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RESUMEN 

 El estrés metabólico en cáncer es un paso crítico para la migración, invasión y 

metástasis. NUAK1, un miembro de la familia de quinasas relacionadas a AMPK 

(ARKs), se encuentra desregulado en algunos tipos de cáncer. Su sobreexpresión 

promueve migración, metástasis y supervivencia celular frente a distintos contex-

tos, incluyendo estrés metabólico. Datos de nuestro laboratorio muestran que 

NUAK1 es inducido transcripcionalmente frente a la carencia de glucosa; sin embar-

go, se desconocen los mecanismos que participan en esta respuesta. Se ha pro-

puesto que SALL2, un factor de transcripción con roles duales en el cáncer podría 

estar involucrado. Aunque SALL2 generalmente actúa como un supresor tumoral, en 

condiciones de estrés metabólico su expresión aumenta y contribuye a la supervi-

vencia en células MEF; sin embargo, el mecanismo mediante el cual SALL2 ejerce 

este rol no ha sido reportado. Para investigar la relación entre NUAK1 y SALL2, se 

realizaron análisis bioinformáticos utilizando bases de datos como miPanda y R2, los 

cuales mostraron una correlación positiva entre los niveles de SALL2 y NUAK1 en 

varios tejidos. De acuerdo con esos análisis, encontramos una dependencia de 

SALL2 para el incremento en la expresión de NUAK1 frente a estrés metabólico por 

carencia de glucosa. Con el fin de determinar si NUAK1 es un blanco directo de 

SALL2, se analizó el promotor de NUAK1 humano y Nuak1 de ratón, en los cuales se 

encontraron sitios consenso de unión a SALL2 conservados entre ambas especies. 

Ensayos de gen reportero de luciferasa demostraron que la ganancia de función de 

SALL2 incrementa la actividad del promotor Nuak1, mientras que estudios de inmu-

noprecipitación de cromatina (ChIP) demostraron que SALL2 se une al promotor 

NUAK1. Al comprobar el rol pro-supervivencia de SALL2 ante estrés metabólico en 
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diferentes modelos, se encontraron tendencias controversiales. Solo se observó el 

incremento en la supervivencia celular dependiente de SALL2 en modelos de pérdida 

de función (silenciamiento), y la tendencia fue similar a los datos previos usando cé-

lulas MEF silvestres y deficientes de Sall2. Más aún, nuestros estudios sugieren que 

existe una dependencia de NUAK1 para el rol pro-supervivencia de SALL2. De 

forma interesante, la inhibición de NUAK1 en condiciones de alta glucosa, induce la 

formación de vacuolas que se corresponden con el fenotipo de un tipo de muerte ce-

lular conocida como methuosis, las cuales son más abundantes en células shCtrl 

respecto a las silenciadas (shSall2). Estos datos se condicen con observaciones pre-

vias del laboratorio en células de cáncer de colon, asociándose SALL2 con la gene-

ración de methuosis. En conjunto, nuestros datos sugieren a NUAK1 como un 

blanco transcripcional de SALL2 asociado a la supervivencia celular frente a 

estrés metabólico por carencia de glucosa. Dilucidar los mecanismos normales de 

regulación transcripcional de NUAK1 es esencial para comprender su desregulación 

en cáncer. 
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ABSTRACT 

 

 Metabolic stress in cancer is critical for migration, invasion, and metastasis. 

NUAK1, a member of the AMPK-related kinases (ARKs) family, is deregulated in 

some types of cancer. NUAK1 overexpression promotes cell migration, metastasis, 

and survival in different contexts, including metabolic stress. Data from our labora-

tory show that NUAK1 is transcriptionally induced by glucose deprivation; however, 

the mechanisms involved in this response are unknown. It has been proposed that 

SALL2, a transcription factor with dual roles in cancer, may be implicated. Although 

SALL2 generally acts as a tumor suppressor, under conditions of metabolic stress, its 

expression increases and contributes to cell survival in MEF cells; however, the 

mechanism by which SALL2 exerts this role has not been reported. Bioinformatic 

analyses were performed using databases such as miPanda and R2, which showed a 

positive correlation between SALL2 and NUAK1 levels in several tissues. According-

ly, we found SALL2 dependence for the increase of NUAK1 expression against meta-

bolic stress due to glucose deficiency. To determine whether NUAK1 is a direct target 

of SALL2, we analyzed the promoter of human NUAK1 and mouse Nuak1, in which 

we found consensus SALL2 binding sites conserved in both species. Through lucifer-

ase reporter gene assays, we demonstrated that SALL2 gain-of-function increas-

es Nuak1 promoter activity, while chromatin immunoprecipitation (ChIP) studies 

showed that SALL2 binds to the NUAK1 promoter. Controversial trends were found 

when testing the pro-survival role of SALL2 against metabolic stress in different mod-

els. The SALL2-dependent increase in cell survival was only observed in loss-of-

function models (silencing), similar to previous data using wild-type and SALL2-



 

 xvi 

deficient MEF cells. Moreover, our results suggest a dependence on NUAK1 for 

the pro-survival role of SALL2. Interestingly, NUAK1 inhibition under high glucose 

conditions induced vacuole formation corresponding to the phenotype of a type of cell 

death known as methuosis, which is more abundant in shCtrl cells than silenced 

(shSall2) cells. These data are consistent with previous observations from the labora-

tory in colon cancer cells, associating SALL2 with the generation of methuosis. 

Our data suggest NUAK1 as a transcriptional target of SALL2 associated with 

cell survival under metabolic stress by glucose deprivation. Elucidating the nor-

mal mechanisms of transcriptional regulation of NUAK1 is essential to understanding 

its dysregulation in cancer. 

 



 

1. INTRODUCCIÓN 

Cáncer y estrés metabólico 

 El cáncer es un conjunto de enfermedades heterogéneas con características 

en común, principalmente la proliferación descontrolada que afecta la integridad y 

funcionalidad del tejido afectado. En el año 2020, se reportaron 10 millones de 

muertes causadas por esta patología a nivel mundial, situándola como la segunda 

causa de muerte por enfermedad [1]. 

 

 Desde un punto de vista de las células que conforman un tumor, éstas se ca-

racterizan por poseer una serie de capacidades biológicas que les permiten sobre-

vivir y proliferar en condiciones adversas [2]. Hasta la fecha se han descrito 14: (1) 

evasión de supresores tumorales, (2) reprogramación epigenética no mutacional, 

(3) evasión de la destrucción por el sistema inmune, (4) inmortalidad replicativa, (5) 

inflamación promovida por tumores, (6) microbiota polimórfica, (7) activación de 

invasión y metástasis, (8) inducción de angiogénesis, (9) células senescentes, (10) 

inestabilidad genómica y mutaciones, (11) resistencia a la muerte celular, (12) 

desregulación del metabolismo celular, (13) desbloqueo de plasticidad fenotípica y 

(14) mantenimiento de la señalización proliferativa.  

  

 Dentro de estas capacidades, destacamos la supervivencia frente a estrés, 

entendiéndose como estrés celular a cualquier condición o estímulo que afecta la 

homeostasis y conduce a un comportamiento anormal o muerte prematura de las 

células [3].  
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 Las células tumorales, debido a su alta tasa de proliferación, generan pobla-

ciones heterogéneas, quedando las células más internas con menor acceso a nu-

trientes y oxígeno. Esto conduce a un estado de estrés metabólico que retrasa el 

crecimiento. Sin embargo, a través de un mecanismo de adaptación metabólica, 

las células sobreviven y, seguido de la inducción de angiogénesis, éstas recuperan 

la disponibilidad de nutrientes y oxígeno [4]. La supervivencia frente a estrés me-

tabólico es crítica para la progresión tumoral. 

 

 Estas adaptaciones frente a estrés metabólico son posibles gracias a meca-

nismos moleculares que regulan la bioenergética celular, modulan la biosíntesis de 

macromoléculas y mantienen el balance redox [5]. En este aspecto, cobra especial 

relevancia la quinasa activada por AMP (AMPK), que es un regulador clave del 

crecimiento celular y la homeostasis bioenergética. AMPK actúa como un biosen-

sor de la relación AMP:ATP, aumentando su actividad cuando esta relación crece 

[6], favoreciendo los procesos que generan o preservan el ATP celular e inhibe 

procesos que consumen ATP [7]. AMPK también responde frente a estrés oxidati-

vo, manteniendo el balance redox y cumpliendo así un rol pro-supervivencia [8], [9]. 

La activación de AMPK en condiciones de estrés metabólico requiere de la fosfori-

lación en su residuo de treonina 172 por la quinasa de hígado B1 (LKB1) [10]. 

 

 AMPK es un complejo formado por una subunidad catalítica alfa, y dos subuni-

dades regulatorias: beta y gamma. Esta última une a las moléculas de AMP [6]. Su 

subunidad alfa forma parte de una familia de 13 miembros (incluyendo a AMPK), 

conocidos como “quinasas relacionadas con AMPK” (ARKs)[11]. 



 

 3 

Proteínas relacionadas con AMPK 

 Las proteínas relacionadas con AMPK (ARKs) son un blanco común de la qui-

nasa de hígado B1 (LKB1) [11]. Se han descrito 13 miembros, incluyendo a AMPK: 

quinasas nuevas (nua) 1 y 2 (NUAK1/2), quinasas inducibles por sal (SIK1-3), qui-

nasa cremallera de leucina materna embrionaria (MELK), quinasas reguladoras de 

la afinidad de microtúbulos (MARK1-4) y quinasas selectivas de cerebro 

(BRSK1/2). Sus funciones se resumen en la tabla 1.  

 

 
 
Quinasa Nombres 

alternativos 
Función Ref. 

NUAK1 ARK5 Metabolismo 
Respuesta a estrés 
Apoptosis y senescencia 
Fibrosis 

[12]–
[17] 

NUAK2 SNARK Metabolismo 
Ciclo celular 

[16], 
[18], 
[19] 

SIK1  Metabolismo 
Polarización de membrana 

[20], 
[21]  

SIK2 QIK Metabolismo 
Fibrosis 
Migración 
Pluripotencialidad 

[22]–
[26]  

SIK3 QSK Metabolismo [26] 

MELK  Maduración de ovocito [27] 

MARK1-4  Organización de microtúbulos 
Metabolismo 
Inflamación 
Estrés oxidativo 

[28]–
[32] 

BRSK1 Sad-b o SAD-
1 

Polarización de membrana y liberación de vesículas sinápticas 
Ciclo celular y daño al ADN 
Metabolismo 

[33], 
[34] 

BRSK2 Sad-a o SAD-
2 

Polarización de membrana y liberación de vesículas sinápticas 
Metabolismo 

[35], 
[36] 

 
 
Tabla 1. Proteínas relacionadas a AMPK. Resumen de las proteínas relacionadas 
a AMPK y sus roles descritos. Traducida y actualizada desde Molina y colaboradores 
[37]. 
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NUAK1 

i. Roles de NUAK1 

 Dentro de las ARKs, nuestro laboratorio centra su atención en ARK5, también 

conocida como NUAK1, debido a que ha sido identificada como un marcador de 

mal pronóstico en diversas neoplasias [38]–[42], lo que la convierte en una quinasa 

de interés para el estudio del cáncer. NUAK1 fue identificada y caracterizada el año 

2003 por Suzuki y colaboradores como una quinasa que responde frente a estrés 

metabólico por carencia de glucosa, favoreciendo la supervivencia celular [43], 

[44].  

 

 NUAK1 participa además en migración, invasión, metástasis e inflamación [38], 

[45]–[49]. En respuesta a agonistas que inducen desprendimiento celular, NUAK1 

fosforila al complejo formado por el target-1 de la miosina fosfatasa (MYPT-1) y 

proteína fosfatasa-1β (PP1β), lo que impide la desfosforilación de la cadena liviana 

reguladora de la miosina-2 (MLC2) y conduce a la activación de la miosina [45]. La 

fosforilación de MLC2 es esencial para regular diversos procesos, incluyendo pola-

ridad celular, adhesión y otras funciones contráctiles en células no musculares [50]. 

El silenciamiento de NUAK1 disminuye los niveles de ARNm de metaloproteinasas 

de matriz 2 y 9 (MMP2/9) [38] y su activación, de forma dependiente de la vía de 

señalización de IGF-1 [39], [51]. Esto se condice con una correlación positiva entre 

los niveles de ARNm de NUAK1 y MMP2/9 en distintas líneas de cáncer colorrectal 

esporádico [42]. 
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 Uno de sus blancos directos es p53, el cual al ser fosforilado por NUAK1, regu-

la la proliferación celular a través de la inducción transcripcional de p21, lo que 

conduce al arresto del ciclo celular [52]. Adicionalmente, NUAK1 fosforila a la qui-

nasa ATM [53], la cual a su vez fosforila a p53, aumentando su estabilidad [54]. Sin 

embargo, el silenciamiento de NUAK1 conduce a pérdida de ATP y colapso de cé-

lulas de hepatoma p53-/- que expresan c-MYC y AKT, sugiriendo un rol prosupervi-

vencia de NUAK1 independiente de p53 [55]. De forma interesante, estudios de 

nuestro laboratorio demuestran que NUAK1 se acumula en el citosol frente a estrés 

metabólico y oxidativo [56] y cumple diferentes roles metabólicos de forma depen-

diente de su localización [12]. NUAK1 citosólico participa en la producción de ATP 

mitocondrial e incrementa la capacidad glicolítica frente a la inhibición de la mito-

condria. Por otro lado, NUAK1 nuclear es esencial para la reprogramación metabó-

lica [12]. Un estudio del mismo año muestra que NUAK1 nuclear se asocia con in-

teractores de la proteína fosfatasa 1 (PP1) y fosforila a su subunidad regulatoria 

(PNUTS). La inhibición de NUAK1 disocia la unión entre PNUTS y la cromatina, 

reduce la actividad del “splicesoma” y suprime la síntesis del ARN naciente. Más 

aún, en células transformadas por c-MYC, la inhibición de NUAK1 induce acumula-

ción global de la ARN polimerasa II, pero no incrementa la síntesis de ARNm [57]. 

 

 NUAK1 es un componente clave para la supervivencia frente a estrés oxidati-

vo, ya que favorece el importe al núcleo del factor 2 relacionado con el factor nu-

clear eritroide (NRF2), el principal factor de respuesta a estrés oxidativo [17]. Un 

estudio reciente realizado en células de cáncer de colon HCT116 resistentes a oxi-
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platino (HCT116-or), mostró que la inhibición del eje KIF20A/NUAK1/Nrf2/GPX4 

induce ferroptosis e incrementa la sensibilidad a esta droga [58]. 

 

 Datos de nuestro laboratorio muestran que NUAK1 aumenta sus niveles, tanto 

de proteínas como de ARNm, frente a privación de suero y glucosa (figura 1), su-

giriendo un efecto transcripcional. 

 
 

 
Figura 1. NUAK1 responde frente a estrés metabólico aumentando sus niveles, 
tanto de proteínas como de ARNm. Análisis de los niveles de NUAK1 (ARK5) me-
diante Western blot (A) y PCR en tiempo real (B) frente a estrés metabólico. Células 
MEFs fueron sometidas a la ausencia de suero durante 0, 16, 24 y 40 horas. Las cé-
lulas fueron colectadas a las horas respectivas y luego lisadas, para posteriormente 
evaluar los niveles de NUAK1. GAPDH fue usado como control de carga (A) y RNA 
Pol II como gen normalizador (B). Análisis estadístico: Test-t (P<0.05) (Modificado 
desde Palma M. Tesis de pregrado, 2013). 
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ii. Regulación de NUAK1 

 La regulación de NUAK1 se ha estudiado a nivel postraduccional, postranscrip-

cional y transcripcional. La regulación postraduccional de NUAK1 está dada por las 

quinasas LKB1, Akt, NDR2, CDK y PLK1. Tanto LKB1 como NDR2 fosforilan en el 

residuo de Thr211 del sitio activo (T loop). Estudios in vitro mostraron que NUAK1 

aumenta su actividad 10 a 20 veces tras ser fosforilada por LKB1 [11]. Akt, por su 

parte, activa a NUAK1 mediante la fosforilación en su residuo de serina 600 y se 

asocia a supervivencia [53] e invasión [51]. Tanto NDR2 [59] como Akt fosforilan a 

NUAK1 a través de la señalización del factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1). 

Por su parte, CDK fosforila a NUAK1 en su residuo de serina 445, lo que conduce 

a la unión con la quinasa tipo polo (PLK1), que fosforila a NUAK1 en dos residuos 

de serina no catalíticos (Ser476 y Ser480). Esto permite su ubiquitinación y poste-

rior degradación [60].  

 

 La regulación postranscripcional está dada por moléculas pequeñas de ARN, 

conocidas como microARN (miR). Los miR tienen como blanco a los ARN mensa-

jeros, pudiendo actuar mediante la degradación del ARNm e inhibiendo su traduc-

ción [61]. Los miR descritos hasta la fecha que tienen a NUAK1 como uno de sus 

blancos se resumen en la tabla 1. 
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miARN Contexto celular Referencia 

miR-204 NSCLC 
Carcinoma hepatocelular 

[62], [63] 
[64] 

miR-424-5p Cáncer hepático/ colangiocarcinoma [65], [66] 
miR-1182 Colangiocarcinoma [12] 

miR-145 
miR-145a-5p 

Colangiocarcinoma 
Carcinoma nasofaríngeo 

[67] 
[68] 

miR-203 Carcinoma de cabeza y cuello [69] 

miR-211 Melanoma 
Alzheimer 

[70] 
[71] 

miR-96 Cáncer de páncreas [72] 
miR-622 Cáncer gástrico 

Cáncer de mamas 
[73] 
[74] 

miR-1275 Cáncer de mamas [75] 
miR-30b-5p Cáncer de próstata [76] 
miR-642a-5p Cáncer de próstata [77] 
miR-125b Cáncer de vejiga [75] 
 

Tabla 2. Regulación postranscripcional de NUAK1. Resumen de los microRNAs 
descritos como reguladores negativos de NUAK1.  

  
 Respecto a la regulación transcripcional de NUAK1, es muy poco lo que se 

conoce. Hasta la fecha, se han descrito a c-MAF [78], [79], MAFB [79], Nrf2 [17] y 

TGF-β [80] como reguladores transcripcionales de NUAK1. 

 

 MAFB y c-MAF son miembros de la familia de factores de transcripción large-

MAF. El factor activador de macrófagos (MAF) es una familia de oncogenes, identi-

ficado por primera vez en el genoma del retrovirus transformante aviar, AS42. Esta 

familia de factores de transcripción se divide en dos subgrupos de acuerdo con su 

tamaño molecular. Los MAF grandes, de 240-340 aminoácidos, son c-MAF, Ma-

fA/L-Maf, MAFB y NRL, mientras que los MAF pequeños, de 150-160 aminoácidos, 

son MAFK, MAFF, MAFG y MAFT [81], [82]. La regulación sobre NUAK1 depen-

de de la señalización vía IGF-1 e induce invasión celular en mieloma múltiple [79] 



 

 9 

y tumorigénesis en linfoma angioinmunoblástico de células T [78]. El factor nuclear 

tipo eritroide 2 (Nrf2) es el principal factor de respuesta frente a estrés oxidativo. La 

inducción transcripcional de NUAK1 por Nrf2 se asocia a mayor supervivencia celu-

lar [17]. El factor transformante β (TGF-β) participa en diversos procesos, incluyen-

do diferenciación, migración, arresto del ciclo celular, fibrosis, mantenimiento de la 

pluripotencialidad, entre otros [80]. Dentro de sus múltiples blancos se encuentran 

las proteínas NUAK1 y NUAK2, las cuales tienen efectos opuestos en la retroali-

mentación de la vía de señalización TGF-β/SMAD en células de fibroblastos de 

piel. Mientras que NUAK2 actúa como un regulador positivo de la vía, NUAK1 la 

inhibe [80]. Contrariamente, un estudio reciente determinó que NUAK1 promueve 

fibrosis mediante la activación de las vías YAP y TGF-β/SMAD en fibroblastos deri-

vados de pulmón y riñón, siendo a su vez activado por estas vías, creando una re-

troalimentación positiva que conduce a fibrosis persistente [13]. Los autores sugi-

rieron que estos resultados contradictorios podrían explicarse por el modelo de es-

tudio y el ambiente local. 

 

 Puesto que ninguno de estos estudios descritos fue realizado frente a estrés 

metabólico, y a que ni c-MAF, MAFB ni Nrf2 participan en esta respuesta, surge la 

necesidad de conocer un regulador transcripcional de NUAK1 en este contexto. 

Esto es relevante, ya que el estrés metabólico es una condición a la que están ex-

puestas las células cancerosas. Además, la regulación transcripcional de 

NUAK1 ha sido escasamente descrita hasta la fecha.  
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 Análisis bioinformáticos realizados previamente en nuestro laboratorio sugieren 

posibles reguladores transcripcionales de NUAK1, entre los que se encuentran 

E2F, SPI-1, YY1, YY2, CDP/Cutl1, JunB, p53, Myc y SALL2 (Venturelli K, tesis de 

pregrado, 2016). 

 Dentro de estos posibles reguladores transcripcionales, datos previos de 

nuestro laboratorio sugieren al factor de transcripción SALL2 como un can-

didato para regular a NUAK1 frente a estrés metabólico. 

SALL2 

i. Familia de proteínas Spalt-like 

 Las proteínas Spalt son factores de transcripción presentes en vertebrados e 

invertebrados. Se caracterizan por la presencia de múltiples motivos de dedos de 

Zn a lo largo de su secuencia y un dominio rico en glutamina, que permite su inter-

acción con otras proteínas [83]. En vertebrados, las proteínas tipo Spalt presentan 

4 parálogos, conocidos como SALL1-4 (Spalt-like) [83]. Las proteínas SALL cum-

plen diversas funciones durante el desarrollo embrionario, entre las que se encuen-

tran regular la migración, mantenimiento de la pluripotencialidad y supervivencia 

celular. Su desregulación se ha asociado con diversas patologías, incluyendo el 

cáncer [84], [85]. La participación de los diferentes miembros de la familia SALL en 

cáncer depende de la proteína SALL involucrada y el contexto tumoral. SALL1-3 

presentan un rol dual, mientras que SALL4 es un oncogén altamente caracterizado 

(revisado en [86]). 
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 El extremo C-terminal de SALL2 es el que presenta menor homología con los 

demás miembros de la familia [87], ya que carece de la “caja-SAL”, distintiva de 

todos los otros miembros de la familia [88]. Adicionalmente, el motivo consenso de 

unión de SALL2 (GGG(C/T)GGG) [89] es diferente al de otros miembros de la fami-

lia. SALL1 se une a secuencias ricas en AT [ATAA(A/T)(A/T)] [90], SALL3 se une a 

dodecámeros que contengan el sitio AATATT [91] y SALL4 reconoce el sitio 

ACAATGT [92]. Un estudio reciente demostró que el dedo de Zn ZFC4, compartido 

por SALL1, SALL3 y SALL4, pero no por SALL2, se une a secuencias que conten-

gan el tetranucleótido AATA [91].  

 

ii. Isoformas de SALL2 

 SALL2 presenta dos isoformas principales, que resultan del uso alternativo de 

dos promotores: P1 y P2 [93]. Ambas isoformas comparten el segundo exón, el 

cual codifica para todos los motivos de dedos de Zn, y difieren en el primer exón: 

E1 y E1A, respectivamente [93] (desde ahora, la isoforma canónica se mencionará 

como E1 y la alternativa, como E1A). Esta diferencia se traduce en una variación 

de 25 residuos de aminoácidos en el dominio N-terminal de la proteína (figura 2). 

Es importante destacar que la isoforma E1 tiene un motivo represor conservado en 

todos los miembros de la familia SALL (MSRRKQRKPQ), no presente en la isofor-

ma E1A, que permite la unión al complejo desacetilasa y de remodelación de nu-

cleosomas (NuRD) [94]. Como dice su nombre, el complejo NuRD se caracteriza 

por su doble función como represor (mediante su actividad desacetilasa) y remode-

lador de cromatina ATP-dependiente (mediante su asociación con la ATP-asa Mi-2) 

[94], [95]. Datos públicos de inmunoprecipitación de cromatina seguida de secuen-
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ciación (ChIP-seq) provenientes del consorcio fase 3 de ENCODE, muestran la 

presencia de una tercera isoforma, más corta que E1 y E1A, la cual carece de si-

tios de unión a ADN [96] (figura 2). 

  

 La expresión de la isoforma E1 se restringe a ciertos tejidos, como timo, tes-

tículos y colon, mientras que la isoforma E1A tiene expresión ubicua [97]. En con-

junto, las evidencias sugieren un rol isoforma-específico. De forma interesante, re-

cientemente nuestro laboratorio publicó un estudio que integró datos públicos y 

propios de ChIP-seq y RNA-seq en diferentes contextos celulares, con el objetivo 

de caracterizar la función de las tres isoformas principales de SALL2. Se demostró 

que E1 presenta menor expresión que la isoforma alternativa, E1A, y tiene un rol 

principalmente represor, al correlacionar su unión al ADN con marcadores de re-

presión en ausencia de E1A (H3K27me3), mientras que la unión de E1A correla-

ciona con cromatina transcripcionalmente activa (H3K27Ac y H3K4me3). Esto su-

giere además que E1A tiene un potencial rol regulador sobre E1 [96]. Por otro lado, 

la isoforma corta tiene localización citosólica, a diferencia de E1 y E1A, que se en-

cuentran principalmente en el núcleo. Análisis ontológicos sugieren que esta iso-

forma corta no es funcionalmente relacionada con E1 y E1A [96].  
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Figura 2. Representación esquemática de las isoformas de SALL2. Rectángulos 
grises representan los motivos de dedos de Zinc (gris oscuro: tipo C2HC; gris claro: 
tipo C2H2). Rectángulo rosado en el extremo N-terminal representa la región de 12 
residuos de aminoácidos conservada que une al complejo NuRD, conocida como 
dominio represor (RD). SALL2 E1A y la isoforma corta (SALL2-short) no presentan 
este dominio. El rectángulo amarillo entre los dedos de zinc 1 y 2 (ZF1 y ZF2, respec-
tivamente) representa a una región rica en glutamina (Q-rich) conservada entre las 
proteínas SALL. El círculo amarillo en la región N-terminal muestra la secuencia de 
localización nuclear (NLS) descrita solo para SALL2 E1, SALL4A y SALL4B. ZF: De-
do de Zinc; Q-Rich: región rica en glutamina; RD: dominio de represión; DBD: domi-
nio de unión al ADN; NLS: Secuencia de localización nuclear (modificado desde 
[85]). 

 
iii. Funciones de SALL2 

 El factor de transcripción SALL2 participa en diversos procesos celulares nor-

males y patológicos. Se ha descrito la expresión de una forma truncada de SALL2 

debido a una mutación que genera un codón de término prematuro en coloboma 

ocular en humanos. Esto fue corroborado en modelos de ratones Sall2-/-, los cuales 

presentan retrasos en el cierre de la fisura óptica y un fenotipo de coloboma de la 

retina anterior después del nacimiento [98]. SALL2 también participa en la diferen-
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ciación neuronal. En modelos murinos se demostró que SALL1, SALL2 y SALL4 

son necesarios para el correcto cierre del tubo neural [99]. Además, SALL2 inter-

acciona con el receptor de neurotrofinas p75NTR. Esta interacción se interrumpe 

durante la diferenciación neuronal dependiente del factor de crecimiento neural 

(NGF), donde SALL2 es translocado al núcleo. En este contexto, SALL2 regula el 

crecimiento de neuritas y conduce a un arresto del ciclo celular a través de la in-

ducción transcripcional de p21 [100]. Adicionalmente, SALL2 inhibe la proliferación 

celular a través de la represión transcripcional de las ciclinas D1 y E1 [101] y el 

incremento en la expresión de p16 [102].  

  

 El mantenimiento de la pluripotencialidad de células madre es un rol común 

entre las proteínas de la familia SALL, lo que se asocia tanto a sus funciones en 

desarrollo embrionario como en cáncer (revisado en [85]). SALL2 y SALL4 son ne-

cesarios para la autorrenovación de células madre hematopoyéticas [103]–[105]. 

Además, SALL2 es parte de un grupo de 4 factores de transcripción centrales que 

incluyen a SOX2, OLIG2 y POU3F2, cuya expresión es suficiente para reprogramar 

células de glioblastoma diferenciado (DGB) en células propagadoras de tumores 

tipo célula madre (TPC) [106]. Adicionalmente, la pérdida de función de este grupo 

de factores de transcripción centrales, incluyendo a SALL2, se asocia con menor 

malignidad en tumores cerebrales en ratones [107] y células de glioblastoma U87 

[108]. 

 

 Si bien SALL2 cumple un rol oncogénico en glioblastoma [106]–[108], otras 

evidencias sugieren a SALL2 como un supresor tumoral (revisado en [85], [87], 
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[109]). En conjunto, se puede inferir que el rol de SALL2 en cáncer depende del 

contexto celular. 

  

iv. SALL2 y estrés celular 

  Se ha observado que SALL2 responde frente a estrés celular de forma depen-

diente del contexto. Por ejemplo, SALL2 aumenta sus niveles frente a estrés geno-

tóxico inducido por los antineoplásicos doxorrubicina [110] y etopósido [88]. Frente 

a estrés genotóxico, SALL2 cumple un rol pro-apoptótico, induciendo transcripcio-

nalmente la expresión de BAX [88], [110] y NOXA [110]. Los estudios realizados no 

discriminan entre las isoformas de SALL2. Por otro lado, un estudio realizado por 

Liu y colaboradores demostró que SALL2 es inducido en respuesta a privación de 

factores de crecimiento, siendo requerido para la inducción de genes de respuesta 

a carencia de suero y para detener la síntesis de ADN [111]. Además, frente a pri-

vación de glucosa y de suero, SALL2 aumenta sus niveles proteicos. Sin embargo, 

contrario a lo observado en un contexto de estrés genotóxico, los datos sugieren 

que SALL2 cumple un rol pro-supervivencia en células MEF frente a estrés 

metabólico por carencia de suero (figura 3A y B) y de glucosa (figura 3C y D). 

Si bien no se ha descrito si es sólo una isoforma o son ambas las que participan en 

esta respuesta, cabe destacar que en las células MEF la isoforma predominante es 

E1A [101]. 
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Figura 3. SALL2 responde frente a estrés metabólico, aumentando sus niveles 
y favoreciendo la supervivencia celular. (A y B) Análisis de los niveles de SALL2 
mediante Western blot. Células MEFs fueron sometidas a la ausencia de suero por 0, 
4, 8, 12 y 16 horas (A) y de glucosa por 0, 8, 12 y 24 horas (C). Las células fueron 
colectadas a las horas respectivas y luego lisadas, para posteriormente evaluar los 
niveles de SALL2. GAPDH fue utilizado como control de carga. (B y D) Células MEF 
inmortalizadas Sall2+/+ y Sall2-/- fueron sometidas a privación de suero por 0, 48, 72 y 
96 horas (B) y de glucosa por 0, 24, 36 y 44 horas (D). Se comparó la muerte celular 
utilizando la técnica de azul de tripán. Análisis estadístico: Test-t (P<0.05) (Modifi-
cado desde Riffo E. Tesis de pregrado, 2014). 
 
 

 Datos de nuestro laboratorio sugieren a la inducción transcripcional de 

NUAK1 como un posible mecanismo mediante el cual SALL2 ejerce su rol 

pro-supervivencia frente a estrés metabólico. Se ha observado que en células 

MEF deficientes de SALL2 (Sall2-/-), los niveles de NUAK1, tanto de ARNm como 

de proteínas, son menores que en su contraparte silvestre (Sall2+/+) (figura 4A y 
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B). En adición, al silenciar NUAK1 en células MEF Sall2+/+, el porcentaje de muerte 

celular es similar al observado en células MEF Sall2-/- (figura 4C).  

 
 

 
 
 
Figura 4. La expresión de NUAK1 correlaciona positivamente con SALL2 y se 
asocian con supervivencia celular frente a privación de glucosa (A y B) Análi-
sis de los niveles de NUAK1 mediante Western blot (A) y PCR en tiempo real (B). 
Células MEFs Sall2+/+ y Sall2-/- fueron colectadas y luego lisadas, para posterior-
mente evaluar los niveles de NUAK1 (C) Porcentaje de muerte celular de MEFs 
inmortalizadas Sall2+/+, Sall2+/+ shNUAK1 y Sall2-/- frente a 0, 24, 36 y 44 horas de 
privación de glucosa, evaluada por el método de exclusión de azul de tripán. Ensa-
yo realizado en triplicado (Riffo E, Unidad de Investigación de Magíster, 2014). 
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2. PROPUESTA DE INVESTIGACIÓN 

 

 Considerando los siguientes antecedentes: 

- SALL2 y NUAK1 están involucrados en supervivencia celular frente a estrés 

metabólico en células MEF. 

- Existe una correlación positiva entre los niveles de expresión de SALL2 y 

NUAK1. 

- Al analizar el promotor de NUAK1, tanto de humano como de ratón (Mus 

musculus), se identificaron los sitios consenso para la unión de SALL2 

(GGG(T/C/A)GGG) descritos por Gu y colaboradores. 

 Proponemos la inducción transcripcional de NUAK1 por SALL2 como un posi-

ble mecanismo mediante el cual SALL2 ejerce su rol pro-supervivencia frente a 

estrés metabólico.  
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3. HIPÓTESIS 

 

 

Los datos ya presentados nos permiten proponer la siguiente hipótesis: 

 

 

La inducción transcripcional de NUAK1 es un mecanismo mediante el cual 

SALL2 favorece la supervivencia celular frente a estrés metabólico. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el rol de SALL2 en la regulación transcripcional de NUAK1 y la asociación 

de esta regulación con supervivencia celular frente a estrés metabólico. 

 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar si NUAK1 es un blanco transcripcional directo de SALL2. 

2. Determinar si SALL2 promueve supervivencia celular frente a estrés meta-

bólico a través de la inducción transcripcional de NUAK1 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

i. Reactivos 

 

Para facilitar la comprensión, los reactivos se han dividido en 4 tablas que contie-

nen la información de plásmidos (tabla 3), oligonucleótidos (tabla 4), anticuerpos 

(tabla 5) y otros reactivos (tabla 6) como se detalla a continuación: 

 
Plásmido Uso N°Cat/Ref. 

Antígeno T gran-
de SV40 

Inmortalización de células MEF Addgene Plasmid # 9053 [113] 

pGL3 basic Ensayos de gen reportero de luciferasa (vector vacío) Donado por Dr. Thomas Ben-
jamin (Dana Farber, Harvard 
Cancer Center, USA) [114] 

pGL3-mNuak1 
promotor 2008pb  

Ensayos de gen reportero de luciferasa (promotor de 
Nuak1 murino, 2008pb) 

Generado en el laboratorio 
(Venturelli, K, tesis de pregra-
do, 2016) 

pGL3-mNuak1 
promotor 1413pb 

Ensayos de gen reportero de luciferasa (promotor de 
Nuak1 murino, 1413pb) 

Generado en esta tesis 

pGL3-mNuak1 
promotor 1008pb 

Ensayos de gen reportero de luciferasa (promotor de 
Nuak1 murino, 1008pb) 

Generado en el laboratorio 
(Venturelli, K, tesis de pregra-
do, 2016) 

pGL3-mNuak1 
promotor 228pb 

Ensayos de gen reportero de luciferasa (promotor de 
Nuak1 murino, 228pb) 

Generado en esta tesis 

pcDNA3 Vector control de expresión ectópica de SALL2-GFP para 
ensayos de gen reportero de luciferasa, Western blot y 
PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). 

[110] 

pcDNA3-mSALL2-
GFP 

Expresión ectópica de SALL2-GFP para ensayos de gen 
reportero de luciferasa, Western blot y PCR cuantitativa 
en tiempo real (qPCR) 

[110] 

RSV-beta-Gal Ensayos de gen reportero de luciferasa (control interno) [110], [115] 

pCMV2(NH)-Flag Vector control de expresión ectópica de Flag-SALL2 para 
ensayos de Western blot, PCR cuantitativa en tiempo real 
e Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

[100] 

pCMV2(NH)-Flag-
hSALL2 

Expresión ectópica de Flag-SALL2 para ensayos de 
Western blot, PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) e 
Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

[100] 

pCW57-MCS1-2A-
MCS2 

Subclonamiento para la generación de modelos induci-
bles 

Addgene Plasmid #71782 

pCW57-MCS1-2A-
MCS2-SALL2E1 

Expresión inducible de SALL2 E1 Generado en el laboratorio 

pCW57-MCS1-2A-
MCS2-SALL2E1A 

Expresión inducible de SALL2 E1A Generado en esta tesis 

 
Tabla 3. Plásmidos. 
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Tabla 4. Partidores. 
 
Anticuerpo Dilución Uso 

Anti-SALL2 (HPA004162, SIG-
MA) 

1:1000 Western blot (Anticuerpo prima-
rio) 

ARK5 (CS4458S, Cell signaling) 1:1000 Western blot (Anticuerpo prima-
rio) 

Anti-β-Actin (C4, Santa Cruz 
Biotechnology) 

1:10000 Western blot (Anticuerpo prima-
rio) 

Anti-FLAG (M2, SIGMA) 1:5000 Western blot / Inmunoprecipita-
ción de cromatina (ChIP) (Anti-
cuerpo primario) 

IgG anti-mouse HRP 1:20000 Western blot (Anticuerpo segun-
dario) 

IgG anti-rabbit HRP 1:20000 Western blot (Anticuerpo segun-
dario) 

 
Tabla 5. Anticuerpos. 
 
 
 
 

Secuencia (5’→ 3’) Blanco Uso 

F: AGAGCCTCCGTTATCCAACA 
R: TGCTGAGCCACTGTCTGCTA 

Sall2 ratón (zona delecio-
nada en modelos Sall2-/-) 

Genotipificación de Sall2 en 
ratones 

F: GTTGGGAGGAAGCATGTAAGA 
R: CCAGAGACCAGGAAGTACAAAC 

ARNm NUAK1 humano  

PCR cuantitativa en tiempo 
real 

F: GATGAGATTGGCATGGCTTT 
R: CACCTTCACCGTTCCAGTTT 

ARNm β-Actina humano 

F: TCCTCGTCCTTCCTTTGCTT 
R: TGAGAACTGTCACGTTGCCT 

ARNm Nuak1 ratón 

F: ACTGTGCGGAACTCCATCAA 
R: AGCCAGGTTCTGGAACTCAA 

ARNm RNA Pol II (común 
humano, rata y ratón) 

F: GGCTGTTGCTAGAGTCCAGTGT 
R: GGAGCGTCCATGAGGTGGC 

Fragmento -1413…+1 Clonar promotor de Nuak1 de 
ratón 

F: GCAGACCGGTATGGACTACAAAGACGATGA 
R: TGGCAGCGACCAGGAAATGC 

Región N-terminal de 
SALL2 E1A humana 

Clonar SALL2 E1A inducible 

F: AGCAAGTCCGATGGTCTCATCT  
R: GATGAGTGGCATGCAGGTTGAGT  

Fragmento -2051…-1803 

Inmunoprecipitación de cro-
matina 

F: ACTCAACCTGCATGCCACTCATC 
R: TGCCAGAGTAATGGCCTGAAACAC 

Fragmento -1826…-1502 

F: GGCAGTGTTTCAGGCCATTACTCT 
R: AGGTGCAGCCCTTCCTCTACATT  

Fragmento -1530…-1383 

F: AAAAGAACCGCCATGCGATCTG 
R: GGCCTTGGGAGATTTCCTTTCACT  

Fragmento -1344…-1065  

F: AAATCGCCTCCTGCTCAGCAAA 
R: AAGGCCAGGGACGTGGAAGA  

Fragmento -1045…-870 

F: TCCGTCCCTGACTCTCCTTTCTT 
R: GGCGCCCCTTCATTTTCTTGTA 

Fragmento -774…-554 

F: TGAGTCACCGCCTGTAACCGA 
R: GAAGGGACCGGGAAATTCCA 

Fragmento -554…-291 

F: GTCGCGACACGCTCCCAT  
R: GTGTTTGCAGGAGGGAGGGGA 

Fragmento -212…+27 

F: AAGCCAATCAGAGCCACAGC 
R: TCCACCTTTCACCATTCCCC 

Región de unión a SALL2 
en promotor de p21 (Con-
trol positivo) 

Control positivo de Inmu-
noprecipitación de cromatina 

F: TGCAGTGTGGCTTGCACTAT 
R: TGGGTGGACAGTGAGCTATG 

Región no relacionada Control negativo de Inmu-
noprecipitación de cromatina 
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Reactivo Concentración Uso 

Doxociclina 1μg/mL Inducción de SALL2 en modelos 
TET-ON 

HTH-01-015 5-10μM Inhibición de NUAK1 

 
Tabla 6. Otros reactivos. 
 

 
ii. Clonamiento y generación de constructos 

a. Fragmentos del promotor de Nuak1 de ratón 

El plásmido pGL3-mNuak1 promotor 1413pb se obtuvo por reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) a partir del plásmido pGL3-mNuak1 promotor 2008pb (Ven-

turelli, K, tesis de pregrado, 2016) (figura 18), mientras que el plásmido pGL3-

mNuak1 promotor 128pb se generó por digestión enzimática a partir de pGL3-

mNuak1 promotor 1008pb (Venturelli, K, tesis de pregrado, 2016), como se deta-

lla en la sección de resultados (figura 19). 

 

Para verificar la correcta orientación de los fragmentos clonados, se incubaron 

50µL de bacterias quimiocompetentes DH5α con 10µL del producto de ligación por 

20min en hielo. Pasado este tiempo, se indujo shock térmico a 42°C por 40s, seguido 

de incubación en hielo por 2 minutos. Las bacterias fueron recuperadas en medio LB 

(Luria-Bertani, MO BIO Laboratories, Inc.) sin antibióticos por una hora a 37°C con 

agitación (210rpm). Las bacterias fueron sembradas en una placa conteniendo agar 

LB/Ampicilina (100ng/mL) y se incubaron a 37°C por 16h. Las colonias obtenidas se 

crecieron de forma individual en caldo LB/Ampicilina y se incubaron durante toda la 

noche a 37°C con agitación (210rpm). Se colectaron 1,5mL de bacterias, las cuales 

fueron sometidas a centrifugación por 10min a 9000rpm a temperatura ambiente. Se 
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descartó el sobrenadante y los pellet fueron resuspendidos en 300µL de solución 

tampón TENS (Tris-HCl 10mM (pH=8,0); EDTA 1mM (pH=8,0); NaOH 0,1N; SDS 

0.5% p/v). Se incubó por 10min en hielo y se agregaron 15µL de Acetato de sodio 3M 

(pH=5,2), agitándose en vórtex. Las muestras fueron centrifugadas por 15min a 

14000xg (fuerza centrífuga relativa, RCF) a 4°C. Se transfirió el sobrenadante a un 

tubo nuevo y se agregó 1mL de isopropanol para precipitar el ADN, repitiendo el pa-

so de agitación y centrifugación. Se eliminó el sobrenadante y se agregaron 800µL 

de etanol frío 70% v/v para lavar el pellet. Se realizó nuevamente agitación y centri-

fugación, para luego secar el ADN precipitado a temperatura ambiente, el cual, una 

vez seco y sin rastros de etanol, fue resuspendido en 20µL de agua ultrapura con 

1µg/mL de ARNasa A (Life Technologies). Para verificar la ligación, se liberó el frag-

mento con las enzimas KpnI y NcoI. Los fragmentos obtenidos fueron separados por 

electroforésis en gel de agarosa al 1% p/v disuelto en solución tampón TAE (Tris-

Ácido Acético EDTA; Tris-HCl 40 mM, ácido acético 30 mM y EDTA 1 mM) pH=7,6 y 

Bromuro de Etidio 0,5µg/mL (APEX). Se utilizó el marcador GeneRuler (Thermo 

Scientific) como estándar de peso molecular. Las bandas fueron visualizadas usando 

transiluminador UV. Tras seleccionar las colonias que contuvieran el producto 

deseado, se generó un stock de glicerol utilizando 800µL del cultivo bacteriano y 

200µL (20% v/v) de glicerol, el cual fue almacenado a -80°C. 

 

Para obtener el plásmido a gran escala, se creció 1mL del cultivo bacteriano en 

400mL de caldo LB/Ampicilina a 37°C por toda la noche con agitación (210rpm). El 

cultivo fue centrifugado a 5000rpm en centrífuga Hitachi CR22GIII (3920xg) durante 
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15min 4°C. La purificación de plásmidos a gran escala se realizó usando el kit Nu-

cleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel), según las instrucciones del fabricante.  

Los plásmidos obtenidos fueron cuantificados por absorbancia a 260nm usando el 

lector de microplacas TECAN Infinite 200 PRO (Life Sciences).  

 

b. Clonamiento de SALL2-E1A para modelos celulares inducibles 

 

En base a que ambas isoformas de SALL2 difieren solo en la porción N-terminal, 

se realizó el subclonamiento de la isoforma E1A humana a partir del vector lentiviral 

pCW57-MCS1-2A-MCS2 que contiene la isoforma E1 humana, disponible previa-

mente en el laboratorio. El diseño experimental es mostrado en el Anexo 4. 

El subclonamiento de la isoforma E1A de SALL2 humana con epítope Flag (Flag-

hSALL2 E1A) se realizó en el vector lentiviral pCW57-MCS1-2A-MCS2 (Addgene 

plasmid # 71782), portador del gen de resistencia a ampicilina para su selección en 

bacterias, y gen de resistencia a puromicina para su selección en células de mamífe-

ros. Este constructo se generó para expresar de forma inducible en células HEK293 

SALL2-/- la proteína recombinante SALL2 E1A humana. 

 

Para generar el constructo, se siguió el procedimiento esquematizado en el 

Anexo 4. Se amplificó mediante PCR 100 ng de la región N-terminal de Flag-

hSALL2-E1A, ya sintetizada (GenScript) y disponible en el laboratorio, con la polime-

rasa KAPA HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit (KAPA Biosystems), según recomenda-

ciones del fabricante. Las condiciones de amplificación de PCR en todos los casos 

fue: una denaturación inicial de 3min a 95°C, seguido de 35 ciclos de amplificación 
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consistentes en 98°C por 20s, 69°C por 15s y 72°C por 20s, más un ciclo de exten-

sión final a 72°C por 10min. 

 

Con el objetivo de confirmar el tamaño de las amplificaciones, se realizó elec-

troforesis en gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio (0.5μg/mL). A partir 

del gel se purificaron los fragmentos generados utilizando un Kit de extracción de gel 

GeneJET™ (ThermoFisher Scientific), de acuerdo con las instrucciones del fabrican-

te. Los fragmentos de la porción N-terminal purificados, se digirieron con las enzimas 

de restricción AgeI y BamHI a 37°C durante 16 horas.  

 

Por otra parte, se realizó la digestión del vector pCW57-MCS1-2A-MCS2-E1 

con las enzimas de restricción BamHI y AvrII (New England Biolabs) para obtener de 

esta forma la región C-terminal de SALL2 que es constante entre ambas isoformas y 

se caracteriza por contener todos los dominios de dedos de zinc de la proteína. Una 

vez que se obtuvieron los fragmentos, se procedió a digerir el vector pCW57-MCS1-

2A-MCS2 vacío con las enzimas AgeI y AvrII a 37°C por 16 horas para finalmente 

ligar estos fragmentos. 

 

Luego de confirmar la digestión de los fragmentos mediante gel de agarosa al 

1% y su posterior purificación, se cuantificó la cantidad de ADN generado mediante 

TECAN y se procedió a una reacción de ligación utilizando T4 ADN ligasa (Thermo-

Fisher Scientific) en su buffer respectivo (Fermentas), utilizando 100 ng del vector, 

los fragmentos de interés generados en una relación molar de 1:3 y polietilenglicol 

5% v/v y se llevó a 10 µL con agua grado biología molecular. La reacción se dejó du-
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rante 16 horas a 37°C. De esta manera se obtuvo el constructo con la isoforma 

SALL2-E1A humana. 

Una vez obtenido el vector lentiviral pCW57-MCS1-2A-MCS2 resistente a ampici-

lina conteniendo a la isoforma E1A subclonada, se realizó la transformación bacte-

riana con Escherichia coli DH5α químicamente competentes por shock térmico, 

usando el procedimiento previamente descrito. 

 

iii. Cultivo celular 

a. Condiciones de crecimiento y tratamientos 

Las células HEK293 (human embryonic kidney, ATCC CRL-1573) fueron cultiva-

das en medio DMEM (del inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Hyclone) alto en 

glucosa (4.5g/L), suplementado con suero bobino fetal (FBS, del inglés Fetal Bovine 

Serum) al 10% v/v (Biological Industries), L-glutamina 2 mM y mezcla de antibióticos 

Penicilina (50 U/mL) y Estreptomicina (50 μg/mL) (HyClone). Para expandir las célu-

las se utilizó tripsina al 0,05% (Hyclone). 

 

Las células MEF (mouse embryonic fibroblast) fueron cultivadas en condiciones 

similares a las HEK293, pero reemplazando la marca de FBS (Sigma). Para expandir 

las células se utilizó tripsina al 0,25% (Hyclone).  

 

Modelos inducibles HEK293 SALL2 KO Flag-mSall2 TET-ON y MEF Sall2 KO 

Flag-mSall2 TET-ON generadas en el laboratorio fueron cultivadas en DMEM suple-

mentado en las mismas condiciones que el modelo anterior, difiriendo en el uso de 
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suero certificado para modelos inducibles por tetraciclina (Biological Industries). La 

inducción se realizó mediante la adición de Doxociclina hasta una concentración final 

de 1μg/mL por 24 horas.  

Para el estrés metabólico, se retiró el medio de las células, se lavaron cuidado-

samente con tampón fosfato salino (PBS, del inglés Phosphate Buffered Saline, NaCl 

137mM; KCl 2,7mM; Na2HPO4 10mM; KH2PO4 1,8mM) pH 7,4 y se agregó DMEM 

fresco sin glucosa o sin suero, respectivamente, suplementado con FBS, L-glutamina 

y mezcla de antibióticos en las mismas concentraciones ya descritas. Para las célu-

las inducibles, el tratamiento se realizó 24h tras la inducción. En el caso de las célu-

las transfectadas, la privación de glucosa se realizó 48h post-transfección. 

Para el estrés oxidativo, se utilizó peróxido de hidrógeno (H2O2) a concentracio-

nes de 100, 250 y 500μM, además de su vehículo (PBS) por 4h. Las condiciones 

elegidas fueron previamente estandarizadas en el laboratorio para la inducción de 

SALL2 (Álvarez, C, tesis de pregrado). 

El inhibidor de NUAK1 HTH-01-015 se utilizó en concentraciones de 5 y 10μM por 

48 horas (concentración stock: 10mM). Previo a los tratamientos con inhibidor de 

NUAK1 HTH-01-015, se realizó una estandarización con 2.5, 5 y 10μM del inhibidor, 

además de su vehículo (DMSO) en placas de 24 pocillos. Tras 48, 60 y 72 horas las 

células fueron fijadas y teñidas con cristal violeta (protocolo detallado más adelante), 

con el fin de seleccionar el tiempo y concentraciones óptimos para los ensayos. 
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Todas las células fueron incubadas a 37°C y 5% de CO2 y testeadas de mico-

plasma periódicamente (ver protocolo de testeo y limpieza de micoplasma). Todo el 

material utilizado en cultivo celular fue estéril o previamente autoclavado. 

b. Aislamiento de fibroblastos embrionarios de ratón. 

El modelo murino Sall2-/- fue obtenido por intermedio de un acuerdo de transfe-

rencia de material desde el Dr. Ryuichi Nishinakamura (Kumamoto University, Ku-

mamoto, Japan) a la Dra. Roxana Pincheira (Universidad de Concepción, Chile) en el 

año 2010. Los fibroblastos embrionarios de ratón se prepararon desde embriones 

13,5 días post coitum. El saco de embriones se colectó en tubo Falcon de 50mL con 

PBS a 4°C. El saco fue lavado con PBS frío y dejado en una placa de 10cm para su 

procesamiento. Se separó cada embrión en una placa de cultivo celular de 6cm dife-

rente, usando pinzas y tijeras desinfectadas con etanol 70%. Se retiraron las capas 

del saco, desinfectando los instrumentos quirúrgicos con etanol 70% en cada paso. 

El cuerpo de cada embrión fue separado de sus órganos rojos y su cabeza. Las ca-

bezas fueron congeladas para genotipificar, primero usando congelado rápido en 

nitrógeno líquido (N(l), -196°C) y posterior almacenamiento a -80°C. El tejido restante 

fue disgregado usando un bisturí estéril. Tras obtener una consistencia homogénea, 

se centrifugaron por 5min a 1000rpm. Se eliminó el sobrenadante y se incubaron por 

1h a 37°C con tripsina 0,25% (Hyclone). Pasada la incubación, se resuspendieron en 

1,5mL de DMEM completo a 37°C (pipeteando 10 a 20 veces). Posteriormente, se 

agregó más DMEM (6mL) y se dejó decantar por 5-10 minutos. El sobrenadante fue 

sembrado en placa de 10cm, con su respectiva rotulación (nombre, genotipo, número 

de embrión, pasaje y fecha). Las células fueron incubadas de forma rutinaria (37°C y 
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5% de CO2) hasta alcanzar 90% de confluencia, momento en el cual fueron congela-

das.  

 

c. Inmortalización de MEF 

La inmortalización de células MEF se realizó utilizando el antígeno T grande del 

virus de simio SV40, usando un protocolo modificado desde (Zhu 1991). Las células 

MEF primarias fueron transfectadas con Lipofectamina 2000 (invitrogen) y 2μg del 

vector de expresión del antígeno T grande SV40 (Addgene #9053). El medio de culti-

vo fue reemplazado por medio DMEM sin suero, conteniendo la mezcla de transfec-

ción. Se incubó por 4-6 horas a condiciones rutinarias de temperatura y CO2. Pasado 

ese tiempo, se reemplazó el medio por DMEM completo. Se congelaron tras 5-6 pa-

sajes a baja densidad. 

 

d. Generación de modelos inducibles  

La línea celular HEK293 SALL2-/- (generada previamente en el laboratorio [96]) 

fue transfectada con la isoforma E1A de SALL2 humano unida al epítope Flag, con-

tenida en el vector lentiviral pcW57-MCS1-2A-MCS2. Para ello, se produjeron partí-

culas virales en células HEK-293T por transfección transitoria con 15 µL de lipofec-

tamina 2000 (Invitrogen) en 235 µL de medio DMEM sin suero ni antibiótico. En otro 

tubo se diluyeron 5µg del vector de expresión pcW57-MCS1-2A-MCS2 con SALL2 

E1A en 245,45µL de DMEM sin suero ni antibiótico y además se añadieron 5µg y 

1µg de los vectores plasmídicos formadores del virus pCMV dR 8.2 y VSV-G, respec-

tivamente, utilizando un sistema de empaquetamiento de segunda generación. Esta 
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solución se añadió gota a gota sobre la solución con DMEM y lipofectamina. La mez-

cla se incubó durante 20min a temperatura ambiente para permitir la formación de 

complejos lípido-ADN y se agregó cuidadosamente sobre las células HEK293T pre-

viamente incubadas en medio libre de suero y antibiótico. Estas células se incubaron 

en presencia de los complejos, luego de lo cual el medio de cultivo con las partículas 

virales generadas se recogió a las 24 y 48h, para infectar las células HEK293 SALL2-

/- mediante dos rondas de infección. La infección se realizó añadiendo la suspensión 

viral mezclada con medio de cultivo completo sobre las líneas celulares a infectar, 

junto con 8 µg/mL de polibreno para aumentar la eficiencia de la infección. Dos días 

después del último ciclo de infección, los cultivos celulares se comenzaron a selec-

cionar con puromicina (Sigma-Aldrich, USA). Se indujo la expresión de SALL2 con 

doxociclina (1 µg/mL) durante 3 días y se comprobó mediante la técnica de Western 

blot. 

 

e. Testeo y limpieza de micoplasma 

Las células fueron descongeladas en frascos de cultivo celular T-25 provistos de 

filtro, usando medio libre de antibióticos. Se realizaron pasajes, con el objetivo de 

cumplir por lo menos 7 días libres de antibióticos. El último pasaje debe estar por lo 

menos 3 días sin cambiar medio antes de su detección. Pasado ese tiempo se colec-

taron 1-1,5mL del medio en un tubo Eppendorf de 1,5mL. Se centrifugó para separar 

el debris a 250 x g por 2 minutos y se transfirió el sobrenadante a un tubo Eppendorf 

de 1,5mL nuevo. Se centrifugó a 20000 x g por 10 minutos para sedimentar el mico-

plasma. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet con 25μL de la solu-

ción provista por el kit EZ-PCR Mycoplasma Test kit (Biological Industries) y se incu-
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bó a 96°C por 3 minutos. La detección de micoplasma se realizó por PCR, usando 

los reactivos provistos por el kit ya mencionado y según las instrucciones del fabri-

cante. Las condiciones de amplificación por PCR fueron: 94°C por 30s, seguido de 

35 ciclos de amplificación consistentes en: 94°C por 30s, 60°C por 120s y 72°C por 

60s. Finalmente se realizó un ciclo consistente en: 94°C por 30s, 60°C por 120s y 

72°C por 5 minutos.  

La presencia o ausencia de micoplasma se visualizó a través de un gel de agaro-

sa al 1%. Interpretación de resultados: 

 

- La muestra positiva de micoplasma se observa por una banda de 270pb y una 

de 357pb (control interno). 

- La muestra negativa se observa por una banda de 357pb (control interno). 

 

Las células que resultaron ser positivas a micoplasma fueron limpiadas usando el 

antibiótico Plasmocin (InvivoGen, L:3801A) a una concentración final de 25 μg/mL. 

Se realizaron pasajes cada 3 días, hasta dejarlas por lo menos dos semanas con el 

tratamiento. Pasado ese tiempo se volvieron a testear. Tras confirmar la ausencia de 

micoplasma, fueron congeladas y almacenadas en nitrógeno líquido para su posterior 

uso. Se realizó testeo periódico de las células utilizadas en el desarrollo de esta tesis 

(cada 6 meses). 
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iv. Transfección con Fosfato de Calcio 

Las mezclas de transfección contenían los respectivos plásmidos, cloruro de cal-

cio (CaCl2) y solución HBS 2X (del inglés HEPES Buffered Saline, HEPES 50mM, 

NaCl 280mM, Na2HPO4 1.5mM) pH 7,1. Para transfectar, se prepararon las mezclas 

de plásmidos en las cantidades necesarias para obtener la concentración final reque-

rida con CaCl2 (concentración final de 125mM) y se completó con agua grado biolo-

gía molecular, de modo de tener 125μL por pocillo (para placas de 6 pocillos). Por 

separado, se alicuotó HBS 2X, de modo que cada mezcla tuviera 125μL de HBS por 

pocillo. Se añadió gota a gota la mezcla de plásmidos sobre el HBS, agitando sua-

vemente con vórtex. A continuación, se retiró cuidadosamente el medio DMEM para 

luego agregar 1mL de medio fresco. Se repartieron 250μL de mezcla de transfección 

a cada pocillo cuidadosamente, evitando despegar las células. Se realizó cambio de 

medio a las 6 horas post-transfección.  

 

v. Ensayos de gen reportero de luciferasa 

Luego de 24 horas de transfección, las células fueron lavadas con PBS pH 7.4 

frío en tubos Eppendorf de 1.5mL. Se centrifugaron a 2000xg por 5 min a 4°C y el 

pellet de células se lisó con una dilución 1X de la solución comercial 5X Luciferase 

Cell Lysis Buffer (New England Biolabs), según las instrucciones del fabricante. 20μL 

del lisado se usaron para la medición de actividad de luciferasa o β-galactosidasa, 

usando el kit Luciferase-Glo® (Promega) o Beta-Glo® (Promega), respectivamente, 

en placas de 96-well. La medición de luminiscencia se realizó usando el luminómetro 
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Victor3, Perkin Elmer Wallac. La actividad de luciferasa de cada pocillo se normalizó 

usando la actividad de β-galactosidasa del pocillo correspondiente. 

 

vi. Ensayos de muerte celular 

El ensayo de azul de tripán se basa en la incapacidad de las células vivas de 

incorporar este colorante, a diferencia de las células muertas, las cuales pierden la 

integridad de membrana [116]. Para ello, células HEK293 SALL2 KO Flag-mSall2 

TET-ON fueron tratadas con o sin 1µg/mL de doxociclina (DOX) por 12 horas. Trans-

currido este tiempo, se cambió el medio por DMEM sin glucosa con o sin DOX por 60 

y 72h.  Adicionalmente, las células fueron tratadas con 5 y 10μM del inhibidor de 

NUAK1 HTH-01-015 o DMSO (vehículo) por 48h. Pasado ese tiempo, se colectó el 

medio y se depositó en tubos Falcon de 15mL. Luego, se agregó 150μL de tripsina a 

cada pocillo. Se recolectaron las células usando DMEM completo y se adicionó al 

tubo Falcon que contenía el medio extraído anteriormente. Se centrifugaron las célu-

las por 5 minutos a 1000 rpm. Se eliminó sobrenadante, dejando aproximadamente 

1mL en el tubo y se resuspendió. Se tomó una alícuota de 10μL y se mezcló con 

10μL del colorante azul de tripán en tubos Eppendorf de 0,6mL. Se dejó reposar por 

10 minutos para que las células muertas incorporen el colorante. Luego se realizó el 

recuento celular en cámara de Neubauer, contando 4 cuadrantes (1mm2 cada uno, 

de 4x4) y promediándolos. Se graficaron por porcentaje de muerte respecto al control 

(DMEM completo 4.5g/L de glucosa).  
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El ensayo de cristal violeta es un método indirecto para evaluar viabilidad celu-

lar, mediante la tinción de las células adheridas a la placa. Se utiliza el colorante cris-

tal violeta, el cual se une a proteínas y ADN. Las células no viables pierden su capa-

cidad de adherirse a la placa, lo que se refleja en una menor tinción con cristal violeta 

[116]. Para este ensayo, células MEF Sall2-/-, Flag-mSall2-E1A TET-ON fueron trata-

das con o sin glucosa durante 48h, en presencia de 10μM del inhibidor de NUAK1 

HTH-01-015 o su vehículo, respectivamente. Transcurrido ese tiempo, los siguientes 

pasos se realizaron en mesón a temperatura ambiente. Se removió el medio y se 

lavó cada pocillo 2 veces con PBS. Se adicionó 1mL de solución fijadora (ácido acé-

tico 10% v/v; metanol 10% v/v; agua destilada 80% v/v) y se incubó por 10 minutos. 

Tras remover la solución fijadora, se adicionó 1mL de solución cristal violeta (coloran-

te cristal violeta 2% p/v; ácido acético 10% v/v; metanol 10% v/v; agua destilada 80% 

v/v) y se incubó por 10 minutos. Se removió la solución colorante, se lavó con PBS y 

se dejó secar a temperatura ambiente. Una vez seco, se tomaron fotografías. Para 

cuantificar, las células fueron desteñidas con ácido acético al 10% v/v y se determinó 

su absorbancia a 590nm. 

 

vii. Obtención de lisados proteicos. 

Para la obtención de proteínas totales, las células fueron colectadas mediante 

arrastre mecánico con PBS pH 7.4 frío. Luego fueron centrifugadas a 1000rpm por 

10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet celular fue lisado con 

buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 7.4; glicerol 10%; NaCl2 200mM; MgCl2 2,5mM; 

Tritón X-100 1%; inhibidores de proteasas y de fosfatasas). La cuantificación de las 

proteínas obtenidas fue realizada mediante el método colorimétrico de reactivo de 
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Bradford, midiendo la absorbancia a 595nm usando el espectrofotómetro MECASYS-

Optizen Pop. Los lisados celulares obtenidos fueron igualados en concentración y 

denaturados a 100°C por 5 minutos, en presencia de buffer de carga (Tris-HCl 

300mM, pH 6.8; SDS al 12% p/v; azul de bromofenol al 0.06 % p/v; β-mercaptoetanol 

760mM; Glicerol al 60% v/v). 

viii. Electroforésis en gel de poliacrilamida y Western blot 

Las proteínas fueron separadas utilizando la técnica de electroforesis denaturan-

te (SDS-page) al 8% de acrilamida, utilizando un voltaje constante de 80V y en pre-

sencia de un tampón de corrida (Tris 25mM; Glicina 192mM; SDS al 0.1% p/v). Como 

marcador de peso molecular se utilizó el estándar pre-teñido Accuruler (MAESTRO-

GEN, No. Cat. # 02102-250). Las proteínas separadas en el gel se transfirieron a una 

membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF, Millipore) usando buffer de transferencia 

frío y fresco (Tris 25 mM; Glicina 192 mM; SDS al 0.004% p/v; Metanol 20% v/v). La 

transferencia se realizó por 80 minutos a 100V o por 16 horas a 30V. Las transferen-

cias fueron visualizadas por tinción con Rojo Ponceau (Ponceau S (Sigma) 0,1% p/v; 

ácido acético 5% v/v), el cual es retirado con agua ultrapura. 

Para el análisis de proteínas por Western blot, las membranas fueron bloqueadas 

con leche descremada al 5% disuelta en solución TBS-Tween20 (Tris 20mM; NaCl 

500mM; pH 7.4; Tween20 0.05% v/v) por una hora, para impedir uniones inespecífi-

cas. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con solución TBS-

Tween20. Los anticuerpos primarios fueron preparados en TBS-Tween20 con las 

diluciones indicadas (tabla 5) e incubados por 2 horas a temperatura ambiente o por 

toda la noche a 4°C. Tras ser retirados, las membranas fueron lavadas 3 veces por 5 
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minutos cada una con solución TBS-Tween20. Los anticuerpos secundarios fueron 

diluidos en proporción 1:20.000 en solución TBS-Tween20 e incubados por 1 hora, 

seguido de 3 lavados de 5 minutos cada uno con solución TBS-Tween20. Las proteí-

nas se visualizaron con el sistema quimioluminiscente ECL (GE Healthcare). Los 

análisis densitométricos se realizaron a través del programa ImageJ 1.49q (NIH, 

USA). 

 

ix. Extracción de ARN 

Las células fueron colectadas desde placas de 60mm en 500µL de TriZol (Invi-

trogen) para placas de 60mm. Se incubaron a temperatura ambiente con agitación 

por 5 minutos y luego se colectaron mediante arrastre mecánico. Las muestras fue-

ron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. 

Para el aislamiento del ARN, las muestras en TriZol se descongelaron en hielo y 

se dejaron por 3 minutos a temperatura ambiente. Se agregó a cada muestra 100μL 

de cloroformo, se mezcló con agitación vigorosa y se dejaron reposar por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Luego se centrifugó a 12000xg por 10 minutos a 4°C, obte-

niendo 2 fases. Se recuperó la fracción superior (acuosa) en un tubo Eppendorf de 

1,5mL estéril. La precipitación del ARN fue realizada agregando 500μL de isopropa-

nol. Se dejaron a temperatura ambiente por 10 minutos y luego fueron centrifugadas 

a 12000xg por 10 minutos. Tras la eliminación del sobrenadante, los pellets fueron 

lavados con etanol 70% libre de nucleasas a -20°C y se centrifugaron a 7500xg por 5 

minutos a 4°C. Se secaron a temperatura ambiente y se resuspendieron en 30μL de 

agua pre-tratada con dietilpropilcarbonato (DEPC). Se dejaron hidratar por 5-10 mi-
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nutos antes del siguiente paso. Las muestras de ARN purificado fueron tratadas con 

2μL de Turbo DNasa (Invitrogen) y 3μL de su correspondiente buffer para eliminar 

residuos de ADN genómico. La reacción se realizó por 30 minutos a 37°C y se detu-

vo usando el inactivador de DNasa del mismo kit. Las muestras fueron cuantificadas 

mediante la absorbancia a 260nm usando el lector de microplacas TECAN Infinite 

200 PRO (Life Sciences). También se determinó su absorbancia a 280nm y se calcu-

ló la razón A260/280 para determinar la pureza del ARN. Se realizó retrotranscripción 

del ARN aislado usando la transcriptasa reversa MMLV-RT y su correspondiente buf-

fer, cargando 1 μg de ARN, el cual fue previamente anclado con óligos dT (25μM ca-

da uno) por 5 minutos a 70°C. La mezcla fue llevada al termociclador, donde se reali-

zaron los ciclos de temperatura: 25°C por 5 minutos (alineamiento), 42°C por 60 mi-

nutos (extensión) y 70°C por 15 minutos (inactivación de la transcriptasa inversa). El 

ADNc obtenido se almacenó a -20°C para su utilización en PCR cuantitativa (qPCR). 

 

x. PCR cuantitativa en tiempo real 

La reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) se realizó por tri-

plicado utilizando el kit KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (2X) Kit (Kapa Bios-

ciences). Las mezclas contenían para cada reacción: 0,4µM de partidores (0,4µL de 

cada uno), 5µL del kit 2X, 1µL de ADN de copia (ADNc) y agua grado biología mole-

cular hasta completar el volumen final de 10µL. Los ciclos de temperatura fueron: 3 

minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificación consistentes en 90°C por 5s y 

60°C por 10s. Finalmente, se realizó un ciclo para realizar curva de disociación para 

confirmar la especificidad del producto amplificado, la cual constó de 95, 65 y 95°C 
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por 30s. La expresión del ARNm de NUAK1 fue normalizada respecto al ARNm de β-

Actina. 

xi. Inmunoprecipitación de cromatina 

a. Extracción de núcleos 

Para los ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) se utilizaron células 

HEK293 SALL2-/-. Se plaquearon 2,5 millones de células en placas de 10cm. 24 ho-

ras después, se transfectaron 15μg del vector de expresión pcDNA3-hSall2-Flag o 

pcDNA3-Flag, respectivamente, usando la técnica de fosfato de calcio. En el caso de 

la figura 23D, previo a su colección las células fueron tratadas por 1 hora con DMEM 

completo sin glucosa (BI) o su control (DMEM completo 4.5g/L de glucosa). 48 horas 

post-transfección, las células fueron colocadas en hielo y se lavaron 2 veces con 

PBS frío. Todos los pasos se realizaron en hielo y las centrifugaciones a 4°C. Se 

realizó entrecruzamiento con formaldehído 1% (diluido en PBS) por 10 minutos a 

temperatura ambiente con agitación suave (5mL por cada placa de 10cm). Para de-

tener la reacción, se adicionó glicina a una concentración final de 0,125M y se incubó 

por 5min a temperatura ambiente con agitación suave. Se dieron 2 lavados con PBS 

frío y se colectaron en 5mL de PBS por cada condición. Se centrifugaron por 5min a 

1800rpm, tras eliminar el sobrenadante, se resuspendieron las células en 1mL de 

buffer de lisis (HEPES 50mM (pH=7,8); MgCl2 3mM, KCl 20mM, NP-40 0,1%) con 

inhibidor de proteasas al 1%. Se incubó en hielo por 10min y se homogenizaron con 

homogenizador Dounce (20 golpes con bastón B, loose). Se centrifugaron por 5min a 

1800rpm, se descartó el sobrenadante y los núcleos se resuspendieron en 300μL de 

buffer de sonicación (HEPES 50mM (pH=7,9); NaCl 140mM, EDTA 1mM, tritón X-
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100 1%; desoxicolato de sodio 0,1%; SDS 0,1%), con inhibidor de proteasas 1%. Se 

sonicaron, usando el Sonicador Bioruptor PLUS (Diagenode) usando 2 rondas de 20 

ciclos cada uno (15s ON, 15s OFF, a alta potencia). Posterior a la sonicación, se 

centrifugaron por 15 minutos a 14000rpm. Los sobrenadantes se colectaron en un 

tubo limpio, se cuantificaron y se realizó congelado rápido en nitrógeno líquido previo 

a su almacenaje a -80°C. 

 

b. Inmunoprecipitación 

Al igual que en el paso anterior, todos los pasos siguientes se realizaron en hielo 

y tanto las centrifugaciones como las agitaciones en agitador rotatorio se hicieron a 

4°C. Las muestras fueron cuantificadas mediante la absorbancia a 260nm usando el 

lector de microplacas TECAN Infinite 200 PRO (Life Sciences). De cada muestra se 

separaron 2 tubos con 25μg cada uno. Uno de ellos fue usado como input y el otro, 

para inmunoprecipitar. A los tubos de inmunoprecipitación se adicionó buffer de soni-

cado hasta completar 500μL. Se realizó un preaclaramiento adicionando 25μL de la 

resina proteína A/G agarosa (Santa Cruz Biotechnology), agitando por 2h. Pasado 

este tiempo se separó la resina mediante centrifugación por 5min a 4000rpm, se to-

mó el sobrenadante y se adicionó 1μL del anticuerpo anti-Flag (M2-Sigma) (concen-

tración final 1:500). Se agitó por toda la noche. Al día siguiente se agregaron 50μL de 

proteína A/G agarosa y se agitó por 1h. Se centrifugó por 5 minutos a 4000rpm. Tras 

descartar el sobrenadante, se hicieron lavados de la resina con los siguientes buffer: 
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- 1 lavado con buffer de sonicación 500mM (HEPES 50mM (pH=7,9); NaCl 

500mM, EDTA 1mM, tritón X-100 1%; desoxicolato de sodio 0,1%; SDS 0,1% 

p/v) 

- 2 lavados con buffer de lavado IP (LiCl 500mM; Tris-HCl 100mM (pH=8); NP-

40 1% p/v; desoxicolato de sodio 0,1% p/v)  

- 1 lavado con Tris-EDTA a pH=8 (Tris-HCl 10mM; EDTA 1mM) 

 

En cada paso, se incubó por 5 minutos con agitación, se centrifugó por 5min a 

4000rpm y se descartó el sobrenadante. Después del último paso, se resuspendió la 

resina con buffer de elusión (NaHCO3 50mM; SDS 1% p/v) y se incubó por 15min a 

65°C. Cada 3min se dieron golpes suaves con el dedo, con el objetivo de levantar la 

resina y mejorar la eficiencia. Finalmente, se centrifugó a temperatura ambiente por 1 

minuto a 14000rpm, se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio. 

 

c. Reversión del entrecruzamiento 

En esta etapa se incluyeron los tubos separados para Input, los cuales se llevaron 

a 100μL de buffer de elusión. Se adicionó NaCl a una concentración final de 200mM 

a todos los tubos (Input e inmunoprecipitación) y 10μg de RNasa A. Se incubaron a 

65°C por toda la noche. Al día siguiente, se adicionaron 25μg de proteinasa K y se 

incubaron por 2h a 50°C. Se purificó el ADN usando el kit DNA Clean & Concentra-

torTM-25 (Zymo research), según las instrucciones del fabricante. El análisis se reali-

zó mediante PCR cuantitativa.  
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Las mezclas contenían: 0,5μM de partidores (0,5μL de cada uno), 5μL del kit 2X, 

DMSO 5%, 1μL de ADN en caso de los Input y 3μL de ADN para las muestras inmu-

noprecipitadas. Se completó con agua grado biología molecular hasta completar el 

volumen final de 10μL. Los ciclos de temperatura fueron: una desnaturalización inicial 

de 3min a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificación consistentes en 90°C por 5s 

para desnaturalizar y 65°C por 10s para la extensión. Finalmente, se realizó un ciclo 

para realizar curva de disociación para confirmar la especificidad del producto ampli-

ficado, la cual constó de 95, 65 y 95°C por 30s. La normalización se realizó usando la 

amplificación de los Input. 

xii. Análisis estadísticos 

Para los análisis estadísticos se utilizó el programa GraphPad Prisma 5, median-

te el test t-student con corrección de Welch no pareado. Para obtener estadística, se 

promediaron por lo menos 3 experimentos independientes. 
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7. RESULTADOS 

Objetivo 1: Determinar si NUAK1 es un blanco transcripcional directo de 

SALL2. 

Como primera aproximación al estudio de la regulación de NUAK1 mediada por 

SALL2 se procedió a analizar el gen de NUAK1 y su región promotora.   

1.1 Análisis del gen NUAK1 y potenciales regulaciones 

 El gen de NUAK1 humano se encuentra en la hebra reversa del cromosoma 

12q23.3. Según la base de datos ENCODE (https://genome.ucsc.edu/), NUAK1 

presenta 7 exones y 6 intrones, con un tamaño total de 76.694pb, incluyendo las 

regiones no traducidas (UTRs, por su sigla en inglés: untranslated region). La 

región 5’UTR tiene un tamaño de 1380pb y la región 3’UTR, de 3462pb. Entre las 

características de NUAK1 asociadas a su potencial regulación, se identifican: una 

isla CpG, un enhancer distal, un promotor proximal y marcas epigenéticas (figura 

5).  

 

 

 
 

https://genome.ucsc.edu/
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Figura 5. Vista general del gen de NUAK1. Esquema del gen de NUAK1 genera-
do a partir de la base de datos ENCODE (https://genome.ucsc.edu/). Desde arriba 
hacia abajo, se observa: 1: Escala (50kb); 2: Ubicación en cromosoma 12; 3: Es-
quema general del gen de NUAK1. Las líneas horizontales esquematizan las zonas 
3’ y 5’UTR, en el último y primer exón, respectivamente (de izquierda a derecha). 
La zona punteada esquematiza a los intrones. Las líneas verticales representan a 
los exones; 4: Expresión de NUAK1 en 53 tejidos estudiados por RNA-seq; 5: Islas 
CpG. Se observa una isla CpG a la altura del 5’UTR; 6: Actividad transcripcional. 
Se observa transcripción desde parte del promotor proximal (aprox. 1.2kb) hasta la 
zona 3’UTR; 7: Marca de monometilación de lisina 4 en la histona H3 (H4K4Me1). 
Esta señal indica la presencia de enhancer distales y de secuencias río abajo del 
sitio de inicio de la transcripción (TSS); 8: Marca de trimetilación de la lisina 4 en la 
histona H3 (H3K4Me3). Esta señal indica que existe un promotor proximal activo. 
Se observa cerca de la zona promotora; 9: Señal de acetilación de la lisina 27 en la 
histona H3 (H3K27Ac). Esta modificación indica que la cromatina se encuentra ac-
cesible para transcripción. Se observa a lo largo de todo el gen. 
 
 Se entiende por isla CpG como una región de aproximadamente 1000pb con 

alta densidad (>60%) de sitios CpG (citosinas seguidas por nucleótidos de guanina 

en dirección 5’→3’) [117]. Las citosinas de estas islas CpG pueden ser hipermetila-

das, lo que conduciría a la represión del gen, cumpliendo así un rol regulatorio 

[118]. Aproximadamente el 72% de los promotores humanos tienen islas CpG [119] 

y la presencia de éstas se asocian con una regulación tejido específica [120]. 

Usando el programa bioinformático DBCAT (http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/), que pre-

dice islas CpG, se identificó una isla CpG tanto en el promotor de NUAK1 humano 

como Nuak1 de ratón (figura 6). 

 

 Estudios de captura de conformación de cromosoma (cHi-C) [121] usando la 

base de datos 3D Genome Browser 

(http://3dgenome.fsm.northwestern.edu/index.html) sugieren que NUAK1 está regu-

lado por un enhancer distal (figura 7). Según la base de datos Ensembl 

https://genome.ucsc.edu/
http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/
http://3dgenome.fsm.northwestern.edu/index.html
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(http://www.ensembl.org), de las 68 células en que fue estudiado este enhancer, 

sólo se encuentra activo en neutrófilos y monocitos clásicos (CD14+CD16-). 

 

 
 
 
Figura 6. El promotor NUAK1 tiene una isla CpG. Se utilizó la herramienta bioin-
formática DBCAT (http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/), que predice islas CpG. Se estudió 
el promotor y parte de la región 5’UTR de Nuak1 de ratón (A) y NUAK1 humano (B) 
obtenidos desde la base de datos Eukaryotic Database (EPD) (http://epd.vital-
it.ch/). La isla CpG del promotor de Nuak1 de ratón presenta una isla CpG de un 
tamaño de 1749pb. Se encuentra desde la posición +687 en el extremo 5’UTR has-
ta 1061pb río arriba del gen, con 67% de contenido de CG. Esta isla CpG se en-
cuentra conservada en el gen NUAK1 humano, en el cual tiene un tamaño de 
2350pb, y abarca desde la posición +917, en el extremo 5’UTR, hasta 1432pb río 
arriba del gen, con un 68% de CG. Debido a que el gen de NUAK1 se encuentra en 
la hebra reversa, se utilizó el programa A plasmid Editor (ApE) 
(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) para obtener el reverso y com-
plementario de la secuencia. Se tomó la secuencia desde 2000pb río abajo del sitio 
de inicio de la transcripción (TSS), que corresponde a parte del extremo 5’UTR (iz-
quierda) hasta 2000pb río arriba, que corresponden a la zona promotora (derecha). 
 
  

http://www.ensembl.org/
http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/
http://epd.vital-it.ch/
http://epd.vital-it.ch/
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/
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Figura 7. NUAK1 está regulado por un enhancer distal. (A) Se utilizó la herra-
mienta bioinformática 3D Genome Browser 
(http://3dgenome.fsm.northwestern.edu/index.html), que utiliza datos de 3C, 4C, 5C 
y Hi-C para buscar elementos regulatorios distales. Este enhancer fue encontrado 
en distintas líneas celulares del sistema inmune. (B) Secuencia del enhancer distal 
según la base de datos Ensembl (http://www.ensembl.org). Su ubicación exacta es: 
chr12: 105,784,201-105,784,799. No presenta sitios de unión para SALL2. 
  

http://3dgenome.fsm.northwestern.edu/index.html
http://www.ensembl.org/
https://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?range_type=within_id&chr_nr=12&around_id=1473720&around_marker=GH12G105784&start_bp=105784201&end_bp=105784799&plus_minus_Mb=4&match=exact&range=on&genes=on&enhancers=on&entity=enhancer#1473720


 

 46 

 Adicionalmente, desde la base de datos ENCODE se identificaron marcas epi-

genéticas, tales como la acetilación y metilación de histonas. Estas modificaciones 

covalentes entregan información acerca de la accesibilidad de la cromatina para la 

transcripción [122]. En la figura 5 se muestran marcas de acetilación de la lisina 27 

en la histona H3 (H3K27Ac) y la mono y trimetilación de la lisina 4 de la histona H3 

(H3K4me1 y H3K4me3, respectivamente). Se postula que H3K27Ac mejora la 

transcripción bloqueando la propagación de la marca represora H3K27me3 [123]. 

H3K4me1 se asocia a señal de enhancer distales, mientras que H3K4me3, marca 

promotores proximales activos [118], [124]. Al analizar la secuencia de ADN bajo la 

cual se observan estas marcas, se encontró que tanto la señal de H3K4me3 como 

de H3K27Ac se encontraban principalmente flanqueando la zona del promotor pro-

ximal (esquematizado en figura 8). En conjunto, estos datos sugieren que el pro-

motor proximal de NUAK1 se encuentra activo.  
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Figura 8. Esquema de las marcas de histonas. A partir del esquema general obte-
nido de ENCODE, el cual no se encuentra a escala, se analizó la secuencia bajo la 
cual se observaron las marcas de histonas. El esquema muestra la posición real de 
estas marcas, teniendo como referencia el sitio de inicio de la transcripción (TSS). 
Como el gen de NUAK1 se encuentra en la hebra revesa, a la izquierda del TSS se 
observa el gen y a la derecha, la zona promotora proximal. (A) Se muestra la señal 
de acetilación en la lisina 27 de la histona H3 (H3K27Ac). Esta señal es activadora y 
flanquea a zonas en las cuales la cromatina se encuentra accesible. (B) Señal de 
trimetilación en la lisina 4 de la histona H3 (H3K4Me3). Esta marca indica la presen-
cia de un promotor proximal activo, el cual se encuentra flanqueado por las histonas 
modificadas. (C) Representación del efecto en la cromatina de las marcas de histo-
nas. Imágenes A y B son de elaboración propia. Imagen C fue obtenida desde Bald-
wing, K, et al 2013 [125] 
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1.2 La expresión del ARNm SALL2 correlaciona con la de NUAK1 tanto en teji-

dos normales como en cáncer. 

Un método para determinar correlación es a través del coeficiente de Pearson (r). 

Este se expresa en valores que van desde -1 a +1, siendo interpretado un valor cer-

cano a +1 como una correlación positiva. Si tiende a -1 se interpreta como una corre-

lación negativa y, si se acerca a 0, no hay correlación significativa [126]. Debido a 

que la interpretación de los valores intermedios de r se considera arbitraria, se usará 

como referencia un ejemplo convencional de interpretación sugerida por Schober y 

colaboradores [126], resumida en la tabla 6. 

Se realizaron análisis bioinformáticos en los servidores R2 (http://r2.amc.nl) y mi-

Panda (http://www.mipanda.org/) para visualizar la correlación entre el ARNm de 

SALL2 y NUAK1 en diversos tejidos (figura 9). Los datos seleccionados en el servi-

dor R2 corresponden a 17382 muestras de tejidos normales secuenciadas por la oc-

tava versión del proyecto de expresión genotipo-tejido (GTEx), disponibles pública-

mente en la plataforma Gencode versión 26. Los datos se muestran normalizados en 

forma de transcritos por millón (TPM). 

El servidor miPanda integra datos públicos de muestras de secuenciación de 

transcriptoma completo (RNAseq). Esta cohorte se compone actualmente de: tejido 

humano normal de 21 tipos de una combinación de muestras del TCGA (n = 730) y 

GTEX (n = 9236), muestras de cáncer primario humano del TCGA (n = 9496), mues-

tras de cáncer metastásico humano del centro de patología traduccional, Michigan (n 

= 125) y líneas celulares de cáncer humano de la enciclopedia de líneas celulares de 

cáncer (CCLE) (n = 935) [127].  

http://r2.amc.nl/
http://www.mipanda.org/
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En la tabla 7 se resume el valor de r de los tejidos que se repetían en ambos 

servidores y que mostraron una correlación entre SALL2 y NUAK1 estadísticamente 

significativa (p<0,001). Los tejidos que presentaron correlación positiva fuerte en uno 

o ambos servidores fueron: riñón (R2: 0,783; miPanda: 0,771), estómago (R2: 0,774; 

miPanda: 0,700), testículo (R2: 0,727; miPanda: 0,776), esófago (R2: 0,724; miPan-

da: 0,712) y páncreas (R2: 0,690; miPanda: 0,708).  

 
 
 
Valor absoluto del coeficiente de correlación (r) Interpretación 

0,00 - 0,10 Correlación insignificante 

0,10 - 0,39 Correlación leve 

0,40 - 0,69 Correlación moderada 

0,70 - 0,89 Correlación fuerte 

0,90 - 1,00 Correlación muy fuerte 

 
 
Tabla 7. Ejemplo de interpretación del coeficiente de Pearson. Tabla traducida desde 
Schober y colaboradores [126]. 
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Figura 9. La correlación entre los niveles de ARN mensajero de SALL2 y NUAK1 
es tejido específica. Correlación de SALL2 y NUAK1 observada en diferentes plata-
formas: R2 (http://r2.amc.nl) (A) y miPanda (http://www.mipanda.org/) (B). En ambas 
plataformas se utilizaron datos de tejidos normales. 
 
 
 
 

http://r2.amc.nl/
http://www.mipanda.org/
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R2 MiPanda Interpretación 

Tejido r p-value N r p-value N Positiva (+) o Negativa (-) 

Riñón 0,783 1,27E-19 89 0,771 7,76E-34 1089 (+) fuerte 

Estómago 0,774 6,61E-73 359 0,7 7,43E-37 702 (+) fuerte 

Testículo 0,725 5,03E-60 361 0,776 2,75E-31 355 (+) fuerte 

Esófago 0,724 5,26E-235 1445 0,712 2,61E-
125 

1016 (+) fuerte 

Páncreas 0,69 1,08E-47 328 0,708 2,75E-31 417 (+) moderada/fuerte 

Glándula 
Adrenal 

0,674 1,40E-35 258 0,578 8,21E-16 425 (+) moderada 

Intestino 
Delgado 

0,571 1,39E-17 187 0,472 4,05E-07 104 (+) moderada 

Cerebro 0,525 2,31E-187 2642 0,386 2,43E-51 2175 (+) moderada/leve 

Próstata 0,522 1,72E-18 245 0,417 1,43E-08 680 (+) moderada 

Colon 0,456 2,75E-41 779 0,523 2,40E-31 890 (+) moderada 

Pulmón 0,442 5,37E-29 578 0,339 1,44E-14 1715 (+) moderada/leve 

Vagina 0,433 1,67E-08 156 0,47 1,16E-06 97 (+) moderada 

Corazón 0,431 2,63E-40 861 0,273 9,73E-10 485 (+) moderada/leve 

Hígado 0,378 4,52E-09 226 0,478 4,90E-12 592 (+) leve/ moderada 

Útero 0,279 7,82E-04 142 0,375 3,86E-05 359 (+) leve 

Nervios 0,219 3,45E-08 619 0,341 1,48E-10 335 (+) leve 

Piel 0,182 6,82E-15 1809 0,431 2,13E-31 1189 (+) leve/moderada 

Vasos san-
guíneos 

0,107 8,71E-05 1335 0,121 9,02E-04 745 (+) leve (tendiendo a insignifi-
cante) 

Mamas -0,17 2,49E-04 459 -0,422 9,97E-16 1506 (-) leve/moderada 

Tabla 8. Tejidos en los que se observó una correlación entre SALL2 y NUAK1 
estadísticamente significativa. Se muestran los valores del coeficiente de Pearson 
de aquellos tejidos normales en los cuales se observó una tendencia, ya sea positiva 
o negativa, con significancia estadística (P<0,001).  
 
 

Para complementar el estudio, se revisaron otras plataformas disponibles: Xena-

browser (https://xenabrowser.net/heatmap/ [127]), usada para analizar una cohorte 

de 12839 muestras de ARNm de PAN-cancer y 985 muestras de ARNm de carcino-

ma renal de células claras; análisis interactivo de perfiles de expresión génica 

(Gepia) (http://gepia.cancer-pku.cn/index.html [128]), usado para estudiar muestras 

de ARNm de riñón normal provenientes de los proyectos TCGA y GTEX; y el anali-

https://xenabrowser.net/heatmap/
http://gepia.cancer-pku.cn/index.html
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zador de correlaciones del laboratorio Bishop, Universidad de Texas  

(https://gccri.bishop-lab.uthscsa.edu/correlation-analyzer/), en el que se estudiaron 

muestras de diferentes tejidos normales adyacentes a sus respectivos cánceres. En 

todas estas plataformas se encontró una correlación positiva entre SALL2 y NUAK1, 

especialmente en tejidos normales y cancerosos de riñón (figura 10).  

 

A partir de estos análisis bioinformáticos se evidencia predominantemente una 

correlación positiva entre los niveles de SALL2 y NUAK1, con excepción de teji-

do mamario. 

 

 
 
Figura 10. Se observa una correlación positiva entre SALL2 y NUAK1 en dife-
rentes plataformas usando bases de datos de cáncer y tejidos normales. Corre-
lación de SALL2 y NUAK1 observada en diferentes plataformas: (A y B) Xenabrow-
ser (https://xenabrowser.net/heatmap/ [127]), (C) el analizador de correlaciones del 
laboratorio Bishop, Universidad de Texas  (https://gccri.bishop-
lab.uthscsa.edu/correlation-analyzer/) y (D) análisis interactivo de perfiles de expre-
sión génica (Gepia) (http://gepia.cancer-pku.cn/index.html [128]). 
 

https://gccri.bishop-lab.uthscsa.edu/correlation-analyzer/
https://xenabrowser.net/heatmap/
https://gccri.bishop-lab.uthscsa.edu/correlation-analyzer/
https://gccri.bishop-lab.uthscsa.edu/correlation-analyzer/
http://gepia.cancer-pku.cn/index.html
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1.3 Modelos celulares de estudio 

Con el fin de validar in vitro los datos informáticos, se utilizaron células embriona-

rias de riñón humano (HEK293) y fibroblastos embrionarios de ratón (MEF), los cua-

les se detallan a continuación. 

Las células HEK293 derivan desde riñón embrionario humano. Fueron seleccio-

nadas como una línea celular óptima para el desarrollo de esta tesis por diversas 

razones: (1) Los tejidos renales presentaron correlación positiva fuerte en los diferen-

tes estudios bioinformáticos; (2) es una línea celular ampliamente utilizada y caracte-

rizada; (3) expresan tanto SALL2 (isoformas E1 y E1A) como NUAK1; (4) presentan 

alta eficiencia de transfección y (5) su morfología es epitelial, lo que permite proyec-

tar a futuro para estudios con cáncer, considerando que los tumores más frecuentes 

tienen origen epitelial. Sin perjuicio de lo anteriormente mencionado, es importante 

tener en cuenta que las células HEK293 no son consideradas un modelo de función 

renal normal, incluso siendo utilizadas para estudiar genes asociados a transforma-

ción tumoral [129]. Esto nos permite acercarnos a un modelo intermedio entre células 

normales y tumorales.  
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Figura 11. Estrategia experimental utilizada en células HEK293. Diagrama repre-
sentativo del diseño experimental en células HEK293. (a) Células HEK293 silvestres 
fueron privadas de glucosa por diferentes tiempos y se detectaron los cambios a ni-
vel proteico y de ARNm de SALL2 y NUAK1, con el fin de estandarizar las condicio-
nes adecuadas de estrés metabólico para los diferentes experimentos. (b) Se generó 
un modelo deficiente de SALL2 (SALL2-/-) utilizando la técnica de CRISPR/Cas9. La 
metodología se detalla en [96]. (c) Ensayos realizados a través de ganancia de fun-
ción a partir de HEK293 SALL2-/-. La sobreexpresión de SALL2 se utilizó para deter-
minar la actividad del promotor de Nuak1 murino en ensayos de gen reportero de 
luciferasa y la unión de SALL2 al promotor de NUAK1 humano mediante ensayo de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). (d) En células SALL2-/- se generaron mo-
delos de ganancia de función inducibles por doxociclina (TET-ON), como se detalla 
en metodología (iii.d). (e) Se utilizó 1μg/mL de doxociclina para inducir la expresión 
de SALL2 en el modelo generado. Este tratamiento fue utilizado para detectar cam-
bios proteicos y de ARNm de NUAK1 frente a privación de glucosa y para determinar 
la dependencia de NUAK1 sobre el rol prosupervivencia de SALL2 ante estrés meta-
bólico. 
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Adicionalmente y a modo de comparación, algunos experimentos se realizaron 

en fibroblastos embrionarios de ratón (MEF), por las siguientes razones: (1) expresan 

SALL2 (solo isoforma E1A) [112]; (2) los datos previos que relacionan SALL2 y 

NUAK1 se obtuvieron en este modelo (figuras 3 y 4) y (3) el laboratorio dispone de 

modelos murinos silvestres y deficientes de Sall2, de los cuales se extraen las célu-

las MEF. En la figura 11 se especifica la estrategia experimental en las células 

HEK293, partiendo por las células parentales (silvestres), las cuales se utilizaron co-

mo base para la pérdida y ganancia de función de SALL2. En la figura 12 se detalla 

el flujo experimental utilizado en las células MEF, las cuales fueron aisladas a partir 

de embriones murinos, como se detalla en metodología (iii.b).  

 

 

 



 

 56 

Figura 12. Estrategia experimental utilizada en fibroblastos embrionarios de 
ratón (MEF). Diagrama representativo del diseño experimental en células MEF. (a) 
Esquema de la deleción realizada en los ratones silvestres para obtener modelos 
deficientes de Sall2 (detallado en [130]) (b) Se aislaron MEFs a partir de los embrio-
nes de ratones silvestres y deficientes de Sall2, como se detalla en metodología 
(sección iii.b, realizado en esta tesis) (c) Los MEFs aislados fueron inmortalizados 
usando el antígeno T, como se detalla en metodología (sección iii.c, realizado en es-
ta tesis) (d) Las células silvestres y Sall2-/- inmortalizadas fueron privadas de glucosa 
a diferentes tiempos, con el fin de estandarizar las condiciones de estrés metabólico. 
Los niveles proteicos y de ARNm de Sall2 y Nuak1 fueron detectados por Western 
blot y qPCR, respectivamente. Tras la estandarización, se utilizaron modelos de pér-
dida (e) y ganancia (f) de función de Sall2 (disponibles en el laboratorio). (g) Las cé-
lulas fueron privadas de glucosa para detectar cambios proteicos y de ARNm de 
Nuak1 y para determinar la dependencia de Nuak1 sobre el rol prosupervivencia de 
Sall2 ante estrés metabólico.  
 
 
 
1.4 NUAK1 incrementa sus niveles de forma correlativa con la sobreexpresión 

de SALL2 en células HEK293. 

 

Con el objetivo de determinar si la ganancia de función de SALL2 afecta la ex-

presión de NUAK1, se utilizó un modelo de células HEK293 SALL2-/- previamente 

generado en el laboratorio a través de la técnica de CRISPR/Cas9. Las células fue-

ron transfectadas con un vector de expresión de SALL2 humano unido al epítope 

FLAG o con el vector vacío. Se observó un leve incremento, pero estadísticamente 

significativo, en los niveles proteicos y del ARNm NUAK1 en las células que sobre-

expresaban SALL2 respecto al control (figura 13).  
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Figura 13. El ARNm NUAK1 incrementa sus niveles de forma correlativa con la 
sobreexpresión de SALL2. Células HEK293 SALL2-/- fueron transfectadas con el 
vector pCMV2(NH)-Flag-hSALL2 y fueron colectadas 48h tras la transfección. (A) 
Las células fueron lisadas, para posteriormente evaluar los niveles proteicos de Flag-
SALL2 y NUAK1. Actina fue usado como control de carga. (B) Cuantificación de los 
cambios en los niveles proteicos de NUAK1, normalizados respecto a Actina. (C) Las 
células fueron colectadas en TRIzol, para posteriormente extraer ARNm y evaluar los 
cambios en la expresión del ARNm NUAK1. Actina fue usado como gen normalizador 
(control interno). Valores corresponden al promedio de 3 experimentos independien-
tes. Análisis estadístico: Test-t (P<0.05). 
 

1.5 El promotor NUAK1 tiene sitios putativos de unión a SALL2 en su secuen-

cia. 

Considerando los cambios observados a nivel de ARN, se procedió a la búsque-

da de sitios de unión a SALL2 en el promotor de NUAK1 humano y Nuak1 murino 
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con el objetivo de evaluar una posible regulación transcripcional de NUAK1 mediada 

por SALL2. 

Los sitios putativos consenso de unión a SALL2 fueron identificados utilizando el 

método SELEX por Gu y colaboradores el año 2011, y corresponden a la secuencia 

GGG(A/T/C)GGG [89]. Para determinar si los promotores de NUAK1 humano y 

Nuak1 de ratón contienen estos sitios, se obtuvo la secuencia promotora a través de 

la base de datos de promotores eucariontes (The Eukaryotic Promoter Database, 

https://epd.epfl.ch//index.php) desde el nucleótido -2000 al +200pb, considerando 

como +1 al sitio de inicio de la transcripción (TSS). Se buscaron los sitios putativos 

utilizando las herramientas bioinformáticas TRED (Transcriptional Regulatory Ele-

ment Database, http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/TRED/tred.cgi?process=home) y Matins-

pector [131]. En la figura 14A se muestra un esquema representativo de los sitios 

putativos identificados realizado a través del programa Biorender 

(https://app.biorender.com/). En la figura 14B se muestra el alineamiento entre el 

promotor de NUAK1 humano y Nuak1 murino. Se encontró una coincidencia en la 

región proximal del promotor (-278…-69pb de Nuak1 murino y -250…-1pb de NUAK1 

humano), con un 71,71% de identidad. Estos análisis sugieren que es factible que 

SALL2 se una directamente al promotor de NUAK1, tanto en humano como ratón. 

Además, la región proximal surge como principal candidata, al presentar sitios con-

servados entre las dos especies. Esto se condice con los análisis de modificación de 

histonas previamente realizados, donde se observó que la región proximal (+1…-

612pb) se encuentra flanqueada por las marcas de promotor activo, H3K4me3 (figu-

ra 8B).  

https://epd.epfl.ch/index.php
http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/TRED/tred.cgi?process=home
https://app.biorender.com/
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Figura 14. Los promotores NUAK1 humano y Nuak1 de ratón presentan sitios 
de unión para SALL2. (A) De arriba hacia abajo: sitios putativos de unión a SALL2 
descritos en literatura por Gu y colaboradores [89] en el promotor de NUAK1 de Ho-
mo sapiens y Nuak1 de Mus musculus, respectivamente. Ambos fueron obtenidos 
por análisis bioinformático usando los programas TRED y Matinspector. Óvalos en 
naranja representan el sitio GGGAGGG, en verde, el sitio GGGCGGG y en azul, el 
sitio GGGTGGG. El promotor de NUAK1 humano presenta, además, un sitio 
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GGGAGGG en la posición +8 (no mostrado en este esquema). (B) Alineamiento en-
tre el promotor de Nuak1 de ratón y NUAK1 humano.  
 
 
1.6 SALL2 incrementa la actividad del promotor Nuak1 murino. 

Para determinar si SALL2 tiene un efecto en la actividad transcripcional del pro-

motor Nuak1, se realizaron ensayos de gen reportero de luciferasa, utilizando el 

constructo del promotor Nuak1 murino de 2000pb clonado previamente en el labora-

torio (Venturelli K, Tesis de pregrado, 2016). Este se encuentra unido a un gen repor-

tero de luciferasa. Se cotransfectó con cantidades crecientes de pcDNA3-mSALL2-

GFP, observándose un incremento dependiente de la concentración en la actividad 

del promotor (figura 15). 
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A 

 
 
B 

 
 
 
Figura 15. Promotor de Nuak1 murino aumenta su actividad al sobreexpresar 
Sall2-GFP. Células HEK293 SALL2-/- fueron cotransfectadas con el reportero que 
contiene 2000pb del promotor de Nuak1 y el vector vacío, o 1 y 2μg de pcDNA3-
mSALL2-GFP, respectivamente. El plásmido RSV-β-Gal, el cual expresa el gen de la 
β-galactosidasa, se utilizó como normalizador. (A) Fotografía por epifluorescencia de 

células HEK293 transfectadas con Sall2-GFP 24 horas post-transfección, con 1 y 
2μg, respectivamente. (B) 24 horas post-transfección, las células fueron colectadas y 
los lisados fueron obtenidos utilizando el buffer de lisis adecuado (Promega®) para 
medir la actividad de luciferasa y β-galactosidasa. Valores corresponden al promedio 

de 3 experimentos independientes. Análisis estadístico: Test-t (P<0.05). 
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1.7 Determinación de los sitios de unión de SALL2 al promotor Nuak1. 

Para responder a este objetivo, se clonaron diferentes fragmentos del promotor 

de Nuak1 murino, como se esquematiza en la figura 16A, los cuales tienen los sitios 

putativos de unión a SALL2. 

Para realizar el clonamiento de los distintos fragmentos del promotor Nuak1 mu-

rino (tabla 3) se utilizaron los plásmidos de 2000pb y 1008pb, previamente genera-

dos en el laboratorio (Venturelli K, tesis de pregrado, 2016). El fragmento de 1413pb 

(que contiene 11 sitios putativos de unión a SALL2) se obtuvo por reacción en cade-

na de la polimerasa (PCR) a partir del fragmento de 2008pb, utilizando los partidores 

indicados en la tabla 4 y posterior digestión enzimática (figura 9). El fragmento de 

228pb (que contiene 5 sitios putativos de unión a SALL2) se obtuvo a partir de diges-

tión enzimática del fragmento de 1008pb (figura 17). Los fragmentos fueron clona-

dos al plásmido pGL3 basic, río arriba del gen de luciferasa.  
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Figura 16. Estrategia para clonar el fragmento de 1413pb del promotor de Nuak1 de 
ratón. 
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Figura 17. Estrategia para clonar el fragmento de 228pb promotor de Nuak1 de ra-
tón. 
 

Los reporteros generados fueron cotransfectados con un vector de expresión de 

Sall2 murino en células HEK293 SALL2-/-. Se observó una diferencia en la actividad 

basal de cada fragmento del promotor, y que en todos los casos existe una tendencia 

a aumentar la actividad frente a SALL2 (figura 18B y C). Este efecto se observa más 

claramente al normalizar respecto a la actividad basal de cada promotor (figura 

18D). Estos resultados sugieren que la región proximal (228pb) contiene los sitios 
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necesarios para incrementar la actividad del promotor de Nuak1 al sobreexpre-

sar SALL2.  

 

 
 
Figura 18. La actividad de los diferentes fragmentos del promotor de Nuak1 in-
crementa al sobreexpresar Sall2-GFP. (A) Esquema representativo de las delecio-
nes en el promotor de Nuak1 murino. (B - C) Para el ensayo de gen reportero de luci-
ferasa, las células fueron transfectadas con los distintos reporteros del promotor de 
Nuak1 de ratón (228, 1000, 1413 y 2000pb, respectivamente), con y sin sobreexpre-
sión de Sall2-GFP. En todas las condiciones se agregó además el plásmido RSV-β-
Gal como normalizador. 24 horas post-transfección, se evaluó la actividad de lucife-
rasa con el kit LuciferaseGlo®, Promega, y la actividad de β-galactosidasa con el kit 

BetaGlo® (Promega). Los resultados se muestran normalizados respecto al vector 
vacío, pGL3 (B y C) o cada uno de los promotores (D). En (C) se muestra el detalle 
del fragmento de 228pb. Valores corresponden al promedio de 3 experimentos inde-
pendientes. Análisis estadístico: Test-t (P<0.05). 
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1.8 SALL2 interacciona in vivo con el promotor Nuak1.  

Con el fin de determinar si existe una unión in vivo de SALL2 al promotor de 

Nuak1, se propuso realizar inmunoprecipitación de cromatina acoplada a PCR en 

tiempo real (ChIP-qPCR). Para ello se diseñaron 8 set de partidores que contenían, 

desde el más distal al más proximal al sitio +1, los diferentes sitios putativos de unión 

a SALL2 identificados previamente (figura 19A-C). Se usó además una región no 

relacionada (N. R.), diseñada previamente en el laboratorio [112]. Se estandarizó la 

PCR para cada set de partidores con una temperatura de fusión (Tm) de 60°C. Los 

sets 6, 7 y 8 no dieron una banda única del tamaño esperado a esa Tm, por lo que se 

realizó un barrido de temperatura a 55°C, 60°C y 65°C (figura 19D).  

Con el objetivo de corroborar que en células humanas se cumpla lo observado 

en los ensayos de luciferasa en el modelo murino, los cuales mostraron que la región 

más proximal (228pb) es suficiente para que exista un incremento en la actividad 

promotora, centramos nuestra atención a los sitios de unión contenidos en esa región 

(set 8). Debido a que la región proximal del promotor de NUAK1 se encuentra en una 

isla CpG (figura 6), se evaluó el uso de facilitadores de PCR, dentro de los cuales se 

seleccionó el DMSO. Se obtuvieron resultados óptimos a una concentración del 5% 

DMSO (figura 19E). 
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Figura 19. Diseño y estandarización de los partidores para ChIP-qPCR. (A) Es-
quema representativo del promotor de NUAK1 humano y los sitios de unión de 
SALL2. Las flechas de colores indican las regiones amplificadas por los diferentes 
set de partidores. (B) Tamaños de amplicón esperados. (C y D) Gel de agarosa al 
2% para visualizar los tamaños de bandas obtenidos a las diferentes temperaturas 
de fusión (Tm). En (C) se observa el producto obtenido a 60°C. Los sets 6, 7 y 8 no 
formaron un producto único a la temperatura de fusión usada por defecto, por lo que 
se realizó un barrido de temperatura (D). (E) Para mejorar la eficiencia de los partido-
res de la región proximal (set 8) se trató con 5 y 10% de DMSO, y se realizó un nue-
vo barrido de temperatura, definiendo la condición 65°C con 5% de DMSO como óp-
tima.  
 

A continuación se transfectaron células HEK293 SALL2-/- con un plásmido que 

contenía SALL2 unido al epítope FLAG o su correspondiente vector vacío. Las célu-

las fueron colectadas 48h post-transfección, se purificaron los núcleos y se inmu-

noprecipitó SALL2 usando un anticuerpo anti-FLAG.  
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En la figura 20A y B se observa la unión relativa de SALL2 al promotor de 

NUAK1, normalizado respecto al input y a la condición sin SALL2, respectivamente. 

En la figura 20C se muestra un gel de agarosa al 2% para confirmar el tamaño del 

amplicón. En la figura 20D se observa que el incremento en la ocupancia de SALL2 

en el promotor de NUAK1 no cambia frente a estrés metabólico sin glucosa en com-

paración con las condiciones basales. Como control negativo se utilizó una región 

que no contiene sitios putativos de unión a SALL2, denominada “no relacionada” 

(N.R.) (figura 20E). En la figura 20F se observa un incremento en la relación 

H4ac/H3, lo que indica que la cromatina se encuentra activa en la región correspon-

diente al sitio de unión de SALL2 en el promotor de NUAK1. 

Los análisis de inmunoprecipitación de cromatina nos permiten sugerir que 

SALL2 se une a la región proximal del promotor de NUAK1 humano. En conjun-

to, los resultados del primer objetivo sugieren que SALL2 se une al promotor de 

NUAK1, incrementando su actividad transcripcional. 
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Figura 20. SALL2 se une a la región proximal del promotor de NUAK1. (A y B) 
Inmunoprecipitación de cromatina de la región proximal del promotor de NUAK1 (set 
8). Los resultados se muestran normalizados respecto al input (A) y como veces de 
cambio respecto al vector vacío (B). Valores corresponden al promedio de 3 experi-
mentos independientes. (C) Gel de agarosa al 2% para confirmar tamaño de ampli-
cón. (D) Inmunoprecipitación de cromatina del set 8 en condiciones de privación de 
glucosa. La estandarización del tiempo usado se muestra a continuación en la figura 
21. (E) Inmunoprecipitación de cromatina de la región no relacionada (N. R). (F) In-
munoprecipitación de cromatina usando anticuerpos contra la histona H3 acetilada 
en su residuo de lisina 27 (H3K27Ac), normalizada respecto a la histona H3 total.  
Valores corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. Análisis es-
tadístico: Test-t (P<0.05). 
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Objetivo 2:  Determinar si SALL2 promueve supervivencia celular frente a es-

trés metabólico a través del aumento en la expresión de NUAK1.  

 

2.1 SALL2 y NUAK1 incrementan sus niveles de proteína y ARNm frente a es-

trés metabólico por privación de glucosa de forma dependiente del tiempo, 

pero no frente a estrés oxidativo ni privación de suero. 

 

A modo de estandarización, se determinaron las condiciones óptimas para reali-

zar estrés metabólico en células silvestres MEF inmortalizadas (iMEF) y HEK293, 

respectivamente. Las células fueron privadas de glucosa por diferentes tiempos, ob-

servándose un incremento transitorio en la expresión de NUAK1 tras 1 hora de tra-

tamiento en ambos modelos celulares, tanto en proteínas como ARNm (figura 21).  
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Figura 21. SALL2 y NUAK1 incrementan sus niveles de forma transitoria frente 
a estrés metabólico por carencia de glucosa. Análisis de los niveles de SALL2 y 
NUAK1 mediante Western blot (A y C) y los niveles del ARNm NUAK1 por qPCR (B y 
D). Células HEK293 silvestres (A y B) y MEF (C y D) fueron sometidas a privación de 
glucosa a diferentes tiempos (0-8 horas). (A y C) Las células fueron colectadas a las 
horas respectivas y luego lisadas, para posteriormente evaluar los niveles proteicos 
de SALL2 y NUAK1. Actina fue usado como control de carga. (B y D) Las células fue-
ron colectadas en TRIzol a las horas respectivas para posteriormente extraer el 
ARNm mediante solventes orgánicos, como se describe en metodología. Los cam-
bios en los niveles de NUAK1 humano y Nuak1 murino fueron determinados por PCR 
en tiempo real. Se usó Actina como normalizador (B) y ARN ribosomal (ARNr) 18s 
murino (D), respectivamente. Valores corresponden al promedio de 3 experimentos 
independientes. Análisis estadístico: Test-t (P<0.05). 
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Como un método alternativo de estrés metabólico se analizó la deprivación de 

suero por 4, 8 y 16 horas en células HEK293 silvestres. Los tiempos elegidos corres-

ponden a los utilizados en el modelo murino en células MEF para inducir NUAK1 

(Palma M, tesis de pregrado, 2013). Si bien se observó un incremento transitorio en 

los niveles proteicos de SALL2, no hubo cambios de proteínas ni ARNm de NUAK1 

frente a esta condición (figura 22A y B). 

Uno de los efectos de la deprivación de nutrientes es la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y la consecuente inducción de estrés oxidativo [132]. El 

inductor de estrés oxidativo más ampliamente usado es el peróxido de hidrógeno 

(H2O2). Además de ser ROS por sí mismo, puede generar intermediarios reactivos, 

por ejemplo, radical hidroxilo por reacción de fenton [133]. Bajo esta premisa y consi-

derando la posibilidad de que el incremento en NUAK1 frente a privación de glucosa 

pudiera deberse a la producción de ROS, se realizó un tratamiento con H2O2. La se-

lección del tiempo y concentraciones fueron previamente estandarizadas para la in-

ducción de SALL2 en células MEF (Álvarez C, tesis de pregrado, 2017). No se detec-

taron cambios significativos en los niveles de NUAK1 frente a esta condición (figura 

22C y D). En conjunto, los datos sugieren que la privación de glucosa induce la 

expresión proteica y de ARNm de NUAK1 en el modelo celular empleado 

(HEK293). No se observaron cambios frente a privación de suero ni exposición a pe-

róxido de hidrógeno en las condiciones evaluadas. 
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Figura 22. NUAK1 no presenta cambios en su expresión de proteínas ni 
ARNm frente a privación de glucosa o tratamiento con peróxido de hidró-
geno (H2O2). Análisis de los niveles de SALL2 y NUAK1 mediante Western blot 
(A y C) y qPCR (B y D). Células HEK293 silvestres fueron sometidas a privación 
de suero a diferentes tiempos (0-16 horas) (A y B) o tratadas con H2O2 por 4h a 
diferentes concentraciones de (C y D). (A y C) Las células fueron colectadas y 
luego lisadas, para posteriormente evaluar los niveles proteicos de SALL2 y 
NUAK1. Actina fue usado como control de carga. (B y D) Las células fueron co-
lectadas en TRIzol a las horas respectivas para posteriormente extraer el ARN 
mediante solventes orgánicos. Los cambios en los niveles de NUAK1 fueron de-
terminados por PCR en tiempo real. Actina se usó como gen normalizador. Valo-
res corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. Análisis esta-
dístico: Test-t (P<0.05). 
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2.2 NUAK1 incrementa sus niveles proteicos de forma correlativa con la induc-

ción de SALL2. 

 Con el objetivo de determinar la dependencia de SALL2 para el incremento de 

los niveles proteicos y de ARNm de NUAK1, se utilizó un modelo de HEK293 SALL2-

/-, el cual expresa Flag-Sall2 murino inducible al tratar con doxociclina, el cual fue 

previamente generado en el laboratorio. 

A modo de estandarización, se realizó tratamiento con doxociclina (DOX) por 24 

y 48h y se determinaron los niveles proteicos de SALL2 y NUAK1. Se determinó que 

24h de tratamiento son suficientes para observar una inducción de SALL2. En ambos 

tiempos se observó un aumento en los niveles de NUAK1 respecto al control sin 

DOX, el cual es correlativo con el incremento de SALL2 (figura 23A). 
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Figura 23. NUAK1 incrementa sus niveles de forma correlativa con la inducción 
de SALL2. Análisis de los niveles de SALL2 y NUAK1 mediante Western blot (A) y 
qPCR (B). Células HEK293 SALL2-/- fueron sometidas a 1µg/mL de doxociclina 
(DOX) por 24 y 48h. (A) Las células fueron colectadas en PBS a las horas respecti-
vas y luego lisadas, para posteriormente evaluar los niveles de SALL2 y NUAK1. Ac-
tina fue usado como control de carga. (B) Cuantificación de los niveles relativos de 
NUAK1, normalizados respecto a Actina. (C). Los cambios en los niveles del ARNm 
NUAK1 fueron determinados por PCR en tiempo real. Actina se usó como gen nor-
malizador. Valores corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. 
Análisis estadístico: Test-t (P<0.05). 
 
 
 
2.3 SALL2 es necesario para el incremento de los niveles de NUAK1 frente a 

estrés metabólico. 

A continuación, se determinó la dependencia de SALL2 para el cambio de expre-

sión en proteínas y ARNm de NUAK1 frente a estrés metabólico por carencia de glu-
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cosa. Se observó un aumento en los niveles proteicos de NUAK1 frente a carencia 

de glucosa en células tratadas con DOX (DOX+), no así en las células no tratadas 

(DOX-) (figura 24A y B). Similares resultados se observaron al analizar los cambios 

del ARNm NUAK1, (figura 24C). Adicionalmente, se transfectaron células HEK293 

SALL2-/- con un vector de expresión de Sall2 murino unido a GFP. Se determinaron 

los niveles del ARNm NUAK1 frente a estrés metabólico, observando un incremento 

tras 1h sin glucosa solo en las células que sobreexpresan Sall2 (figura 24D).  

 

 
 
Figura 24. NUAK1 incrementa sus niveles proteicos y de ARNm frente a priva-
ción de glucosa al inducir SALL2 en células HEK293. Análisis de los niveles pro-
teicos de NUAK1 mediante Western blot (A y B) y de ARNm de NUAK1 mediante 
PCR en tiempo real (C y D). Células HEK293 SALL2-/- fueron sometidas a 1µg/mL de 
doxociclina (DOX) por 24h (A-C) o transfectadas con un vector de expresión de 
SALL2 murino unido a GFP (D) y privadas de glucosa por 1 y 4h (A-D). (A) Las célu-
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las fueron colectadas a las horas respectivas y luego lisadas, para posteriormente 
evaluar los niveles de SALL2 y NUAK1. Actina fue usado como control de carga. 
Imagen representativa de 3 experimentos independientes. (B) Cuantificación de los 
cambios en los niveles proteicos de NUAK1, normalizados respecto a Actina. (C y D) 
Las células fueron colectadas en TRIzol a las horas respectivas, para posteriormente 
extraer ARNm y evaluar los cambios en la expresión de ARNm de NUAK1. Actina fue 
usado como gen normalizador. Resultados se muestran, además, normalizados res-
pecto al control (DMEM alto en glucosa). Valores corresponden al promedio de 3 ex-
perimentos independientes. Análisis estadístico: Test-t (P<0.05) 
 

Similar a lo observado en HEK293, células MEF a las que se le indujo Sall2 

(DOX+) presentaron un incremento en los niveles proteicos y del ARNm Nuak1 frente 

a estrés metabólico, mientras que las células no tratadas (DOX-) mostraron una ten-

dencia a la disminución en sus niveles proteicos (figura 25A y B) y no presentaron 

cambios en ARNm (figura 25C). De forma interesante, al comparar las condiciones 

basales (DMEM alto en glucosa), las células a las que se les indujo Sall2 presentaron 

menores niveles proteicos de NUAK1.  

En conjunto, estos resultados sugieren que SALL2 es necesario para el incre-

mento de NUAK1 frente a estrés metabólico por privación de glucosa. 
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Figura 25. Nuak1 incrementa sus niveles proteicos y de ARNm frente a priva-
ción de glucosa al inducir Sall2 en células MEF. Análisis de los niveles proteicos 
de NUAK1 mediante Western blot (A y B) y de ARNm de Nuak1 mediante PCR en 
tiempo real (C y D). Células iMEF Sall2-/- fueron sometidas a 1µg/mL de doxociclina 
(DOX) por 24h y privadas de glucosa por 1, 4 y 8h. (A) Las células fueron colectadas 
a las horas respectivas y luego lisadas, para posteriormente evaluar los niveles de 
SALL2 y NUAK1. Actina fue usado como control de carga. (B) Cuantificación de los 
cambios en los niveles proteicos de NUAK1, normalizados respecto a Actina. (C) Las 
células fueron colectadas en TRIzol a las horas respectivas, para posteriormente ex-
traer ARNm y evaluar los cambios en la expresión de ARNm de Nuak1. ARNr 18s fue 
usado como normalizador. Resultados se muestran, además, normalizados respecto 
al control (DMEM alto en glucosa). Valores corresponden al promedio de 4 experi-
mentos independientes. Análisis estadístico: Test-t (P<0.05). 
 
 
2.4 No se observan diferencias en la supervivencia celular frente a estrés me-

tabólico en los modelos inducibles de HEK293 y MEF. 

Estudios previos mostraron una dependencia de SALL2 para la supervivencia de 

células MEF frente a estrés metabólico por carencia de glucosa y suero (figura 3). 
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Adicionalmente, se observó una correlación entre la ausencia de SALL2 (modelos 

knockout) y de NUAK1 (silenciamiento) frente a privación de glucosa (figura 4).  

Para determinar si existe una dependencia de NUAK1 para el rol prosuperviven-

cia de SALL2, se propuso utilizar el método de azul de tripán en el modelo ya proba-

do de células HEK293 SALL2-/- inducibles (FLAG-mSall2 TET-ON) en presencia del 

inhibidor de NUAK1 (HTH-01-015) en comparación con su vehículo (DMSO). Sin 

embargo, al utilizar el tratamiento con el inhibidor, las células se agregaban y se vol-

vían incontables. En la figura 26 se muestra la cuantificación del método de azul de 

tripán solo en condiciones de estrés metabólico, pero en ausencia del inhibidor. Con-

trario a lo descrito en células MEF (figura 3), no se observan diferencias significati-

vas en presencia o ausencia de SALL2. Se intentó replicar este experimento en célu-

las MEF inducibles, con similares resultados al agregar el inhibidor (figura no mostra-

da).  

 

 
 
Figura 26. No se observan diferencias en la muerte celular frente a estrés me-
tabólico en presencia o ausencia de SALL2. Células HEK293 SALL2-/- inducibles 
por doxociclina (TET-ON) fueron sometidas a privación de glucosa por 0, 60 y 72 ho-
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ras. Se comparó la muerte celular utilizando la técnica de azul de tripán. Análisis 
estadístico: Test-t (P<0.05). 
 
 

Considerando que métodos como el XTT o MTT no son factibles en condiciones 

de estrés metabólico, ya que determinan actividad metabólica que depende de la 

glicólisis, se utilizó el método de cristal violeta. Debido a que no se observaron dife-

rencias frente a estrés metabólico en las células HEK293 inducibles usando el méto-

do de azul de tripán, se utilizaron MEF inducibles. Sin embargo, no hubo diferencia 

significativa en la viabilidad entre DOX- y DOX+ frente a privación de glucosa, tanto 

en presencia del vehículo como tras inhibir NUAK1 (figura 27). 

 

 
 
Figura 27. No se observan diferencias en la muerte celular al inducir SALL2 en 
células MEF. Células MEF inducibles fueron privadas de glucosa por 48h y someti-
das a tratamiento con el inhibidor específico de NUAK1 HTH-01-015 por el mismo 
tiempo o con su respectivo vehículo (DMSO). Las células fueron fijadas y teñidas con 
una solución de cristal violeta al 1%. Las células fueron desteñidas con ácido acético 
al 10% y se determinó su absorbancia a 570nm. Los valores representan al porcenta-
je de muerte tras normalizar con su respectivo control (DMEM alto en glucosa). Aná-
lisis estadístico: Test-t (P<0.05) 
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2.5 Inhibición de NUAK1 reduce el efecto pro-supervivencia de SALL2 en célu-

las MEF shSall2. 

Con el fin de complementar los estudios de ganancia de función de SALL2, se 

utilizó un modelo de pérdida de función mediante silenciamiento (shSall2) validado 

previamente en el laboratorio [134]. Similar a lo observado en la figura 3, el silen-

ciamiento de Sall2 en MEF silvestres genera un incremento del porcentaje de muerte 

celular respecto al control, efecto que se revierte en presencia del inhibidor de 

NUAK1 HTH-01-015 (figura 28), lo que sugiere que SALL2 requiere de NUAK1 pa-

ra ejercer su efecto pro-supervivencia.  

 
 



 

 82 

Figura 28. Inhibición de NUAK1 revierte el efecto pro-supervivencia de SALL2 
frente a estrés metabólico por carencia de glucosa. Células MEF shSall2 y shCtrl 
fueron privadas de glucosa por 48h y sometidas a tratamiento con el inhibidor especí-
fico de NUAK1 HTH-01-015 o con su respectivo vehículo (DMSO). Las células fueron 
fijadas y teñidas con una solución de cristal violeta al 1% (A) Fotografía de la placa 
teñida con cristal violeta. Imagen representativa de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. (B) Las células fueron desteñidas con ácido acético al 10% 
y se determinó su absorbancia a 570nm. Los valores obtenidos representan al por-
centaje de muerte tras normalizar con su respectivo control (DMEM alto en glucosa 
en presencia del inhibidor o vehículo). Análisis estadístico: Test-t (P<0.05). 
 
 

De forma interesante, en las células tratadas con el inhibidor de NUAK1 se ob-

servó al microscopio la presencia de grandes vacuolas que coinciden con el fenotipo 

de methuosis, un tipo de muerte celular independiente de caspasas recientemente 

descrita [135]. Al analizar con mayor detalle, se observó una marcada diferencia en 

el número y tamaño de vacuolas en las células con y sin silenciamiento de Sall2. Con 

el objetivo de cuantificarlas, se replicó el experimento en placas independientes y se 

tomaron fotografías en campo claro con el aumento de 40X, confirmándose que las 

células MEF con Sall2 silenciado presentan menor número de vacuolas al tra-

tarlas con HTH-01-015 (figura 29). Estos resultados son consistentes con lo pre-

viamente observado en nuestro laboratorio frente al inhibidor de CK2, CX-4945. Cé-

lulas SW480 deficientes de SALL2 presentan significativamente menor número y ta-

maño de vacuolas que su contraparte silvestre (Paulina Sepúlveda, Tesis de Pregra-

do, 2021, anexo 1). La relación de SALL2 con la formación de vacuolas surge como 

una temática interesante para futuros estudios. 
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Figura 29. Células tratadas con el inhibidor de NUAK1 HTH-01-015 presentan 
menor número de vacuolas al silenciar Sall2. Células iMEF shSall2 y su respecti-
vo control fueron tratadas con 10μM del inhibidor de NUAK1 HTH-01-015 o su 
vehículo (DMSO) por 48h. Las células fueron fotografiadas a distintos campos. (A) 
Fotografía representativa de las diferentes condiciones. Las fotografías se tomaron 
en campo claro con un aumento de 40X. (B) Se seleccionaron al azar 100 células de 
cada condición y se cuantificaron sus vacuolas. Análisis estadístico: Test-t 
(P<0.05). 
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En conjunto, los resultados obtenidos del objetivo 2 sugieren que el rol prosuper-

vivencia de SALL2 observado frente a estrés metabólico depende del modelo celular. 

Adicionalmente, en el modelo murino con Sall2 silenciado, el rol prosupervivencia 

de SALL2 depende de la actividad de NUAK1.  
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8. DISCUSIÓN 

 

La regulación transcripcional de NUAK1 ha sido escasamente estudiada. Hasta 

la fecha se sabe que es regulado transcripcionalmente por c-MAF [78], [79], MAFB 

[79], Nrf2 [17] y TGF-β [80]. Esta tesis propone a SALL2 como un nuevo regulador 

transcripcional de NUAK1 frente a estrés metabólico por privación de glucosa. Los 

resultados del primer objetivo muestran una correlación positiva entre la ganancia de 

función de SALL2 con un incremento de NUAK1 a nivel proteico, de ARNm y de acti-

vidad del promotor. Más aún, los ensayos de inmunoprecipitación de cromatina 

(ChIP) revelan que SALL2 se une a sus sitios consenso en la región proximal 

(228pb) del promotor NUAK1.   

De forma consistente, modelos con SALL2 inducible en células HEK293 y MEF 

mostraron una dependencia de SALL2 para el incremento de NUAK1 frente a estrés 

metabólico en tiempos tempranos. Sin embargo, al estudiar el efecto en la supervi-

vencia celular, los resultados fueron controversiales. Por un lado, modelos con 

SALL2 inducible en células HEK293 y MEF no mostraron el rol pro-supervivencia de 

SALL2 previamente descrito en el laboratorio al comparar entre células MEF silves-

tres y deficientes de Sall2 (Sall2-/-). Por otro lado, células MEF silvestres en las que 

se silenció Sall2 (shSall2) mostraron una respuesta consistente con los datos previos 

en cuanto a supervivencia celular, presentando mayor porcentaje de muerte en com-

paración con las células no silenciadas (shCtrl), diferencia que se perdió usando el 

inhibidor específico de NUAK1, HTH-01-015. Esto se podría entender como que 

existe una dependencia de NUAK1 para el rol prosupervivencia de SALL2 frente 

a estrés metabólico.  
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La contradicción entre los modelos de pérdida y ganancia de función podría dar 

cuenta de un mecanismo compensatorio ante la ausencia de SALL2, lo que cam-

biaría la expresión basal de genes y la respuesta celular frente a estrés metabólico. 

Existen antecedentes en modelos in vivo de pez cebra [136], [137], Arabipdopsis 

[138] y ratón [139] de que la deleción (knockout) de algunos genes producen efectos 

compensatorios no observados al silenciar mediante morfolinos (revisado en [140]).  

Considerando la posibilidad de un mecanismo compensatorio asociado a la au-

sencia de SALL2, se discute la relación entre este factor de transcripción y los dife-

rentes reguladores transcripcionales de NUAK1 descritos hasta la fecha. Cabe des-

tacar que se realizaron análisis de los promotores de cada uno de ellos y se encon-

traron sitios putativos de unión a SALL2 (anexo 2). 

La primera regulación transcripcional descrita para NUAK1 fue a través de los 

factores de transcripción de la familia MAF grande: c-MAF y MAFB [79]. c-MAF está 

implicado en la regulación de la homeostasis de la glucosa y en la respuesta a la in-

sulina en el tejido adiposo y el hígado. Además, la expresión de c-MAF se incremen-

ta en respuesta a una dieta alta en grasas, lo que sugiere que podría estar involucra-

do en la respuesta adaptativa al estrés metabólico en el tejido adiposo y el hígado 

[81]. MAFB, por su parte, es crucial para la diferenciación de las células beta pan-

creáticas funcionales [141] y protege a células de podocitos de la nefropatía diabética 

[142]. La regulación de c-MAF y MAFB sobre NUAK1 se asocia con un fenotipo 

agresivo en mieloma múltiple [79]. Si bien no existe evidencia que pudiera relacionar 

a c-MAF y MAFB con SALL2, y que su respuesta frente a estrés metabólico se po-

dría considerar opuesta, al analizar sus promotores, se encontraron sitios putativos 
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de unión a SALL2 (anexo 2). No se encontraron sitios MARE (sitio consenso de las 

proteínas MAF) en ninguno de los promotores de SALL2 (P1 y P2). La inducción 

transcripcional de NUAK1 en contextos opuestos (privación y exceso de glucosa) 

podría tener diferentes funciones dependiendo de la localización subcelular. Estudios 

previos de nuestro laboratorio demostraron que la privación de glucosa promueve la 

acumulación de NUAK1 citosólico en células HeLa, y que la localización de NUAK1 

depende de la línea celular estudiada [56]. NUAK1 citosólico incrementa la capacidad 

glicolítica frente a inhibición de la mitocondria y producción de ATP en células de 

cáncer, mientras que NUAK1 nuclear está envuelto en la reprogramación metabólica 

hacia la glicólisis [12]. Para responder esta pregunta, se propone evaluar la localiza-

ción subcelular de NUAK1 al ser inducida transcripcionalmente por SALL2 y por las 

proteínas MAF, respectivamente.   

NUAK1 incrementa frente a estrés oxidativo en cáncer de colon a través de la in-

ducción transcripcional por NRF2, cumpliendo un rol protector [17]. De forma intere-

sante, NFE2L2, el promotor de NRF2, presenta 14 sitios consenso de unión para 

SALL2 (anexo 2). Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que SALL2 in-

crementa sus niveles frente a estrés oxidativo inducido por peróxido de hidrógeno y 

arsenito de sodio en células MEF (Claudia Álvarez, Tesis de pregrado, 2017). Esta 

correlación podría sugerir que frente a estrés oxidativo, SALL2 incrementa la expre-

sión de NRF2, regulando de forma indirecta la expresión de NUAK1. Pese a que no 

se observó incremento de NUAK1 frente a estrés oxidativo en células HEK293, se 

propone evaluar esta relación en células de cáncer de colon SW480, las cuales ex-

presan SALL2 (anexo 3).  
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El factor transformante beta (TGF-β) es una proteína de señalización celular que 

regula diversas funciones, incluyendo la proliferación celular, diferenciación, apopto-

sis y la respuesta inmunológica. Su función es crucial en el desarrollo y mantenimien-

to de los tejidos, así como en la respuesta del cuerpo a la inflamación y el cáncer. 

TGF-β también se ha identificado como un objetivo terapéutico para varias enferme-

dades, incluyendo la fibrosis y el cáncer. NUAK1 presenta retroalimentación con 

TGF-β que, dependiendo del tipo celular, puede ser positiva o negativa [13], [143]. 

Por un lado, NUAK1 y NUAK2 son inducidos transcripcionalmente al tratar fibroblas-

tos de piel con TGF-β, donde NUAK1 reprime la señalización de TGF-β, mientras que 

NUAK2 la incrementa [80]. Por el otro lado, TGF-β también induce un incremento 

rápido de NUAK1 en fibroblastos de riñón y pulmón, mientras que, a su vez, NUAK1 

promueve la señalización profibrótica YAP y TGF-β/SMAD, generando una retroali-

mentación positiva que conduce a fibrosis persistente [13]. Los autores explican es-

tos resultados aparentemente contradictorios por la diferencia en el contexto celular 

[13]. Se ha descrito previamente que TGF-β tiene distintos efectos y regulación 

dependiendo de las células estudiadas y la coexpresión con diferentes factores 

[144]. Respecto a SALL2, este incrementa sus niveles frente a privación de suero en 

conjunto con su regulador, AP4. Tanto la reincorporación de suero en fibroblastos 

quiescentes como el tratamiento con el factor transformante beta (TGF-β) reprimen a 

SALL2 y AP4 y los llevan a ubiquitinación, de forma independiente del factor de cre-

cimiento de tejido conectivo (CTGF) [114]. Debido a la presencia de sitios de unión 

de SALL2 en el promotor de TGF-β (anexo 2), se propone para futuros estudios eva-

luar si existe una relación de retroalimentación entre SALL2 y TGF-β, y cómo este eje 

podría afectar la expresión de NUAK1. 
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Otra alternativa para explicar las diferencias observadas en nuestros resultados 

dependiendo del modelo celular podría ser por el contexto genético de las células 

utilizadas. Las células MEF fueron aisladas a partir de ratones Sall2+/+ y Sall2-/-, res-

pectivamente. Nuestro laboratorio determinó que en células MEF derivadas de los 

ratones Sall2-/- existe una huella congénica de mutaciones asociadas al método me-

diante el cual se generó el modelo [134]. Esta huella congénica influencia en la ex-

presión de genes, pudiendo afectar la respuesta de NUAK1 frente a estrés metabóli-

co por privación de glucosa de forma independiente de SALL2. 

Además, es importante considerar que las células MEF son del tipo mesenqui-

mal, mientras que las HEK293 tienen características epiteliales, por lo que su res-

puesta frente a diversos factores, tanto extrínsecos como intrínsecos, es diferente. 

Cabe destacar que el origen de las células HEK293 es controversial. Si bien son am-

pliamente usadas como modelo de células normales, esto ha sido discutido por di-

versos autores (revisado en [129]). Las células HEK293 no presentan un patrón de 

expresión tejido-específico evidente, y expresan marcadores de células progenito-

ras renales [145], [146], neuronales [147] [148] y de glándula adrenal [149]. Más aún, 

existen evidencias de que las células HEK293 pueden generar sinapsis [150], son 

sensibles a agonistas implicados en señalización neuronal [151] y expresan canales 

funcionales de sodio, potasio y calcio dependientes de voltaje, específicos de neuro-

nas [152]. Además, el cariotipo de las células HEK293 es complejo, presentando 

aneuploidía, la cual puede variar de grado dependiendo del pasaje, origen y modifi-

cación realizada (HEK293T, HEK293S, etc.) (revisado en [129]). Las células HEK293 

han sido consideradas más cercanas a un modelo de transformación oncogénica que 

a epitelio renal normal [129]. Un buen acercamiento para futuros estudios que bus-
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quen la función normal de SALL2 sobre NUAK1 frente a estrés metabólico y su des-

regulación en cáncer, podría ser el uso de células de riñón normal y de cáncer renal, 

teniendo los antecedentes en HEK293 como un modelo intermedio. 

Otro aspecto que se debe considerar es la diferencia en las isoformas de SALL2 

presentes en ambos modelos celulares. Por un lado, las células HEK293 expresan 

ambas isoformas [96]. Ensayos preliminares de esta tesis, usando células HEK293 

deficientes de SALL2 a las cuales se les indujo ambas isoformas por separado 

(anexo 4), mostraron que E1 incrementa los niveles de ARNm de NUAK1, mientras 

que E1A no produce efectos en su expresión (anexo 5). Si bien SALL2 E1 se ha 

descrito principalmente como represor debido a su interacción con el complejo 

NuRD, cabe destacar que los diferentes miembros de la familia SALL pueden actuar 

como activadores o represores transcripcionales (revisado en [85]). Por otro lado, las 

células MEF silvestres solo expresan la isoforma E1A [101]. Los resultados obtenidos 

sugieren que la privación de Sall2 en MEF en condiciones basales (DMEM alto en 

glucosa) se asocia con niveles incrementados de Nuak1. Si bien los resultados del 

ensayo de gen reportero fueron realizados con el promotor murino y sobreexpresan-

do Sall2 E1A, el contexto genético de las células (HEK293 SALL2-/-) pudo haber afec-

tado en la actividad basal del promotor de Nuak1. Para futuros estudios, se proyecta 

clonar el promotor de NUAK1 humano y realizar ensayos de gen reportero de lucife-

rasa, sobreexpresando SALL2 E1 y E1A por separado. 

Estudios previos de nuestro laboratorio, en los cuales se investigó la participa-

ción de las diferentes isoformas en cáncer, demostraron que SALL2 total (isoformas 

E1 y E1A) correlacionan principalmente con marcas de cromatina activa (H3K27Ac y 
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H3K4me3) por sobre marcas de represión (H3K27me3). Por otro lado, en ausencia 

de la isoforma E1A, SALL2 E1 correlaciona principalmente con la marca de represión 

por sobre las de activación [96]. Esto es consistente con la presencia del motivo de 

unión al complejo represor NuRD en SALL2 E1, el cual no se encuentra presente en 

la isoforma E1A [94]. En esta publicación, nosotros hipotetizamos un rol potencial de 

SALL2 E1A como un regulador negativo de SALL2 E1 por mecanismos diferentes al 

reclutamiento del complejo NuRD [96]. Esta hipótesis abre nuevas líneas de investi-

gación para demostrar una posible retroalimentación entre las dos isoformas, donde 

SALL2 E1 podría incrementar los niveles de NUAK1 en alta glucosa (condiciones 

basales), siendo reemplazada por SALL2 E1A frente a estrés metabólico (anexo 6). 

Siguiendo esta línea de pensamiento, la ausencia de SALL2 E1 en las células MEF 

podría relacionarse con las diferencias observadas en el comportamiento de NUAK1 

en los diferentes modelos de pérdida y ganancia de función.  

Más allá del rol del eje SALL2/NUAK1 en la supervivencia celular frente a priva-

ción de glucosa, cabe destacar la presencia de vacuolas methuóticas frente al trata-

miento con el inhibidor de NUAK1, HTH-01-015, las cuales son significativamente 

menos abundantes en las células silenciadas (shSall2) respecto al control (shCtrl) 

(figura 29). Es importante destacar que las vacuolas se observaron en condiciones 

de alta glucosa. 

 

La methuosis corresponde a un tipo de muerte independiente de caspasas, ca-

racterizada por una vacuolización masiva del citoplasma. Estas vacuolas derivan 

desde macropinosomas [135]. La macropinocitosis es un proceso de endocitosis in-

dependiente de clatrina, donde las células de mamíferos internalizan fluido extracelu-
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lar, nutrientes y proteínas en vesículas formadas por protrusiones membranosas, co-

nocidas como lamelipodios [153]. En condiciones normales, los macropinosomas en-

tran en la vía endocítica, donde se reciclan en la membrana o maduran en endoso-

mas tardíos, para finalmente fusionarse con lisosomas. Por el contrario, en la 

methuosis este proceso es disfuncional, donde los macropinosomas no son recicla-

dos ni fusionados con lisosomas, sino que confluyen y forman vacuolas de mayor 

tamaño [135], [154], [155]. La evidencia obtenida con el inhibidor de NUAK1, HTH-

01-015 resulta interesante, ya que datos previos de nuestro laboratorio muestran que 

células de cáncer de colon SW480 deficientes de SALL2 presentan menor formación 

de vacuolas methuóticas en comparación con las células silvestres al tratarlas con el 

inhibidor de CK2, CX-4945 (anexo 1, Paulina Sepúlveda, tesis de pregrado, 2020). 

La relación entre SALL2 y la ocurrencia de methuosis es un área aún por explo-

rar, siendo relevante en la búsqueda de nuevos blancos terapéuticos para célu-

las de cáncer resistentes a apoptosis.  

 

En conjunto, los resultados aportan evidencia sobre SALL2 como un nuevo regu-

lador transcripcional de NUAK1 frente a estrés metabólico asociado a supervivencia 

celular y sugieren una aparente regulación isoforma-específica, la cual depende del 

contexto celular. Se proyecta buscar la relevancia de esta regulación frente a diferen-

tes contextos de estrés celular, o frente a estrés metabólico por deficiencia de otros 

nutrientes, como glutamina y piruvato, entre otros. Esta tesis propone nuevas e in-

teresantes líneas de investigación para comprender los mecanismos involucrados en 

la respuesta celular a estrés metabólico mediada por SALL2 y NUAK1. 
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9. CONCLUSIÓN 

 

Objetivo 1: Determinar si NUAK1 es un blanco transcripcional directo de SALL2. 

 

i. Se analizó el gen de NUAK1 y sus potenciales regulaciones.  

a. Se encontró una isla CpG de 2350pb y 68% de GC en la región promo-

tora de NUAK1 humano y 1749 y 67% de GC en la región promotora de 

Nuak1 murino.  

b. Las modificaciones epigenéticas (H3K27Ac, H3K27me3 y H3K4me3) 

indican que el promotor proximal se encuentra activo. 

c. El promotor proximal de NUAK1 humano y Nuak1 murino presentan si-

tios de unión para SALL2. 

d. Se encontró un enhancer distal activo en neutrófilos y monocitos clási-

cos (CD14+CD16-), el cual no presenta sitios de unión a SALL2. 

ii. Se realizaron análisis bioinformáticos utilizando bases de datos públicas 

(miPanda y R2, además de análisis complementarios en XenaBrowser, 

Gepia y el analizador de correlaciones del laboratorio Bishop), encontrán-

dose correlación positiva entre la expresión de SALL2 y NUAK1 en diver-

sos tejidos normales y cancerosos. 

iii. Niveles proteicos y de ARNm de NUAK1 incrementan de forma correlativa 

con la sobreexpresión de SALL2. 
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iv. A través de ensayos de inmunoprecipitación de cromatina y de gen repor-

tero, se concluye que SALL2 se une al promotor de NUAK1 e incrementa 

su actividad. 

Objetivo 2: Determinar si SALL2 promueve supervivencia celular frente a estrés 

metabólico a través de la inducción transcripcional de NUAK1 

 

i. SALL2 y NUAK1 incrementan frente a estrés metabólico por privación de 

glucosa de forma dependiente del tiempo. 

ii. La inducción de SALL2 es necesaria para el incremento de NUAK1 en mo-

delos HEK293 y MEF inducibles por doxociclina. 

iii. Células MEF con Sall2 silenciado presentan mayor porcentaje de muerte 

frente a estrés metabólico por carencia de glucosa. Este efecto es revertido 

al utilizar el inhibidor de NUAK1 HTH-01-015. Esto nos lleva a sugerir que 

NUAK1 es necesario para el rol prosupervivencia de SALL2. 

iv. Las células con SALL2 silenciado (shSall2) presentan menor número de 

vacuolas al tratarlas con el inhibidor de NUAK1, HTH-01-015. Estas vacuo-

las se corresponden con un fenotipo de methuosis, un tipo de muerte celu-

lar caracterizado por una macropinocitosis catastrófica. Se requieren ma-

yores estudios para confirmar el rol de SALL2 en este proceso. 
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10. ANEXOS 

 

 
Anexo 1. Células deficientes de SALL2 presentan menor número de vacuolas 
frente al tratamiento con el inhibidor de CK2, CX-4945. Células SW480 
SALL2WT(A11) y SALL2KO (G4 y G8) fueron tratadas con 25μM de CX-4945 por 2, 
24 y 32h. Se tomaron fotografías en campo claro con el aumento 40X (A) y se cuanti-
ficó el número de vacuolas (B). Modificado desde Paulina Sepúlveda, Tesis de Pre-
grado, 2020  
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Anexo 2. Los promotores de los reguladores transcripcionales descritos para 
NUAK1 presentan sitios consenso para SALL2. Sitios putativos de unión a SALL2 
descritos en literatura por Gu y colaboradores [89] en los promotores de c-MAF 
(MAF), MAFB (MAFB), TGF-β (TGFB1) y NRF2 (NFE2L2), respectivamente.  Óvalos 
en naranja representan el sitio GGGAGGG, en verde, el sitio GGGCGGG y en azul, 
el sitio GGGTGGG. Las secuencias de los promotores fueron obtenidas de la base 
de datos de promotores eucarióticos (EPD, por sus siglas “Eukaryotic promoter data-
base” https://epd.epfl.ch//index.php). 
 
  

https://epd.epfl.ch/index.php
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Anexo 3. Células de cáncer colorrectal SW480 expresan SALL2. Análisis de los 
niveles de SALL2 mediante western blot en distintas líneas celulares de CCR. Las 
líneas celulares HEK293 y CoN841 fueron utilizados como control positivo y HEK293 
con SALL2 nulo como control negativo.  
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Anexo 4. Esquema de la estrategia de subclonamiento para generación del vec-
tor inducible pCW57-MCS1-2A-MCS2-E1A. (A) Esquema de las regiones principa-
les del vector pCW57-MCS1-2A-MCS2 unido al gen de SALL2 E1 (B) Representa-
ción de la proteína SALL2 E1 con sus regiones características y el exón que codifica 
para cada una de ellas (modificado desde [85]). Cabe destacar que el esquema re-
presenta a la proteína, pero al estar en un plásmido, se extrapolará a la región co-
rrespondiente del exón. Se muestran además los sitios de corte para las enzimas 
BamHI (cerca de la región que codifica para el extremo N-terminal y en la región den-
tro del vector por la zona que codifica al extremo C-terminal) y AvrII (en el vector). (C) 
Estrategia de subclonamiento del vector inducible para la isoforma E1A a partir del 
plásmido que contenía la isoforma E1 inducible. 1: Generación del fragmento Flag-
E1A de SALL2 a partir de una porción ya sintetizada por GenScript 
(https://www.genscript.com/). 2: Se digirió con las enzimas de restricción AgeI y 

https://www.genscript.com/
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BamHI para la obtención del fragmento final a ligar. También se digirió el plásmido 
que contenía la isoforma de SALL2 E1 inducible, primero con BamHI y luego con 
AvrII, con el objetivo de liberar la parte constante de SALL2 (correspondiente al exón 
2). 3: Se digirió el vector vacío pCW57-MCS1-2A-MCS2 con las enzimas AgeI y 
AvrII. 4: Ligación final de las porciones de SALL2 E1A generadas en el vector 
pCW57-MCS1-2A-MCS2. 
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Anexo 5. SALL2 E1 incrementa la expresión del ARNm NUAK1 en condiciones 
basales. Análisis de los niveles de ARNm de NUAK1 mediante PCR en tiempo real. 
Células HEK293 SALL2-/- inducibles para las diferentes isoformas fueron sometidas a 
1µg/mL de doxociclina (DOX) por 24h. Las células fueron colectadas en TRIzol, para 
posteriormente extraer ARNm y evaluar los cambios en la expresión de ARNm de 
NUAK1. Actina fue usado como gen normalizador. N=1. 
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Anexo 6. Relación propuesta entre las isoformas de SALL2. Los datos presenta-
dos sugieren que SALL2 E1 incrementa la expresión de NUAK1 en condiciones de 
alta glucosa (figura 13 y anexo 6), mientras que SALL2 E1A ha mostrado una ten-
dencia a incrementar los niveles de NUAK1 frente a estrés metabólico (figura 24 y 
25). Sumado a las conclusiones propuestas por estudios previos de nuestro laborato-
rio [96], planteamos la hipótesis de que existe una competencia entre ambas isofor-
mas por la regulación de NUAK1, dependiente del contexto metabólico. 
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