de mama [89] y elevada en cancer de pulmén [83]. Nuestros resultados
coinciden con esta informacién, ya que la linea celular A549 mostré un incremento
significativo en los niveles de expresion de SIRT3 en comparacion con la linea celular
MCF7, como se ilustra en la Figura 6. Esto podria estar relacionado con el papel que
presenta SIRT3 como oncogén o supresor de tumores en estos dos tipos de cancer.
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Figura 6. SIRT3 presenta una expresiéon diferencial en las lineas celulares MCF7 y A549,
mostrando una mayor expresion en células A549 y una menor expresion en células MCF7. (A)
Imagen representativa de inmunoblots para la expresion de SIRT3 en la linea celular A549 y en la linea
celular MCF7 (B) Densitometria 6ptica del triplicado de inmunoblots para la expresion de SIRT3 en
células A549 y MCF7. Se utiliz6 la prueba estadistica T no pareada. Los asteriscos indican significancia
para P < 0.05.

7.2 La inhibicion mediada por el inhibidor selectivo 3-TYP, no tiene un impacto
directo en la expresion de SIRT3 en las lineas celulares A549 y MCF7

Tras confirmar los niveles de expresion de SIRT3 en las lineas celulares A549 y MCF7,
procedimos a evaluar los efectos resultantes de la inhibicion de SIRT3. A pesar de
gue la nicotinamida es un inhibidor enddégeno de las sirtuinas, su principal limitacion
reside en su falta de selectividad hacia estas enzimas. Sin embargo, los analogos de
nicotinamida se han utilizado ampliamente para la inhibicion de SIRT3 [97]. Un
ejemplo interesante es el inhibidor 3-TYP (3-(1H-1,2,3-triazol-4-il) piridina), que, a
diferencia de otros inhibidores de SIRT3, demuestra ser selectivo cuando se emplea
en concentraciones dentro de un intervalo especifico. 3-TYP tiene una IC50 para
SIRT3 de 16 nM, en contraste con los 88 nM para SIRT1y los 92 nM para SIRT2 [97].
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Con base en lo anterior empleamos este inhibidor a una concentracion de 25 nM para
la inhibicion de SIRT3 en nuestras lineas celulares, A549 y MCF7. No obstante, como
se puede apreciar en la Figura 7, no se observaron diferencias significativas en la
expresion de SIRT3 en ambas lineas celulares. Este resultado es consistente con el
mecanismo de accién conocido de este inhibidor, ya que no ejerce una influencia
directa sobre la expresion de esta proteina.
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Figura 7. El inhibidor 3-TYP no ejerce un efecto directo en la expresion de SIRT3 en las lineas
celulares A549 y MCF7. (A) Inmunoblot y densitometria de las células A549: : control y células tratadas
con el inhibidor 3-TYP (B) Inmunoblot y densitometria de las células MCF7: control y células tratadas
con el inhibidor 3-TYP. Se utilizé la prueba estadistica T pareada.

7.3 El método de enriquecimiento de mitocondrias mediante centrifugacion
secuencial y gradiente de sacarosa demostro ser apropiado para los objetivos
de nuestra investigacion.

Con el propdésito de determinar la estequiometria de acetilacion tanto en las proteinas
totales como en las proteinas mitocondriales de las lineas celulares A549 y MCF7,
validamos nuestro método de enriquecimiento mitocondrial. Para esto implementamos
dos condiciones experimentales en la linea celular MCF7: una de control y otra de
inhibicion utilizando el inhibidor 3-TYP, a una concentracion de 25 nM, administrado
24 horas antes del proceso de enriquecimiento. Seguimos el protocolo estandarizado
de enriguecimiento mitocondrial desarrollado en el laboratorio por la Dra. Diana
Lashidua Fernandez Coto, (seccién 5.4) y, a través de este protocolo, obtuvimos
distintas fases, incluida la fase mitocondrial.
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Para confirmar la identidad de la fase mitocondrial, realizamos inmunoblots de la linea
celular MCF7 con y sin tratamiento, tanto de esta fase como de las otras fases
obtenidas, incluyendo la proteina total. Utilizamos un anticuerpo especifico para una
proteina mitocondrial, VDAC, y otro para una proteina citoplasmatica, B-actina. Esto
nos permitid visualizar y comparar la expresion de proteinas mitocondriales y
citoplasmaticas presentes en cada fase. Como se puede apreciar en la Figura 8, se
observa la expresién de VDAC (30 kDa) y B-actina (43 kDa), destacando una mayor
presencia de VDAC en la fase mitocondrial, lo cual es mas evidente en las células
tratadas respecto a las control. Sin embargo, en estas Ultimas, también observamos
qgue VDAC se destaca en la fase no mitocondrial, lo cual podria atribuirse a posibles
inconsistencias en la dltima centrifugacion de la muestra, resultando en la pérdida de
mitocondrias que quedaron en esta fase. A pesar de esta pérdida, nuestros resultados
respaldan la eficacia del enriqguecimiento de mitocondrias.

CONTROL 3-TYP

5 — I v R
P s F M T P

S F M T
Figura 8. Evidencia de enriquecimiento mitocondrial en células MCF7. Inmunoblot de las distintas

fases obtenidas durante el enriquecimiento mitocondrial: pellet (P), sobrenadante (S), fase no
mitocondrial (F), mitocondrias (M) y proteina total (T).

Una vez confirmado lo mencionado anteriormente, procedimos a realizar triplicados
biologicos tanto para el enriqguecimiento mitocondrial como para la extraccion de
proteinas totales de nuestras lineas celulares de estudio, A549 y MCF7, en sus
condiciones de control y tratadas con 3-TYP.

7.4 Ajuste de efecto de lote y analisis de componentes principales en el
procesamiento de muestras protedémicas.

Llevamos a cabo el procesamiento de nuestras muestras siguiendo el protocolo
detallado en la seccion 5.6, con el propésito de prepararlas para su posterior analisis
mediante LC-MS/MS. A través de LC-MS/MS, logramos identificar un total de 6,457
proteinas en nuestras muestras, teniendo en cuenta un 70% de valores validos.
Realizamos el andlisis estadistico de componentes principales (PCA) y observamos
gue nuestros datos no exhibian una agrupacién adecuada en relacion con el
tratamiento de 3-TYP. Ante esta observacion, decidimos evaluar si nuestros datos
presentaban “efecto de lote”, también conocido como “efecto Batch”. Este efecto
provoca que las diferencias no biologicas entre muestras de lotes distintos no sean
directamente comparables.

31



Para abordar este problema, empleamos la paqueteria de R ComBat, la cual nos
permitié ajustar los efectos de lote mediante el método de Bayes empirico (EB) [98].
Después de realizar estos ajustes, llevamos a cabo nuevamente el PCA y observamos
una mejor agrupacion de nuestras muestras de acuerdo a los tratamientos, como se
puede apreciar en la Figura 9.

MUESTRAS TOTALES MUESTRAS MITOCONDRIALES

A

PC2 (28.2%)
PC2 (35.2%)

PC1 (51.0%) PC1 (41.1%)

PC2 (28.5%)
PC2 (30.9%)

PC1 (45.6%) PC1 (42.8%)

Figura 9. Analisis de componentes principales después de lanormalizacién utilizando el método
de Bayes. (A) PCA de muestras totales y mitocondriales de células A549: control (TAC y MAC) y
tratadas con el inhibidor 3-TYP (TAT y MAT). (B) PCA de muestras totales y mitocondriales de células
MCF7: control (TMC y MMC) y tratadas con el inhibidor 3-TYP (TMT y MMT). Datos después de la
normalizacién Batch utilizando el método de Bayes empirico (EB).

Después de la correccion de los datos, aplicamos la prueba estadistica T para generar
graficos de dispersion tipo "Volcano plot" con el objetivo de identificar las proteinas
significativas en las muestras control y tratadas con 3-TYP. En adicion, contrastamos
también las muestras control de nuestras lineas celulares, A549 y MCF7, tanto en
proteinas totales como en proteinas mitocondriales. Una vez completado lo anterior,
investigamos el enriquecimiento de las vias bioldgicas asociadas a nuestras proteinas
significativas mediante la utilizacion de la plataforma GeneCodis [96].

7.5 SIRT3 se encuentra sobreexpresada en células A549 y subexpresada en células
MCF7, lo que sugiere un posible papel activo en la regulacion de su metabolismo.
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Para tener una mayor comprension de cémo SIRT3 podria ser un punto de regulacién
clave en el cancer de pulmon y cancer de mama, decidimos investigar el metabolismo
intrinseco de las lineas celulares A549 y MCF7, analizando tanto las proteinas totales
como las proteinas mitocondriales.

Como se ha sefialado en la seccion de antecedentes, el metabolismo tiende a ser
heterogéneo y, en la mayoria de los casos, se observa que diferentes tipos de células
cancerosas muestran preferencias por un tipo especifico de metabolismo, ya sea
glucolitico u oxidativo, segun sus requerimientos. Nuestros resultados en la linea
celular A549, especificamente en TAC, mostraron un enriquecimiento en vias
relacionadas con ambos metabolismos (Figura 10B).

Dentro de nuestras vias enriguecidas, identificamos la via de deteccion de ROS por
NFE2L2, tanto en muestras TAC como en muestras MAC (Figura 10B y Figura 11B).
Esta via desempefia un papel crucial en la proteccion antioxidante contra ROS [99];
sin embargo, también tiene la capacidad de regular la expresion de genes
metabdlicos, contribuyendo asi a la reprogramacion metabdlica.

En las muestras TAC, también destacaron diversas vias asociadas al metabolismo
oxidativo, como la via del TCA y OXPHOS, asi como la biogénesis del complejo 1 y el
ensamblaje del complejo 1ll de la CTE. Adicionalmente en TAC y MAC, también
observamos enriquecidas la via de biogénesis mitocondrial y vias relacionadas con la
biosintesis y metabolismo de la molécula NAD (Figura 10B y Figura 11B).

NAD es una coenzima crucial en el metabolismo energético, como se describe en la
seccién 1.2.1. Sin embargo, su funcion trasciende, ya que el NADH, a través de su
fosforilacién, actia como fuente de NADPH, el cual se utiliza en procesos anabdlicos
y en el mantenimiento de sistemas antioxidantes celulares [100]. Ademas, como se
describe en la seccién 1.4.2, el NAD™ es indispensable para la funcion de las sirtuinas
deacetilasas. En nuestros resultados, observamos sobreexpresion de SIRT1 y SIRT3
en muestras TAC, y como esperdbamos la sobreexpresion de SIRT3 en muestras
MAC en comparacion con la linea celular MCF7; TMC y MMC (Figura 10A y Figura
11A).

Se ha visto que diversos tipos de cancer parecen depender considerablemente de la
via metabodlica de NAD* [101], y se ha especulado que las células en tejidos
cancerosos experimentan una mayor renovacion de esta molécula en comparacion
con el tejido sano. Esta especulacion se relaciona con la elevada tasa de proliferacion
de las células cancerosas y el aumento del dafio en el ADN, lo cual activa la reparacion
mediada por PARP gue consume NAD*, asi como la sobreexpresion de miembros de
la familia de PARP y SIRT1 [102].

Se sabe que SIRTL1 tiene una actividad que favorece el desarrollo y la progresion del
cancer. Esta proteina es capaz de suprimir la apoptosis mediante la deacetilacion del
supresor p53 [103]. Ademas, SIRT1 puede activar la proteina c-Myc, la cual

33


https://paperpile.com/c/g0zxOJ/biN3
https://paperpile.com/c/g0zxOJ/qKkX
https://paperpile.com/c/g0zxOJ/IFe2
https://paperpile.com/c/g0zxOJ/EldW
https://paperpile.com/c/g0zxOJ/v71p

desempefia un papel crucial en el ciclo celular, la apoptosis y la transformacion celular
[104]. Como se menciona en la seccion 1.3.2, c-Myc también impulsa la expresion de
genes relacionados con el metabolismo glucolitico. Por otro lado, SIRT3 regula
principalmente la expresion de proteinas mitocondriales asociadas a la generacion de
energia [90], aunque su papel en el cancer de pulmén adn no esta completamente
claro, nuestros resultados podrian sugerir su asociacion con el desarrollo y progresion
de este tipo de cancer.

A pesar de que varias de las vias enriquecidas identificadas en nuestros resultados
estan relacionadas con el metabolismo oxidativo, sugiriendo una mayor demanda de
mitocondrias para el mantenimiento de la energia en las células cancerosas, también
observamos un enriquecimiento en la glucdlisis y la sefalizacion del glucagon. Sin
embargo, una via que destaca es la hidroxilacion de prolina del HIF-1a. Como se
explica en la seccion 1.3.2, esta via cumple la funcion de degradar la subunidad HIF-
1a y prevenir su unién con HIF-13. En consecuencia, se evita la transcripcion de los
genes diana de HIF-1, entre los cuales se encuentran genes relacionados con el
metabolismo glucolitico. Por lo anterior, nuestros resultados podrian sugerir una
inclinacion hacia el metabolismo oxidativo en la linea celular A549.

En células de cancer de mama existe mayor evidencia de reprogramacion metabdlica.
Investigaciones previas han demostrado que la mayoria de las células de cancer de
mama experimentan reprogramacion metabdlica [105,106]. Como mencionamos en la
seccion 1.3.2, implica un incremento en la tasa de glucdlisis, asi como la alteracion en
la funcion mitocondrial [107]. Nuestros resultados revelaron vias bioldgicas
enriquecidas en las muestras de proteinas totales y mitocondriales,TMC y MMC,
relacionadas con este cambio en el metabolismo. Entre estas vias, destaca la via de
sefializacion de HIF-1 en muestras TMC, evidenciando expresion significativa de
proteinas asociadas, como HK1, ALDOA, RELA, entre otras (Figura 10A).

Otras vias de interés en estas muestras, incluyeron aquellas asociadas al TCA y la
OXPHOS (Figura 10B y 11B). En TMC se observo un mayor enriguecimiento en la via
del TCA, y la cadena de transporte de electrones (CTE) en comparacion con las
muestras de proteinas totales de A549 (TAC) (Figura 10B). Por otro lado, es notable
gue una de las vias enriquecidas en muestras MMC sea la del TCA vy la deficiencia
del complejo de PDH (Figura 11B). Este complejo cataliza la conversion de piruvato
en acetil-CoA y COz2, donde el acetil-CoA se utiliza en el TCA y la OXPHOS para la
generacion de energia. Estos resultados sugieren la posibilidad de una atrofia en la
generacion de ATP, ya que podria no estar produciéndose suficiente acetil-CoA para
entrar en el TCA, y en consecuencia se transportarian menos electrones a la CTE. Es
importante destacar que, a pesar de la preferencia por el metabolismo glucolitico en
este y otros tipos de cancer, esta opcion no abarca la totalidad del metabolismo
celular. Las células continian generando energia mediante la OXPHOS, aunque en
menor proporcion, como parte de su estrategia para garantizar la supervivencia.Esto
se logra utilizando otros productos metabdlicos que ingresan a la mitocondria, como
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la glutamina y los acidos grasos. Por lo tanto, es factible la deficiencia del complejo
PDH, y que no hayamos detectado un enriquecimiento tan marcado de la glucdlisis en
las muestras de la linea MCF7 en comparacion con la linea A549 (Figura 10B).

Detectamos, ademas, un enriquecimiento en la via de ensamblaje del complejo Il de
la cadena de transporte de electrones (CTE) en las muestras MMC (Figura 11B), que
es conocido por ser el complejo con mayor generacion de ROS [108]. En el contexto
del cancer de mama, se ha demostrado que las ROS desempefian un papel
importante en la estabilizacién de HIF-1a. Se ha informado que la hipoxia facilita la
acumulacion de electrones en los complejos de la CTE, especialmente en el complejo
lll, lo que permite que estos reduzcan las moléculas de oxigeno existentes a
superoxido. Este fendmeno se ha observado como un factor que aumenta los niveles
de HIF-1a [109,110]. Relacionado con esto, en las muestras TMC observamos un
enriquecimiento en la via de detoxificacion de ROS (Figura 10B) con sobreexpresion
de proteinas relacionadas, como SOD1 (Figura 10A), posiblemente como un
mecanismo de defensa ante la alta generacién de estas especies. Sin embargo, se ha
observado que la sobreexpresion de esta proteina no previene la estabilizacién
hipdxica de HIF-a [111].

De manera similar como veiamos en muestras de la linea celular A549, en muestras
TMC identificamos también enriquecimiento de la via de NFE2L2/NRF2 (Figura 10B).
Como mencionamos anteriormente, esta via no solo puede proteger a las células
contra los ROS, sino que también esta asociada con la regulacion de la expresion de
genes metabdlicos que contribuyen a la reprogramaciéon metabdlica.

De manera general, nuestros resultados concuerdan con investigaciones previas

donde se ha establecido la reprogramaciéon metabdlica como un marcador clave en el
cancer de mama.
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Figura 10. Las vias biologicas enriquecidas en células A549 sugieren una preferencia por el
metabolismo oxidativo, mientras que en células MCF7 parece predominar el metabolismo
glucolitico para la generacién de energia. (A) Volcano plot TAC vs TMC. Los nombres de las
proteinas relacionadas con las vias enriquecidas mas relevantes de cada una de las lineas celulares
se encuentran resaltadas en el diagrama. (B) Enriquecimiento de vias bioldgicas relevantes TAC vs
TMC, se utilizdé en programa GeneCodis con las anotaciones KEGG Pathways, Reactome Pathways y

WikiPathways.
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Figura 1l. SIRT3 se encuentra sobreexpresada en mitocondrias de células A549y subexpresada
en mitocondrias de células MCF7, lo que sugiere su participacion activa en la regulacion del
TCA y la OXPHOS. (A) Volcano plot MAC vs MMC. Los nombres de las proteinas relacionadas con las
vias enriquecidas més relevantes de cada una de las lineas celulares se encuentran resaltadas en el
diagrama. (B) Enriquecimiento de vias biol6gicas relevantes MAC vs MMC, se utilizé en programa
GeneCodis con las anotaciones KEGG Pathways, Reactome Pathways y WikiPathways.
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7.6 La inhibicion de SIRT3 en células A549 parece favorecer procesos
importantes que regulan el progreso de la enfermedad.

Nuestros resultados previos indicaron una sobreexpresion de la deacetilasa
mitocondrial SIRT3, tanto a nivel de expresion mediante inmunoblot (Figura 6) como
a nivel protedmico (Figura 10A y Figura 11B). Previamente, mencionamos que SIRT3
puede desempefiar una funcién tanto como oncogén o como supresor de tumores en
diferentes tipos de cancer. En el contexto especifico del NSCLC, el papel de SIRT3
aun es controvertido; no obstante, se ha observado una notable sobreexpresion de
esta proteina en tejido con cancer en comparacion con el tejido pulmonar adyacente
[84], asi como en lineas celulares de NSCLC como la linea A549 [83].

Las muestras TAC presentaron un enriquecimiento en vias similares a las observadas
en nuestros resultados anteriores al comparar la linea A549 con la linea MCF7 (Figura
10). Estas incluyen la via de deteccibn de ROS por NFE2L2, vias asociadas al
metabolismo oxidativo, como la via del TCA y la CTE, junto con la via de ensamblaje
del complejo | de la CTE y la activacion transcripcional de la biogénesis mitocondrial.
Ademas, también destacan la via de autofagia, la via de endocitosis y la via de
regulacion de p53, eventos ventajosos para las células cancerosas (Figura 10B y
Figura 12B).

Las muestras MAC, por su parte, enriquecieron vias como la via de sefalizacion del
calcio, que, de acuerdo a la homeostasis de este ion, media procesos que pueden
contribuir al desarrollo y progresion del cancer. También destacé la via de sefializacion
de VEGF, implicada en la angiogénesis y metastasis en el cancer [112], la via de
necroptosis, que ha demostrado promover la metastasis y la muerte de células T [113],
entre otras vias (Figura 13B).

Al analizar las muestras tratadas con el inhibidor selectivo de SIRT3, es decir, las
muestras TAT, observamos un mayor enriquecimiento de la via del TCAy la CTE en
comparaciéon con las muestras TAC, asi como un aumento en el metabolismo de la
glucosa (Figura 12B). Ademas, en las muestras TAT se detecté un enriquecimiento
en la via de detoxificacion de ROS y una disminucién en la via de endocitosis (Figura
12B), la cual se ha encontrado desregulada en células cancerosas [114], y en
muestras MAT se observdO un aumento en la via de reparacion del ADN,
especificamente a través de la reparacion por escision de nucleétidos (GG-NER).

Estos resultados podrian darnos indicios de como es que SIRT3 regula en cierta forma
el metabolismo celular. La inhibicién de SIRT3 podria estar promoviendo procesos
criticos que podrian frenar la progresion de la enfermedad, como la detoxificacion de
ROS, la endocitosis y la reparaciéon del ADN, lo que nos brinda una mayor
comprension de su papel como oncogén.
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7.7 La reduccion en la expresion de SIRT3 con 3-TYP en células MCF7 podria
estar relacionada con un fenotipo de cancer mas agresivo.

En el cAncer de mama, se ha establecido que SIRT3 tiene un papel como supresor de
tumores. Esta observacion ha sido respaldada por diversos grupos de investigacion,
donde se ha demostrado que restablecer la expresion de esta deacetilasa tiene la
capacidad de regular los procesos implicados en la reprogramacion metabdlica, es
decir, puede revertir el metabolismo glucolitico caracteristico de este tipo de cancer
[88]. Nuestros resultados anteriores confirmaron la baja expresion de SIRT3 en la
linea celular MCF7 en comparacion con la linea celular A549 (Figura 6 y Figura 10A).

El andlisis protedmico entre TMC y TMT mostré que tanto las muestras TMC como las
muestras TMT enriquecieron vias del metabolismo glucolitico (Figura 14B). No
obstante, observamos mas vias del metabolismo oxidativo en las muestras TMT,
especificamente las vias del TCA y la CTE, asi como la via de biogénesis del complejo
| de la CTE (Figura 14B). Esto es consistente con lo observado en las proteinas
mitocondriales, donde las muestras MMT enriquecieron la via de OXPHOS (Figura
15B). Ademas, en las muestras TMT notamos un menor enriquecimiento de la via de
glucdlisis y gluconeogénesis en comparaciéon con las TMC.

En las muestras MMT, observamos también el enriqguecimiento de la via de
necroptosis, y de la via de activacion del complejo promotor de anafase/ciclosoma
(APC/C y APC/CCdc20). El APC/C, una ubiquitina ligasa E3, desempefia un papel
crucial en la degradacion de proteinas clave del ciclo celular al interactuar con las
subunidades reguladoras Cdhl y Cdc20. Cdc20 se ha asociado con la tumorigénesis
al actuar como un oncogén [115]. La sobreexpresion de Cdc20 puede desregular el
sistema de control del huso mitético (SAC), permitiendo a las células evadir puntos de
control y proliferar de manera descontrolada [116].
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7.8 Determinacion de la estequiometria de acetilacion y analisis de proteinas
sobreacetiladas en las lineas celulares A549 y MCF7

Con el fin de determinar la estequiometria de acetilacion, nuestros extractos de
proteinas totales y mitocondriales de las lineas celulares A549 y MCF7, tanto en
condiciones control (TAC, MAC, TMC y MMC) como tratadas con 3-TYP (TAT, MAT,
TMT, MMT), fueron sometidos a acetilacion quimica. Este proceso se llevo a cabo
utilizando el reactivo Nas-d3, tal como se detalla en la seccion 5.6 de este escrito. De
esta manera, logramos diferenciar entre las proteinas acetiladas de forma endoégena
y aquellas acetiladas quimicamente, identificando una variacion en la relacion m/z de
3 Da (Figura 16).
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Figura 16. Determinacién de la estequiometria de acetilacion. (A) Representacion grafica de la
metodologia utilizada para la determinacién de la estequiometria de acetilacion. (B) Porcentajes de
acetilacion encontrados entre las comparaciones de muestras: TAC/TAT, MAC/MAT, TMC/TMT vy
MMC/MMT. Las proteinas con un porcentaje de acetilacion = 0.4 % se consideraron como
sobreacetiladas.

De las 6,457 proteinas identificadas en nuestro proteoma, detectamos 19,412
péptidos acetilados en 6,004 proteinas distintas. Clasificamos como sobreacetiladas
aquellas gue mostraban un porcentaje de acetilacion igual o superior al 0.4% (Figura
16). Se realizaron las mismas comparaciones que en el proteoma: TAC/TMC,
MAC/MMC, TAC/TAT, MAC/MAT, TMC/TMT y MMC/MMT, y se llevd a cabo un
enriquecimiento de las vias biologicas relevantes de las proteinas sobreacetiladas
utilizando la plataforma GeneCodis [96].
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7.9 La sobreacetilacion de proteinas en células A549 y MCF7 tiene un impacto
significativo en el metabolismo del cancer

Dentro de las vias biologicas enriquecidas de proteinas sobreacetiladas en TAC,
encontramos la via de sefalizacion de VEGFA-VEGFR2 (Figura 17), vinculada con
angiogénesis y metastasis tumoral. También de manera interesante observamos vias
relacionadas con apoptosis, necroptosis y endocitosis. La regulacion de la apoptosis
y la necroptosis es fundamental en el cancer, como se destaco6 en la seccion 1.3.4,
donde mencionamos que las células cancerosas se caracterizan por evadir la muerte
celular. Ademas, se ha documentado la desregulacién de las vias endociticas en el
cancer, debido a su impacto en la regulacion de las vias de sefalizacion, asi como en
la configuracion lipidica de la membrana plasmatica y el potencial osmético [114,117].

En muestras MAC, las proteinas sobreacetiladas enriquecieron vias de sefializacion
como la via PI3K-Akt, ademas de la interaccion de matriz extracelular (MEC)-receptor
(Figura 17). La via de sefalizaciéon PI3K-Akt desempefia un papel crucial en la
regulacion del crecimiento celular, la proliferacion, la supervivencia, la estabilidad del
genoma, el metabolismo de la glucosa y la neovascularizacién. Sin embargo, se ha
observado que la sobreactivacion de esta via esté vinculada al desarrollo de cancer
[118].

Por otro lado, la MEC experimenta cambios importantes en su organizacién durante
el desarrollo del cancer. Estas alteraciones estan relacionadas con la cantidad y el
entrecruzamiento de los elementos que la constituyen, lo que resulta en un aumento
de la rigidez del tejido y, en consecuencia, contribuye a una mecanotransduccion
aberrante que favorece la transformacion maligna de las células [119]. Sumado a
esto, se ha observado que las variantes en el ADNmt pueden afectar el funcionamiento
adecuado de la MEC al alterar la expresion génica [120].

Las proteinas sobreacetiladas presentes en las muestras TMC también exhibieron
enriquecimiento en la via de VEGFA-VEGFR2 y en la via de necroptosis, asi como un
enriquecimiento evidente en la via de transporte de iones mitocondriales (Figura 17).
Dentro de esta ultima via, destacan la proteina de absorcién de calcio mitocondrial 2
(MICU2) y la proteina del canal selectivo anidnico dependiente del voltaje 1 (VDACL).
El uniportador de Ca?* mitocondrial estd compuesto por la subunidad MCU, la proteina
auxiliar EMRE vy las subunidades reguladoras MICU1/MICUZ2. Es importante sefialar
gue la accion de MICU2 esta condicionada por la presencia de MICUL, y juntas
desempefian un papel crucial en la regulaciéon de la absorciéon de Ca?*mitocondrial
[121,122]. Mientras que VDACL1 juega un papel esencial en la conexién entre el
metabolismo mitocondrial y celular al facilitar la entrada de moléculas clave como
piruvato, malato, succinato y NADH, elementos fundamentales para el TCAy la CTE.
Ademas, VDAC también participa en el flujo de entrada y salida de Ca?* [123].

Actualmente, no hay investigaciones sobre la acetilacion de la proteina MICU2. A
pesar de ello, en la proteina VDACL1 se ha propuesto que SIRT3 desempefia un papel
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importante en el rescate de la funcion mitocondrial en células donde existe una
anormalidad en la funcién o una baja expresion de SIRT3, como es el caso de células
de cancer de mama [124].

Otra proteina sobreacetilada que llamo6 nuestra atencion en muestras TMC fue la
subunidad alfa E1 de la piruvato deshidrogenasa (PDHAL), que constituye la primera
enzima del complejo PDH. Este complejo cataliza la conversion de piruvato en acetil-
CoA y CO2, donde como se ha sefialado se utilizan posteriormente en el TCA y la
OXPHOS para la generacion de ATP. Se ha observado que SIRT3 interactia con
PDHAL y aumenta la actividad del complejo PDH [125].

Las proteinas sobreacetiladas presentes en muestras MMC, enriquecieron la via del
factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (NRF2) (Figura 17). Como se
mencionod anteriormente, las ROS desempefian un papel crucial en la progresion del
cancer de mama, y la principal regulacion de este estrés oxidativo ocurre a través de
NRF2. Las células cancerosas suelen mostrar una sobreexpresion de NRF2,
fendmeno asociado con la resistencia a farmacos. Este fenbmeno, a su vez, se vincula
con una mayor expresion de transportadores del casete de union a ATP (ABC), como
ABCC4, que también se observa sobreacetilado en nuestros resultados ( Figura 17)
[126].
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7.10 SIRT3 podria estar participando en la deacetilaciéon de multiples proteinas
clave en el metabolismo de células A549.

Al contrastar el enriquecimiento de las proteinas sobreacetiladas entre TAC/MAC y
TAT/MAT, también se observaron hallazgos interesantes. En las muestras TAC,
destacé el enriquecimiento del ciclo RAC3 GTPasa, con una sobreacetilacion
especifica en la proteina 1 asociada a Nck (NCKAP1) y en la proteina Fosfatidilinositol
Polifosfato 5-Fosfatasa (OCRL) (Figura 18). Estudios previos respaldan estos
hallazgos al confirmar la expresion positiva de RAC3 en tejido de adenocarcinoma de
pulmén. La inhibicion de esta proteina se asoci6 con resultados favorables,
contribuyendo a detener el desarrollo del cancer [127]. También observamos
sobreacetilaciéon en la proteina SMARCCL1 relacionada con la via de actividad
supresora de tumores de SMARCBI.

En las muestras MAC, las proteinas sobreacetiladas enriquecieron la via de
senescencia y autofagia en cancer (Figura 18), que se sabe desempefian un papel
activo en el respaldo a la supervivencia de las células cancerosas. Entre las proteinas
sobreacetiladas identificadas, la proteina Al del grupo de alta movilidad (HMGA1)
enriquecié la via del metabolismo de NAD en la senescencia inducida por oncogenes
y la senescencia asociada a la disfuncion mitocondrial. También observamos un
enriquecimiento significativo en la via de endocitosis, la cual ha sido previamente
asociada con el desarrollo del cancer debido a su desregulacion. Identificamos
sobreacetilacion en la proteina endofilina-B1 (SH3GLB1) y en el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LDLR); sin embargo, no se dispone de informacion
sobre la acetilaciéon y su funcién en ninguna de estas dos proteinas.

Adicionalmente vimos sobreacetilacién de la proteina CHCM1/CHCHDS, la cual ha
sido asociada con la biogénesis mitocondrial (Figura 18), especialmente en lo que
respecta al mantenimiento de la morfologia de las crestas mitocondriales, la
produccion de ATP y el consumo de oxigeno [128]. Cabe destacar que hasta el
momento tampoco se ha informado sobre el papel especifico de la acetilacion en esta
proteina.

En cuanto a muestras tratadas TAT, destacaron las vias relacionadas con la proteina
p53 (Figura 18). La via de regulacion por p53 de genes reparadores del ADN mostré
sobreactilacion en las proteinas Subunidad B del ARN pol Il (POLR2B) y en el factor
de transcripcion general IIF subunidad 2 (GTF2F2).

En la via de sefalizacion p53, la subunidad M2 de la ribonucledsido-difosfato
reductasa (RRM2) mostré sobreacetilacién. La ribonucleétido reductasa (RNR)
cataliza la conversion de ribonucleétidos en 2'-desoxirribonucleétidos, proporcionando
asi precursores esenciales para la sintesis y reparacion del ADN. Se ha demostrado
gue la actividad de RNR esta sujeta a regulacion mediante el proceso de
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acetilacion/deacetilacion de RRM2. Cuando RRM2 se acetila, la actividad de RNR se
inactiva; cuando se deacetila, se activa nuevamente para cumplir su funcion [129].

Otra via interesante que enriguecio las proteinas sobreactiladas de las muestras TAT
fue el transporte retrégrado del aparato de Golgi al RE. Aunque esta via no ha sido
extensamente investigada en el contexto del cancer, es un mecanismo para regular el
retorno de las proteinas mal plegadas residentes en el aparato de Golgi al RE [130].
Las proteinas sobreacetiladas incluyen la proteina de interaccion con el receptor
tiroideo 11 (TRIP11), la dineina citoplasmatica 1 cadena pesada 1 (DYNC1H1) y la
proteina de trafico transmembrana P24 9 (TMED?9). Sin embargo, la informacién
acerca de la acetilacion y su funcion especifica en estas proteinas es limitada.

A diferencia de los resultados obtenidos en nuestras muestras totales, la proteina
sobreacetilada que captd principalmente nuestra atencion en muestras MAT fue el
factor de ensamblaje 4 del complejo succinato deshidrogenasa (SDHAF4) (Figura 18).
El complejo Il de la CTE o SDH desempeiia un papel crucial en el TCA y la OXPHOS,
y diversos grupos de investigacion han visto que su correcto funcionamiento esta
intrinsecamente vinculado al ensamblaje adecuado de las subunidades SDH,
mediado por factores de ensamblaje de SDH (SDHAF) [131,132]. Sin embargo, la
informacion y comprension de la funcion del factor SDHAF4 es limitada en la
actualidad, lo poco que se conoce es acerca de su papel en respuesta al estrés
cardiaco [133].
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Figura 18. Cambios en la acetilacion de proteinas en la linea celular A549, tanto en proteinas
totales como mitocondriales, bajo condiciones de control y tratamiento con 3-TYP. (A) Bubble
plot TAC vs TAT y (B) Bubble plot MAC vs MAT. Los nombres de las proteinas relacionadas con las
vias enriquecidas mas relevantes de cada una de las lineas celulares se encuentran resaltadas en el
diagrama.
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7.11 La baja expresion de SIRT3 potencia la acetilacion de proteinas
relacionadas con el cancer

Las proteinas sobreacetiladas en las muestras TMC enriquecieron diversas vias,
incluyendo la mitofagia, la via de sefalizacion del receptor de muerte, la hidroxilacion
de prolina dependiente de oxigeno del HIF-a y la deteccidon de ROS por NFE2L2
(Figura 19).

Como sefialamos previamente, la mitofagia, también denominada autofagia
mitocondrial, busca prevenir el dafio en las mitocondrias. Cualquier alteracion en la
regulacion de este proceso conlleva a la pérdida de la capacidad de control de calidad
mitocondrial. Hemos observado sobreacetilacion en la proteina caseina cinasa Il alfa
1 (CSNK2A1), que forma parte de las proteinas que regulan la mitofagia, aunque
actualmente no se conoce el efecto especifico de su acetilacion.

En la via de sefializacion del receptor de muerte, observamos sobreacetilacion en las
proteinas tirosina 3-monooxigenasal/triptéfano 5-monooxigenasa (YWHAZ) y en la
proteina nicastrina (NCSTN). YWHAZ patrticipa en diversos procesos celulares, como
el crecimiento, la diferenciacion, la mitosis y la transformacion oncogénica.

Adicionalmente, identificamos sobreacetilacion en la ubiquitina conjugadora a la
enzima E2 D3 (UBE2D3) y en la caseina cinasa 2 alfa 1 (CSNK2A1), relacionadas
con la hidroxilacién de prolina y la deteccion de ROS, respectivamente. Como
mencionamos anteriormente, la degradacion del HIF-1a implica la hidroxilacion de
residuos de prolina, seguida del reconocimiento por VHL, que funciona como una
enzima ligasa de ubiquitina E3. Para que la E3 pueda desempefiar su funcién, es
esencial la participacion de la enzima de activacion E1 y la enzima de conjugacion E2.
La acetilacion de UBE2D3 podria estar interfiiendo con la transferencia de la
ubiquitina de E1 a E2, lo que podria resultar en la estabilizacion de HIF-1a.

En relacion con CSNK2A1, su sobreexpresion se ha asociado con la promocién de
procesos carcinogénicos en cancer de mama, activando vias de sefializacion
relacionadas con el desarrollo del cancer. Varias de estas vias modulan la reparacion
por escision de nucledtidos (NER) un proceso activado en respuesta a agentes
genotoéxicos. En resultados previos mencionamos que el aumento en NFE2L2/NRF2
confiere a las células cancerosas una mayor capacidad antioxidante, lo que podria ser
regulado por CSNK2AL1.

En muestras MMC, se observo una sobreacetilacion en la subunidad reguladora de la
piruvato deshidrogenasa fosfatasa (PDPR), asociada al metabolismo del piruvato. Un
estudio en 2023 sefialé que el aumento en la cinasa 1 de la piruvato deshidrogenasa
(PDK1) y PDPR conlleva a la inhibicién de la activacion de la PDH, resultando en la
supresion de la OXPHOS [134]. Esta modificacién de PDPR a través de la acetilacion
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podria desempefiar un papel crucial en la reprogramacion metabdlica en el cancer de
mama. Ademas, se identificé una sobreacetilacion en la proteina acil-CoA oxidasa 3,
pristanoilo (ACOX3), involucrada en la degradacion de &cidos grasos y el metabolismo
de B-alanina (Figura 19); sin embargo, su funcién en el cancer de mama ha sido poco
estudiada.

En el caso de las muestras TMT, se detectd sobreacetilacion en el punto de control
cinasa 2 (CHEK2), en la proteina de reconocimiento especifico de estructura 1
(SSRP1) y en la proteina reparadora de roturas de doble hebra (RAD50).

RAD50 forma parte del complejo Mrell — Rad50 — Nbsl (MRN), crucial para la
respuesta celular ante roturas de doble cadena del ADN (DSB), asociadas con
defectos en el metabolismo en diversas enfermedades que presentan inestabilidad
genomica [135]. El complejo MRN integra los procesos de reparacion del ADN con la
activacion de la sefializacion de la proteina cinasa ataxia telangiectasia mutada (ATM),
una via que también se destaca en nuestros datos (Figura 19). Estudios anteriores
han confirmado que el MRN potencia la actividad de ATM hacia sus sustratos, entre
los que se incluyen p53, CHEK2 e histona H2AX [136]. Esto resalta la importancia de
la regulacién mediada por acetilacion de RAD50.

Las proteinas de las muestras MMT enriquecieron dos vias importantes: la via de
escision apoptética de proteinas celulares y la via de sefalizacién por la cinasa del
linfoma anaplasico (ALK) en cancer. El proceso de apoptosis se ejecuta mediante la
escision, a cargo de caspasas, de proteinas vitales. Dentro de la lista de sustratos de
las caspasas encontramos a la proteina plectina (PLEC) y a la proteina cinasa 1 que
contiene bobina en espiral asociada a Rho (ROCK1) [137], que mostraron un aumento
en la acetilacion de acuerdo con nuestros resultados (ver Figura 19).

La via de sefalizacibn AKL desempefia un papel oncogénico crucial, y se postula que
estd mediada por la activacion de tirosina cinasas que promueven la supervivencia
celular mediante la activacion de vias de sefalizacion especificas o por la inhibicion
de la apoptosis.
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7.12 SIRT3 desempefia un papel crucial como regulador en la produccién de
ROS en la linea celular MCF7; la intensificacion de su inhibicién conlleva a un
aumento en los niveles de produccion de dichas especies en las células.

Para tener un mejor entendimiento del metabolismo de estas lineas celulares y su
relacion con las ROS, determinamos las ROS mitocondriales mediante el uso del
reactivo MitoSOX. Como control positivo utilizamos Antimicina A, un inhibidor del
complejo Il de la CTE, que en consecuencia incrementa la produccién de ROS en las
células. Nuestros resultados revelaron la ausencia de diferencias significativas entre
las muestras TAC y TAT, pero si se observaron diferencias entre las muestras TMC y
TMT (Figura 20B y D). Los histogramas de la linea celular A549 indican que solo en
la réplica 1 hay un ligero desplazamiento en la fluorescencia de TAT (Figura 20A).
Mientras que en las muestras de la linea celular MCF7 si se observa mayor
fluorescencia de las muestras TMT respecto a las TMC en las tres réplicas (Figura
200C).
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Figura 20. SIRT3 no ejerce un efecto directo en los niveles de ROS en la linea celular A549, pero
si en lalinea MCF7. (A) histograma de la linea A549: control (TAC) y células tratadas con el inhibidor
3-TYP (TAT). (B) histograma de la linea MCF7: control (TMC) y células tratadas con el inhibidor 3-TYP
(TMT). Se utilizé la prueba estadistica T pareada.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

El cancer de pulmén y el cancer de mama son dos de los tipos de cancer mas
estudiados, ya que son las principales causas de muerte por cancer en hombres y
mujeres, respectivamente [80]. Actualmente, numerosos estudios se centran en una
comprension mas profunda del metabolismo de estas células cancerosas, con el
proposito de identificar potenciales blancos terapéuticos. Entre estos blancos se tiene
un interés particular en la deacetilasa mitocondrial SIRT3, ya que se ha observado su
papel como supresor u oncogén en ciertos tipos de cancer [78].

Como se puede apreciar en la Figura 6, las células A549 exhiben una expresion
notablemente elevada de SIRT3, mientras que las células MCF7 muestran una
expresibn mas baja. Esta informacion podria ofrecer indicios sobre la funcion
diferencial de SIRT3 en estos dos tipos de cancer. El papel de SIRT3 como supresor
de tumores en cancer de mama ha sido mejor estudiado, y a través de estudios
funcionales se ha confirmado que el restablecimiento de la expresion de SIRT3, tiene
efectos positivos en contrarrestar la reprogramacion metabdlica, y en consecuencia el
desarrollo del cancer [88].

En el caso del NSCLC, el papel de SIRT3 resulta controvertido. Por un lado, algunos
estudios respaldan que, en células de adenocarcinoma, como las células A549, SIRT3
actlia como supresor de tumores [138]. Sin embargo, otros estudios han demostrado
gue la sobreexpresidn de esta deacetilasa esta relacionada con procesos que
favorecen el desarrollo del cancer y también con la resistencia a la radioterapia [83,85].
Con el fin de confirmar lo ya establecido y obtener un mejor entendimiento del papel
de SIRT3 en estos dos tipos de cancer, utilizamos el inhibidor selectivo 3-TYP.
Nuestros resultados mostraron que el inhibidor 3-TYP no tiene influencia en la
expresion de SIRT3 (Figura 7).

Para obtener una visibn mas completa del papel de SIRT3 en estos dos tipos de
cancer, llevamos a cabo investigaciones en protedmica, acetilomica y produccion de
ROS de nuestras dos lineas celulares.

En el NSCLC, se han llevado a cabo estudios para explorar la reprogramacion
metabdlica asociada con este tipo de cancer. Por ejemplo, un estudio realizado en
2020 por Jiangang Zhao y colaboradores respalda la idea de que la reprogramacion
metabodlica en el tejido tumoral de pacientes con NSCLC estd directamente
relacionada con mutaciones en el factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2
(NFE2L2/NRF2) [139]. Nuestros resultados mostraron un enriquecimiento en la via de
deteccion de ROS por NFE2L2, tanto en muestras totales como en muestras
mitocondriales de células A549. Sin embargo, no se observé directamente la proteina
NFE2L2, sino proteinas relacionadas con su actividad. Por lo tanto, se requieren mas
investigaciones funcionales para comprender el papel especifico de esta via en esta
linea celular de NSCLC.

Ademas, otro estudio realizado en 2019 por Pei-Hsuan Chen y colaboradores observé
una débil correlacion entre el consumo de glucosa y la tasa de crecimiento en diversas
lineas celulares de NSCLC. Sin embargo, encontraron una correlacién positiva
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interesante con el consumo de glutamina [140], un aminoacido que da lugar a
intermediarios del TCA, lo que podria facilitar la generacidén continua de energia a
través de la fosforilacion oxidativa en este tipo de células.

La comparacion entre los metabolismos de las lineas A549 y MCF7, revel6 que la
linea A549 parece tener una predominancia hacia el metabolismo oxidativo,
evidenciada por el enriquecimiento de diversas vias asociadas a este. Dentro de estas
vias, identificamos aquellas relacionadas con la biosintesis y el metabolismo del
NAD+, una molécula crucial para el funcionamiento de las sirtuinas. Como
esperabamos, observamos la sobreexpresion de SIRT3 en las muestras TAC y MAC
(Figura 10 y Figura 11), pero de manera interesante también la sobreexpresion de
SIRTL1 en las muestras TAC (Figura 10).

En la seccidn 6.5 de los resultados, destacamos que el metabolismo del NAD+ juega
un papel crucial en algunos tipos de cancer, ya que esta molécula es aprovechada por
proteinas como PARP y SIRT1 para el crecimiento y proliferacion celular [102].
Aungue la informacién sobre SIRT3 es limitada, nuestros resultados proted6micos
indicaron que la inhibicion de SIRT3 en Ab49 enriquecié vias metabdlicas
significativas, tales como la glucdlisis, la detoxificacion de ROS y la reparacion de
ADN, al mismo tiempo que redujo la expresion de vias reconocidas por su
desregulacion en el cancer, como la via de endocitosis (Figura 12B y Figura 13B).

Los resultados del analisis acetildbmico en las muestras de células tumorales (TAC) y
células mitocondriales aisladas (MAC) revelaron una sobreacetilacion de proteinas
relacionadas con el desarrollo del cancer, asi como una sobreacetilacion de la
proteina CHCM1/CHCHD6 asociada a la biogénesis mitocondrial (ver Figura 18).
Aungue la regulacion por acetilacion de muchas de estas proteinas aun no se
comprende completamente, estos hallazgos establecen una base para
investigaciones futuras.

En contraste, el analisis acetildmico en las muestras de células tumorales (TAT) y
células mitocondriales aisladas (MAT) identificO sobreacetilacibn en proteinas
relacionadas con p53, como la proteina RRM2. A pesar de que la deacetilacion de
RRM2 puede ser mediada por diversas deacetilasas citoplasmaticas, entre las cuales
podria considerarse a SIRT3, nuestros resultados indican que SIRT3 no desempefia
un papel significativo, ya que no previene la acetilacion de esta proteina. También de
manera interesante, observamos sobreacetilacion en proteinas involucradas en el
transporte retrogrado desde el aparato de Golgi al reticulo endoplasmico (RE). Aunque
este fendmeno no se ha estudiado en detalle, se reconoce que el mal plegamiento de
proteinas es un mecanismo que puede desencadenar enfermedades como el cancer
[141]. Por lo tanto, la acetilaciébn en estas proteinas podria desempefiar un papel
importante en contrarrestar la enfermedad.

Los resultados en la linea A549 proporcionan evidencia de preferencia por un
metabolismo de tipo oxidativo, sin embargo, para comprender mejor como SIRT3 se
encuentra regulando este metabolismo es necesario realizar analisis funcionales. El
analisis de la generacion de ROS mitocondriales a través de citometria de flujo no
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mostré cambios significativos en la produccién de estas especies al utilizar el inhibidor
3-TYP. Por lo tanto, parece que SIRT3 no tiene un papel activo en el control de estas
especies y méas bien se encuentra regulando otras proteinas.

Por otro lado, nuestros resultados protedmicos de la comparacion entre los
metabolismos de las lineas A549 y MCF7, destacan la predominancia en el
enriquecimiento de vias bioldgicas relacionadas con el metabolismo glucolitico en las
células MCF7. Dentro de estas vias podemos destacar la misma glucdlisis y la
sefalizacion del HIF-1 (Figura 10). Resultado respaldado por numerosos estudios que
han documentado una evidente reprogramacion metabdlica en esta linea celular y en
este tipo de cancer [105,106].

Sin embargo, también identificamos vias biolégicas enriquecidas en las muestras TMC
y MMC relacionadas con la funcién mitocondrial, asi como la generacion y deteccion
de ROS (Figura 10 y Figura 11). Esto probablemente se debe a la relacion existente
entre la disfuncibn mitocondrial, responsable de la generacion de ROS, y la
participacion de estas especies en la estabilizacion del HIF1-a, una subunidad clave
para desencadenar la reprogramacion metabdlica.

Nuestros resultados de esta comparacion también coinciden con investigaciones
previas [88,89] y con nuestros resultados en la Figura 6. A diferencia de la linea celular
A549, la linea MCF7 no exhibe sobreexpresion de SIRT3 (ver Figura 6 y Figura 11);
de hecho, parece presentar una expresion mas baja de esta proteina. Por esta razon,
en nuestros resultados utilizando el inhibidor 3-TYP, no esperabamos cambios
dréasticos en cuanto al enriquecimiento de vias biolégicas. Sin embargo, se sabe que
la pérdida de la funcion de SIRT3 puede contribuir a un fenotipo mas agresivo en
ciertos tipos de cancer [142].

Nuestros resultados sugieren que el enriquecimiento de vias relacionadas con el
metabolismo oxidativo, como aquellas que involucran proteinas como COX5B, MPC2,
NDUFA10, NDUFS5, entre otras (ver Figura 14A y Figura 15A), podria indicar un
estado anormal de estas proteinas. Esto podria contribuir a la generacion de ROS, las
cuales, ademas de estar implicadas en la estabilizacion del factor de transcripcion
HIF-a y en el metabolismo glucolitico, estan vinculadas con procesos celulares clave
como el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacién y la supervivencia celular [143].

El notable enriquecimiento de vias relacionadas con la necroptosis, APC/C y
APC/CCdc20, las cuales estan altamente implicadas en el cancer, sugiere que
intensificar la inhibicion de SIRT3 podria tener un impacto significativo en la
agresividad del cancer.

Los resultados protedmicos coincidieron con los resultados acetildmicos. Las
proteinas que presentaron sobreacetilacion en las muestras TMC y MMC, en nuestra
comparacién entre A549 y MCF7, estan involucradas en la regulaciéon del
metabolismo, a través del complejo PDH y la homeostasis del Ca?* y ROS. Entre las
proteinas destacadas se encuentran VDAC y PDHA1 (Figura 17), que desempefian
un papel crucial en el funcionamiento de OXPHOS y de las que se sabe SIRT3 se
encuentra mediando su deacetilacion [124,125]. De manera similar, en nuestra
comparacion entre proteinas totales y mitocondriales control y tratadas, observamos
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gue en muestras TMC se encuentran sobreacetiladas proteinas como UBE2D3 y
CSNK2A1, también relacionadas con el HIF-1a y la deteccion de ROS (Figura 19).

También detectamos en TMC la sobreacetilacion en las proteinas (YWHAZ) y en la
proteina nicastrina (NCSTN). En el cancer de mama, la inhibicion de YWHAZ ha
demostrado restablecer la sensibilidad a farmacos basados en doxorrubicina [144].
Creemos que la acetilacion podria estar regulando la actividad de esta proteina.
NCSTN también esta vinculada al desarrollo del cancer, y se ha observado que esta
altamente expresada en el cancer de mama [145,146], lo que sugiere que la
acetilacion también desempefia un papel en su regulacion.

Ademas de la sobreacetilacion en la proteina PDPR en las muestras MMC, y segun
un articulo publicado en 2023, el aumento en la cinasa 1 de la piruvato deshidrogenasa
(PDK1) y PDPR se relaciona con la inhibicién de la activacion de la PDH, afectando
la obtencién de energia a través de OXPHOS [134].

Por otro lado, en las muestras TMT, el analisis acetildbmico también reveld la
sobreacetilacién de proteinas asociadas a un mal prondéstico en el cancer, como
aquellas relacionadas con la sefalizacién de VEGF (Figura 19). Asimismo, destaco la
sobreacetilacion de las proteinas CHEK2, SSRP1 y RAD50. Estas proteinas
contribuyeron al enriquecimiento de la regulacion transcripcional por TP53 (ver Figura
19), la cual desempefia un papel esencial en la supresion de tumores [147].

Existe una estrecha relacion entre CHEK2 y p53, dado que CHEK2 contribuye a la
estabilizacion de p53, lo que a su vez afecta las vias subsecuentes relacionadas con
la supresion de tumores. Por otro lado, SSRP1, una subunidad del complejo del factor
de elongacién transcripcional de la cromatina (FACT), ha mostrado una expresion
elevada en tejidos tumorales, y se ha observado que la inactivacion de este complejo
modula la actividad de p53 [148]. RAD50, por su parte, también esta vinculada a la
regulacion de p53, actuando como parte del complejo MRN que activa la proteina
ATM.

En las proteinas sobreacetiladas en las muestras MMT, se observé un
enriquecimiento en la via de escisién apoptética de proteinas celulares (Figura 19)
Consideramos que la sobreacetilacién en las proteinas PLEC y ROCK, conocidos
sustratos de las caspasas [137]. La escision apoptética de ROCK1 activa la
fosforilacién de las cadenas ligeras de miosina, lo que conduce a la formacién de
protuberancias (ampollas de membrana) en la superficie de las células apoptéticas,
un proceso necesario para que las células generen cuerpos apoptoticos [149].
Mientras que PLEC desempefia un papel crucial en la organizacion de los filamentos
intermedios de citoqueratina y vimentina; la escision de esta proteina contribuye a los
cambios apoptéticos en la forma de las células [137]. La acetilacion de estas proteinas
podria estar interfiriendo con la escision por las caspasas, alterando asi el proceso de
apoptosis.

En las muestras MMT, también se observd un aumento en la actividad de la via de
sefalizacion de ALK. En el cancer de mama, la inhibicién de ALK ha demostrado ser
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efectiva para reducir el crecimiento celular [150]. La sobreexpresiéon de esta proteina
se ha observado en casos de cancer de mama triple negativo, correlacionadndose con
tumores poco diferenciados y con un alto indice de proliferacion [151]. La
sobreacetilacion de Huntingtina-Interactuante Proteina 1 (HIP1) y del homélogo A del
complejo del revestimiento COPII, componente 2 (SEC31A), podria desempefiar un
papel clave en la activacion de esta via de sefializacion.

En términos generales, nuestros resultados indican que la reduccion en la expresion
de SIRT3 tiene un impacto significativo en la linea celular MCF7. La exacerbacion en
la inhibicion de SIRTS3 resulta en el enriqguecimiento de vias biolégicas vinculadas con
un fenotipo de cancer mas agresivo, y esto podria confirmarse con nuestro estudio
funcional en la generacion de ROS mitocondriales, ya que el tratamiento con 3-TYP
aumenta la produccion de dichas especies (Figura 20). Estas especies, ademas de
participar en la estabilizacion del HIF-1a, que es clave en la reprogramacion
metabdlica, también median otros procesos que contribuyen a la progresion del
cancer.

A549 MCF7

Tm i ]
st 1S|RT3¢ [t

3-TYP ‘{ ]’ 3-TYP
: ¢ Aumento de ROS

¢ Reparacion de ADN

« Detoxificacion de ROS * Activacion de la via
APC/C y APC/CCdc20

Figura 21. Diferencias metabdlicas en las lineas celulares A549 y MCF7. (A) Representacion
esquematica de los resultados obtenidos mediante analisis de protedmica y acetilébmica, destacando
las vias biolégicas mas relevantes de células A549 y MCF7. (B) Representacion esquematica de la
expresion enddgena de SIRT3 y el impacto del tratamiento con 3-TYP a nivel protedmico y acetilémico
de las lineas celulares A549 y MCF7.
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9. CONCLUSIONES

La deacetilasa SIRT3 se encuentra sobreexpresada en células A549 y subexpresada
en células MCF7, lo que sugiere que la regulacién a través de la deacetilacion mediada
por SIRT3 desempefia un papel fundamental en la progresion de estos dos tipos de
cancer.

La inhibicion de SIRT3 en células A549 parece tener un efecto protector al prevenir la
progresion de la enfermedad mediante el enriquecimiento de vias como la reparacion
del ADN y la detoxificacion de ROS.

La inhibicion de SIRT3 en células MCF7 parece potenciar la activacion de vias
asociadas con un prondstico desfavorable en el cancer, como la via APC/CCdc20, la
via VEGF vy las vias relacionadas con la OXPHOS, las cuales podrian estar
comprometidas. Esto concuerda con nuestros resultados de citometria que muestran
un aumento en los ROS mitocondriales.

El uso de herramientas protedbmicas nos permitio tener un mayor entendimiento de la
regulacion mediante la acetilaciéon y deacetilacion de proteinas, tanto a nivel total
como mitocondrial. Ademas, ha proporcionado una vision mas clara del papel que
podria desempefiar SIRT3 en estos dos tipos de cancer. Por un lado, la
sobreexpresion enddgena de SIRT3 en células A549 y la restauracion de sus
funciones tras la inhibicion sugieren un posible papel como oncogén. Por otro lado, la
subexpresion enddgena en células MCF7 y el aumento en el enriquecimiento de vias
de mal prondstico en cancer tras su inhibicion sugieren que la expresion de SIRT3 en
este tipo de cancer podria ser necesaria para el restablecimiento de funciones y podria
revertir el efecto Warburg, sugiriendo su papel como supresor de tumores. No
obstante, se requieren mas estudios funcionales para corroborar estas observaciones.
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10. PERSPECTIVAS

Dada la limitacion de tiempo y el alcance de este estudio, se recomienda llevar a cabo
experimentos funcionales para respaldar los resultados obtenidos a traves del analisis
protedmico y acetildmico de las lineas celulares A549 y MCF7, tanto en condiciones
de control como con tratamiento 3-TYP.

Se propone realizar estudios metaboldmicos para obtener una comprension mas
completa de las variaciones y diferencias en el metabolismo de las lineas celulares
Ab549 y MCF7.

Se sugiere llevar a cabo un andlisis protedmico y acetilémico de las lineas celulares
A549 y MCF7, centrdndose en la evaluacion de la sobreexpresion de la deacetilasa
SIRT3.
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