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Resumen

NUAKZ1 es una serina/treonina quinasa miembro de la familia de AMPK-a que posee
localizacién nuclear y citoplasmatica dependiendo de la linea celular de cancer. NUAK1 se
encuentra sobreexpresado en mdltiples tipos de cancer, donde muestra una expresion
dependiente del grado de malignidad de los tejidos cancerosos, por lo que se asocia a un
mal pronostico del paciente. La expresion de NUAK1 ha sido relacionada a varios procesos
involucrados en la progresion tumoral, como la supervivencia celular, la proliferacion celular,
la migracion, la invasion y la metastasis. En células de hepatocarcinoma, NUAK1 participa
en el mantenimiento de los niveles de ATP, sin embargo, los mecanismos subyacentes y
su asociacion con la localizacion subcelular de NUAK1 no han sido dilucidados. Para
estudiar lo anterior, investigamos el rol de NUAK1 citosdlico en la bioenergética, glicdlisis y
el metabolismo oxidativo de células cancerosas. Primero, evaluamos los niveles de ATP y
la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial en modelos celulares con NUAK1
sobreexpresado o inhibido. Con lo anterior determinamos que la sobreexpresion de NUAK1
citosoélico se asocia con la produccion de ATP mitocondrial. Luego, por ensayo de co-
inmunoprecipitacion postulamos que lo anterior, posiblemente, ocurre a través de la
interaccion de la subunidad ATP5A. Ademas, evaluamos la funcion de NUAK1 sobre el
potencial de membrana mitocondrial, mediante microscopia fluorescente in vivo con tincién
de TMRE (tetrametilrodaminaetiléster). Como se esperaba, la sobreexpresion de NUAK1
citosolico disminuyd el potencial de membrana mitocondrial, mientras que la inhibicién de
NUAKZ1 lo aumento, lo que aport6d evidencia de qgue NUAK1, localizado en el citosol, esta
involucrado en la regulacién de la funcién mitocondrial. De manera complementaria, la
inhibicibn de NUAK1 alter6 drasticamente la morfologia mitocondrial, generando
estructuras de "donut" mitocondrial. Respecto a lo anterior, mostramos evidencia de que
estas alteraciones morfologicas estaban asociadas a un desequilibrio de estrés oxidativo.
Finalmente, evaluamos la tasa glicolitica y el lactato extracelular en modelos celulares con
NUAK?1 sobreexpresado o inhibido. En nuestros resultados, encontramos que la inhibicion
de NUAK1 citosélico disminuy6 tanto la capacidad de respiracion mitocondrial como la
capacidad glicolitica. Es interesante destacar que NUAK1 en su localizacién nuclear fue
asociado a la promocién de la glicélisis y del switch glicolitico. Este trabajo entrega
informacion sobre el rol transversal de NUAK1 en el mantenimiento de la bioenergética de
células de cancer, dependiendo de su localizacion subcelular. Ademas, por primera vez
mostramos evidencia de que NUAK1 tiene una funcion central en la glicdlisis y en las
capacidades metabdlicas. Las funciones metabdlicas de NUAK1 identificadas en este
trabajo podrian ser relevantes para la comprension de la progresion tumoral y el mal
pronostico de varios tipos de céncer. Futuros estudios permitirdn comprender los
mecanismos moleculares asociados a las funciones metabdlicas de NUAK1.



Summary

NUAKZ1 is a serine/threonine kinase member of AMPK catalytic subunit family and,
localizes in cytosolic and nuclear subcellular compartments, according to the cancer cell
line. NUAK1 is overexpressed in multiple cancers and It shows stage-dependent expression
in cancer tissues associated with the most malignant tumor and poor patient prognosis.
NUAK1 expression is associated to several tumor progression processes, such as
supporting cell survival, promoting cell proliferation, cell migration, invasion, and metastasis.
In addition, NUAK1 has been involved in the maintenance of ATP levels in hepatocarcinoma
cancer cells, but the underlying mechanism and its association with NUAK1 subcellular
localization are unclear. To find out this, we studied the role of the cytosolic NUAKL1 in the
regulation of cancer cell bioenergetics, glycolysis and oxidative metabolism. We initially
measured ATP levels and mitochondrial oxygen consumption rate in overexpressed-NUAK1
cell models or under NUAK1 inhibition. We determined that cytosolic NUAK1 increases ATP
levels and this was associated to the increase of mitochondrial ATP production, possibly
through the ATP5A subunit regulation. Also, we evaluated the NUAK1 role in the
mitochondrial membrane potential, analyzing by in vivo TMRE (tetramethyl rhodamine ethyl
ester)-based fluorescent microscopy. As expected, cytosolic NUAK1 overexpression
decreased the mitochondrial membrane potential and NUAK1 inhibition increased the
mitochondrial membrane potential, supporting that cytosolic located NUAK1 is involved in
mitochondrial function regulation. Complementary, NUAK1 inhibition dramatically altered
the mitochondrial morphology, leading to the formation of “donut” structures. Besides, we
showed evidence that depending-NUAK1 mitochondrial morphology alterations were
associated to an oxidative stress unbalance. Finally, we evaluated glycolysis rate and
extracellular lactate in overexpressed-NUAK1 or depleted-NUAK1 cell models. We found
that cytosolic NUAKL1 inhibition decreased both mitochondrial respiration and glycolysis
capacities. Interestingly, we also associated nuclear located NUAK1 to the promotion of
glycolysis and glycolysis switch. Our current studies support a transversal role of NUAK1 in
the bioenergetic maintenance of cancer cells, suggesting different metabolic outcomes
depending on its subcellular localization. Additionally, we show for the first time that NUAK1
has a central role in glycolysis and metabolic capacities. The identified roles of NUAK1 in
cancer metabolism provide a potential mechanism relevant for tumor progression, and for
its association with poor patient prognosis in several cancers. Further studies could shed
light on the molecular mechanisms associated to the identified metabolic NUAK1 functions.
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1. Introduccion

1.1. Marco Teorico
1.1.1. Cancer

El cancer es una de las principales patologias que afectan a la poblacion a nivel
mundial. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el 2008 se diagnosticaron
12,7 millones de nuevos casos y 7,6 millones de personas fallecieron de esta patologia [1].
En nuestro pais, el cancer representa la segunda causa de muerte, segun datos del
Ministerio de Salud [2]. EI cancer es considerado un desorden celular, debido a que las
células sufren cambios funcionales, transformandose y adquiriendo la capacidad de
proliferar anormalmente, lo cual generalmente lleva a la formacion de masas celulares
conocidas como neoplasias o tumores. En este punto, es importante diferenciar entre la
existencia de tumores benignos y malignos, donde los primeros corresponden a un aumento
en el nimero de células, las cuales mantienen su localizacion tisular, no invaden, ni se
esparcen a otros tejidos, por otro lado, las células del tumor maligno son altamente
invasivas y consiguen desplazarse a otros tejidos a través del sistema linfatico o circulatorio,
mediante el proceso conocido como metéastasis. Cuando nos referimos a cancer, s6lo nos
referimos a la presencia de células con caracteristicas malignas. La clasificacibn mas
comun del cancer es segun el origen histolégico y la ubicacion primaria de las células
transformadas. Entonces, el cancer se clasifica en carcinomas (origen epitelial), sarcomas
(origen tejido conectivo), leucemias (origen hematopoyético y en la médula 6sea), linfomas
(origen en ganglios linfaticos) y mielomas (origen células plasméticas). De los anteriores,
los mas comunes son los carcinomas, los cuales incluyen aproximadamente el 90% de los

canceres humanos [3].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/#A2947

1.1.2. Origen del cancer.

Durante las ultimas décadas muchos estudios se han enfocado en determinar la
identidad de los agentes y/o factores causantes del cancer, con la intencion de generar
mecanismos preventivos de la enfermedad. Dentro de los principales factores de riesgo
causantes del cancer, se encuentra la exposicion a radiacién ionizante, la exposicién a
agentes quimicos carcinogénicos, infeccion viral o con algunos microorganismos, y
predisposicién genética [3]. Tanto la radiaciébn, como muchos agentes quimicos, actlian
generando dafios en el material genético, lo que conduce a la apariciébn de mutaciones
genéticas, las cuales promoveran el desarrollo de las caracteristicas malignas de la célula
del cancer. Ejemplos de estos agentes, son la radiacion ultravioleta, la cual genera cancer
de piel, o las toxinas del humo del cigarro, que generan cancer de pulmén. Otra forma de
actuar de los agentes quimicos es induciendo la excesiva proliferacion, llevando a la célula
a acumular errores genéticos y por consecuencia a generar su transformaciéon celular.
Ejemplo de esto es el quimico éster de forbol, presente en algunas plantas [4]. En base a
lo anterior, queda a la vista que las alteraciones genéticas son fundamentales en el proceso
de transformacion celular y tumorogénesis, es decir, el cancer es el resultado de la
acumulacién de mutaciones en genes que gobiernan el fenotipo del tumor. Las mutaciones
genéticas pueden afectar tantos a genes que promueven o bien que inhiben el cancer. En
base a lo anterior, se conocen como protooncogenes a aquellos genes que se relacionan
con el crecimiento y proliferacion normal de las células, por lo que su mutacion es de tipo
dominante, proporcionan una alta capacidad proliferativa a la célula, y cuando se
encuentran mutados se denominan oncogenes. Por otro lado, los genes supresores de
tumores son genes que codifican proteinas que participan en mecanismos de control frente
a disfunciones celulares, como por ejemplo detencion del ciclo celular o promocién de la
apoptosis, en este caso la mutacién es de tipo recesiva y se traduce en una pérdida de
funcion celular. Algunos de los principales genes asociados a la generacion y malignidad
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del cancer son el protooncogen Myc y el supresor de tumores p53 [5-7]. El protooncogen
Myc (c-Myc) controla la expresion de hasta el 15% de los genes humanos implicados en
procesos de proliferacion, diferenciacion celular, metabolismo y apoptosis. c-Myc se
expresa de manera desregulada en multiples tumores, tal como el cervicouterino, de mama,
de colon, de pulmén, de pancreas, de estdbmago y cerebrales, favoreciendo la supervivencia
del tumor [5]. El gen p53 esta mutado en la mitad de los tumores humanos, cuya pérdida
impide a la célula controlar varios mecanismos anti-cancer como la apoptosis, la reparacion
gendmica y el control del ciclo celular [6, 7]. Cabe destacar que, a pesar de la existencia de
algunos marcadores genéticos predominantes en el cancer, el desarrollo del tumor favorece
la aparicién secuencial de multiple dafio genético en distintas zonas cromosdmicas (modelo
tumorigénico “multistep” de Fearon y Vogelstein, 1990), dependiente de la genética
inherente a cada individuo. Algunas de estas mutaciones confieren mayor ventaja selectiva
a algunas de las nuevas células (Ej, mayor tasa proliferativa), transformandolas
rapidamente en la parte predominante del creciente tumor, permitiendo asi la aparicion de
nuevas subpoblaciones tumorales y promoviendo la generacién de un tumor de
caracteristicas policlonales [8]. Por las razones anteriores, la complejidad genética asociada

al inicio y al desarrollo de esta patologia aun no puede ser completamente dilucidada.

1.1.3. Caracteristicas de las células del cancer.

Los tumores son un complejo tejido de células proliferativas, compuestas por
distintos tipos celulares que interaccionan unos con otros y que participan de forma activa
de la tumorogénesis del tejido. Hanahan y Weinberg el afio 2000 buscaron racionalizar las
capacidades funcionales comunes a la mayoria de las células tumorales (hallmark del
cancer), con la finalidad de aportar principios organizadores que permitieran guiar el estudio

de la diversidad de enfermedades neoplasicas existentes [9], aunque més adelante se



incorporaron 2 hallmark adicionales (adaptacion metabdlica y la modulacion del sistema

inmune). Las 6 principales y primeras caracteristicas propuestas fueron:

1.1.3.1. Autosuficiencia en sefales de crecimiento.

Tejidos normales mantienen controlado su crecimiento y ciclo celular, asegurando
el mantenimiento del correcto nimero de células y, por ende, la apropiada estructura tisular.
Células de cancer poseen desregulacion de las rutas asociadas a este control. Por dar
algunos ejemplos, las células cancerosas pueden producir ellas mismas o inducir al tejido
normal circundante (estroma asociado al tumor) a la produccién de factores de crecimiento,
independizandose de las sefiales paracrinas propias de un correcto crecimiento celular.
Otra manera de como las células del cancer sustentan su elevada proliferacion, es
sobreexpresando los receptores de membrana que reconocen los factores de crecimiento,
proporcionando a la célula una hipersensibilidad a la presencia de estos. Por otro lado, la
célula se puede independizar de la estimulacion de factores de crecimiento, expresando
proteinas de sefializacién constitutivamente activadas y/o inhibiendo los mecanismos de
retroalimentacion negativo, proporcionando a la célula continuas y desreguladas sefales
proliferativas. Ejemplo usual de esto en céncer, es la sobreexpresion de la proteina anclada
a la membrana interna, RAS, en la cual convergen multiples sefiales proliferativas y se

encuentra hiperactivada en alrededor del 20% de todos los canceres [10].

1.1.3.2. Evasion a estimulos que inhiben el crecimiento celular.

Un ciclo celular controlado, posee puntos de chequeo, que le permiten a la célula
dividirse en condiciones celulares 6ptimas 0 en caso contrario, derivar a senescencia o
muerte celular programada (apoptosis). Dentro de las principales proteinas involucradas se
encuentran la proteina del retinoblastoma (RB), la cual transduce sefiales inhibitorias de
crecimiento provenientes del extracelular (interaccion célula-entorno celular) [11] e
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intracelular (control del ciclo celular), y la proteina p53, la cual transduce sefiales inhibitorias
intracelulares (dafio gendémico, niveles bajos de glucosa, oxigeno o nucleétidos) [12]. Estas
proteinas se encuentran funcionalmente inhibidas en mdltiples cancer, favoreciendo la
proliferacién independiente de las condiciones ambientales y gendmicas de la célula. Otra
forma curiosa de como el cancer evade estimulos inhibitorios de crecimiento celular es

utilizando como factor estimulador el conocido factor anti-proliferativo TGF- [9, 12, 13].

1.1.3.3. Resistencia a muerte celular

La homeostasis celular, depende del balance de multiples procesos, como el
apropiado suministro de nutrientes, la mantencion del estado redox, el correcto
funcionamiento gendmico, entre otros, cuya alteracion irreparable en alguno de ellos
conlleva a iniciar el proceso apoptético, los cuales convergen en la activacion de proteasas
(caspasa 9) que desencadenan una cascada proteolitica de degradacion celular. También
estimulos extracelulares pueden iniciar el proceso apoptotico (caspasa 8). Como ya se
menciond anteriormente, una de las formas en que la célula de cancer se mantiene viable
a pesar del dafio genémico es por mutaciones en p53. Por otro lado, para sobrevivir a la
escasez de nutrientes producto de la elevada proliferacion, la célula tumoral aumenta los
procesos autofagicos, los cuales permiten obtener nutrientes y energia a partir de la
degradacion de organelos propios de la célula. También, una célula de cancer puede evadir
directamente la muerte celular, disminuyendo la expresién de caspasas 0 aumentando la

cantidad de la proteina anti-apoptética BCL-2 [9, 12, 13].

1.1.3.4. Capacidad replicativa ilimitada
Es conocido que las células normales poseen una cantidad de divisiones celulares

limitadas, que dependen principalmente de la extension y proteccion de los telomeros de



cada cromosoma. Los telobmeros son secuencias cortas, repetidas en tdndem en los
extremos cromosomicos, implicados en el mantenimiento de la integridad del ADN,
protegiéndolo del ataque de exonucleasas, impidiendo que se produzcan fusiones
espontaneas entre los extremos de los cromosomas y protegiéndolo del acortamiento
cromosdémico en cada division celular. Cuando esta proteccion falla la célula pasa a estado
senescente. La telomerasa es la enzima encargada de generar y mantener estas
repeticiones en tdndem y se encuentra inactiva en las células somaticas diferenciadas,
limitando asi la capacidad proliferativa de estas. La célula de cancer en cambio, evade este
problema puesto que ésta enzima se encuentra funcionalmente activa en la mayoria de los

casos [12].

1.1.3.5. Invasién y metastasis

Las células tumorales malignas presentan una activa invasion tisular que avanza a
medida que también avanza la progresion del cancer. Para células epiteliales, el inicio de
la carcinogénesis comienza con la observacion de neoplasia local, en la cual las células
pierden su organizacion y polaridad tipica epitelial, y pasan a comportarse como célula
mesenquimal, es decir, pasan a poseer morfologia alargada, se unen y avanzan por la
matriz extracelular y las adhesiones célula-célula ya que no restringen la proliferacion o
movimiento celular. Este tipo de invasion lleva por nombre transicion epitelio-mesenquimal
y esta orquestada por un aumento de mdultiples factores de transcripcién involucrados en
procesos migratorios durante la embriogénesis. Dos tipos mas de invasion han sido
descritas: la invasion colectiva, en la cual un grupo de células cancerosas avanzan hacia el
tejido circundante como una sola masa, y la invasiéon ameboide, donde una célula de cancer
se desplaza de manera amorfa, sin adherirse a la matriz extracelular, ni degradarla
mayormente, mas bien adapta su forma a los espacios presentes en el tejido intersticial que
le permiten migrar [12]. Luego de la invasion local, la célula de cancer puede realizar
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metastasis siguiendo una serie de pasos que incluyen la intravasacion en vasos sanguineos
o linféticos, el transito a través de los sistema linfatico o circulatorio, la extravasacion hacia
el parénquima de un tejido distal, la micrometastasis, que consiste en la formacion de
pequefios nddulos metastasicos no visibles y la colonizacion celular que da origen al nuevo
tumor. Para que este Ultimo paso ocurra, la célula debe lograr adaptarse al nuevo
microambiente, sobrepasando principalmente el estrés metabdlico presente en este tejido

distal [9, 12, 13].

1.1.3.6. Angiogénesis

Como todo tejido, un tejido tumoral necesita nutrientes y oxigeno, asi como la
manera de eliminar sus desechos metabdlicos y el CO.. Para solucionar las necesidades
anteriores el tumor realiza angiogénesis, proceso por el cual se generan nuevas
ramificaciones de vasos sanguineos derivados de la vascularizacién circundante, que
permitirdn el suministro sanguineo a las células del tumor. La vascularizacién tumoral
comienza en las tempranas etapas invasivas de la neoplasia. Una de las mas conocidas
formas de comenzar es con el switch angiogénico a través de la liberacién del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, por Vascular Endothelial Growth Factor), el cual
induce la formacion de nuevas ramificaciones capilares en la célula endotelial y es
expresado bajo el estimulo de hipoxia o por sefializacion oncogénica, comandada por
ejemplo por los oncogenes c-myc y RAS. Otra forma de inducir la angiogénesis es a través
de las sefiales indirectas de la inflamacion producida por las células del sistema inmune

asociadas al tumor [9, 12, 13].

Aunque las caracteristicas propuestas por Hanahan y Weinberg, fueron de gran

utilidad para organizar y ayudar a la investigacion sobre el cAncer por mas de una década,



en base a los nuevos estudios hasta la fecha, el afilo 2017 Fouad y Aanei, repostularon los
hallmark del cancer basandose en las caracteristicas propias de la célula para transformase
y progresar como célula tumoral maligna. Dentro de estas caracteristicas se mantienen la
invasion-metéstasis y la modulacion del sistema inmune, pero la angiogénesis se reformula
como vascularizacion debido a que se incorporan nuevos procesos no-angiogeénicos, y la
evasion a la muerte cambia a una alterada respuesta a estrés, puesto que incorpora los
mecanismos celulares con los cuales el tumor resiste las terapias anti-cancer. La
autosuficiencia en sefiales de crecimiento, la capacidad replicativa ilimitada y la evasion a
estimulos que inhiben el crecimiento celular, se unifican como selectivas ventajas
proliferativas. Finalmente postulan las caracteristicas del microambiente tumoral favorable

y reprogramacion metabdlica [13].

1.1.4. Generalidades del metabolismo del cancer

El metabolismo del cancer es un enorme tépico de interés cientifico, puesto que,
para la mantenciéon de la viabilidad de una célula cancerosa, ésta debe reajustar la
utilizacién de energia, optimizar la biosintesis de componentes celulares y controlar el
balance redox, redirigiendo sus rutas metabdlicas para alterar la producciéon y consumo de
metabolitos, con la finalidad de impulsar los procesos tumorales como proliferacion,
crecimiento, supervivencia, invasion y metéstasis. A modo general, para obtener energia
(ATP: adenosina trifosfato) una célula no transformada, principalmente utiliza como sustrato
la glucosa, la cual bajo condiciones aerébicas es metabolizada primero en el citosol hasta
piruvato, a través de la glicélisis y posteriormente a diéxido de carbono en la mitocondria, a
través del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), procesos que acoplados a la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) realizada por la mitocondria, generan aproximadamente 32 moles
ATP/mol glucosa (figura 1). En condiciones anaerdbicas, la célula realiza glicolisis
anaerobica en la cual la glucosa es reducida en el citosol hasta lactato, generando 2 moles
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ATP/mol glucosa (figura 1). Otto Warburg, estudiando el metabolismo energético del
cancer, observé por primera vez caracteristicas anOmalas en estos procesos [14],
determinando que incluso en presencia de oxigeno, las células cancerosas obtenian
energia llevando la glucosa hasta lactato, limitando la obtencién de ATP principalmente a
la glicélisis. Este proceso fue denominado "glicélisis aerébica" (Figura 1). Esta glicélisis
aerdbica incrementada en la célula cancerosa posteriormente tomé el nombre de efecto
Warburg [12, 15]. Los tumores que presentan este efecto poseen una reduccion en la
OXPHOS y en el numero de mitocondrias, por lo que también se les suele llamar tumores
glicoliticos. Se ha visto que estos tumores son de crecimiento mas rapido y son
predominantes en cancer de colon, de mama, de pulmén de células no pequefias (NSCLC),
gastrico, de rifion y de higado [16, 17]. Sin embargo, el efecto Warburg no se convirtio en
una caracteristica universal al cancer, puesto que se observé que algunos tipos de cancer
como el de préstata, leucemias y carcinoma cervicouterino exhiben altos indices de
OXPHOS [17]. A los anteriores se les conoce como tumores oxidativos [17]. Entonces, de
acuerdo a lo anterior, aparecen los primeros postulados en el metabolismo del cancer: la
glicdlisis elevada es de hecho una caracteristica de varios tumores y se asocia con un
crecimiento tumoral mas rapido, mientras que una OXPHOS activa también es una
caracteristica importante para otros tumores [17]. M&s aun, posteriormente se demostré
gue las células cancerosas exhiben diferentes fenotipos metabdlicos de acuerdo con el
microambiente en el que se encuentren. Esto quedd en evidencia cuando en el experimento
de Griguer y col. (2005), mostraron que las mismas células de glioma, tipicamente
clasificadas como células glicoliticas y que presentaban el efecto Warburg, cambiaban su
forma de obtener energia hacia OXPHOS, cuando se les retiraba la glucosa del medio [18].
Posteriormente, este mismo suceso fue observado en células de cancer de mama (Hs578t)
y hepaticas (HEP-G2) [17]. Por otro lado, las células del tumor pueden presentar diferentes
fenotipos metabdlicos, segun el estado de la progresion tumoral en la que se encuentre el
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cancer. Esto es, en entorno tumoral hipéxico y acidificado (etapa previa a la angiogénesis),
el tumor presenta un metabolismo mayoritariamente glicolitico, luego en un microambiente
tumoral con nutrientes y oxigeno (posterior a la angiogénesis), el tumor se convierte en
oxidativo [17]. Incluso para enfrentar la fase de invasion y metastasis, algunos tipos
celulares requieren aumentar su numero de mitocondrias activas para llevar a cabo este
proceso [19], mientras que otros requieren aumentar la tasa de glicolisis aerébica [17, 20].
Algunos autores describen que esta “plasticidad metabdlica” segun los requerimientos
celulares, ocurre gracias a una reprogramacién metabdlica celular, la cual puede ocurrir
por eventos oncogénicos no-metabdlicos o por alteraciones en proteinas relacionadas al

metabolismo celular [12, 15].

La reprogramacion metabdlica de una célula de cancer incluye mdultiples alteraciones
que le confieren ventajas frente a la progresion tumoral. Incluyen desregulaciones en el
metabolismo de la glucosa, desde la glicdlisis hasta la utilizacion de la mitocondria, pero
también alteraciones en el uso de otros sustratos metabdlicos. A modo general existe una
captacion aumentada de nutrientes. En los ultimos estudios ha tomado fuerza la importancia
de la glutamina, esto evidenciado en la sobreexpresion de transportadores de glutamina a
través del oncogén c-myc [21]. Sumado a lo anterior, otras evidencias muestran el uso
amplificado de otros aminoacidos para el desarrollo del tumor, por ejemplo, el uso de la L-
serina, un aminoacido no esencial, que le permite a la célula tumoral aumentar la produccién
de intermediarios glicoliticos o a través del ciclo de un carbono, producir nucleétidos y
reducir el estrés oxidativo [22]. Para mayor complejidad en el tema, multiples estudios
describen subpoblaciones de células tumorales con distintas preferencias metabolicas
coexistiendo en el mismo microambiente tumoral. Esto sustenta la hip6tesis generalizada
de la simbiosis intratumoral metabdlica, donde una célula tumoral glicolitica, ubicada en la
zona intratumoral hipéxica lejana a la vascularizacién, produce lactato extracelular, el cual
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es captado y utilizado por la célula tumoral oxidativa, ubicada en la zona intratumoral
normoxica cercana a la vascularizacion, como materia de energia para sustentar el
crecimiento tumoral [23]. Un reciente estudio de andlisis metabdlico masivo revela que
existe diversidad metabdlica y genética en las células del tumor, segun su cercania a los
vasos sanguineos. Ellos muestran que las células mas lejanas a los vasos sanguineos
expresan mayor cantidad de genes hipdxicos, sumado a que presentan menor actividad y
biomasa mitocondrial. Por otro lado, las células perivasculares poseen un elevado
metabolismo anabdlico, principalmente dado por una elevada biosintesis de proteinas y de
nucleotidos, una elevada OXPHOS y biomasa mitocondrial, contradiciendo el paradigma de
gue las células en presencia de oxigeno realizan principalmente el efecto Warburg.
Ademas, las células perivasculares resultaron ser las mas proliferativas, las mas invasivas,
de mayor agresividad y mas resistentes a quimioterapia y radioterapia [24]. En resumen, el
escenario metabdlico del tumor es complejo, diverso, heterogéneo y maleable en el
transcurso del cancer, aportando caracteristicas de alta malignidad y ventajas Unicas para

el desarrollo tumoral.

Tejidos Diferenciados Tejidos Proliferativos Tumores
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Figura 1: Representaciéon de la fosforilacion oxidativa, la glicélisis anaerébica, y la
glicdlisis aerdbica. En presencia de oxigeno, tejidos diferenciados metabolizan la glucosa
en piruvato a través de la glicdlisis, luego la oxidan completamente en la mitocondria y
obtienen energia por el proceso de OXPHOS. Cuando el oxigeno es limitante, las células
pueden redirigir la piruvato generado por glicolisis hacia la generacion de lactato (glicélisis
anaerdbica). En la glicdlisis aerodbica, las células cancerosas tienden a convertir la mayoria
de la glucosa a lactato independientemente de si el oxigeno esta presente. Esta propiedad
es compartida por los tejidos proliferativos, aunque las mitocondrias pueden seguir

funcionales. Fuente: Elaboracion propia modificado de Vander Heiden, Cantley [25].

1.1.5. Laglicolisisy el cancer.

Como se mencion6 anteriormente, el metabolismo de la glucosa inicia con la
glicdlisis. Esta consiste en 10 reacciones enzimaticas, llevadas a cabo por 10 enzimas
especificas, por medio de las cuales 1 mol de glucosa es catabolizado a 2 moles de
piruvato, 2 moles de NADH y genera una ganancia neta de energia de 2 moles de ATP. Las
reacciones intermedias de la glicélisis generan productos metabdlicos intermediarios que
alimentan la via de las pentosas, la cual a su vez produce NADPH, el cual participa de la
sintesis de acidos grasos y la prevencion del estrés oxidativo, como también azlcares de
5 carbonos involucrados en la biosintesis de nucleétidos. Adicionalmente, los intermediarios
metabdlicos de la glucosa pueden llevar a la biosintesis de aminoéacidos. Al término de esta
ruta, el piruvato es importado a la mitocondria para abastecer el TCA, aunque en algunas
células, como las células de cancer, cada piruvato puede ser convertido en lactato y ser
exportado fuera de la célula a través del transportador de monocarboxilato 4 (MCT4)
(Figura 2). El tumor posee una elevada captura y metabolismo de la glucosa en
comparacion con las células sanas. Lo anterior es tan relevante, que es utilizado como
herramienta de utilidad clinica diagnéstica en cancer, gracias a la técnica tomografia de

emision de positrones asociada al uso de 8F-fluorodesoxiglucosa (PET-FDG), un analogo
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radioactivo no hidrolizable de la glucosa. La FDG se administra al paciente para su
distribucién por el cuerpo, luego de lo cual el analogo es acumulado en zonas de elevado
consumo de glucosa y esto se ve reflejado en la tomografia de emision de positrones.
Gracias a lo anterior, zonas anormales con elevado metabolismo de la glucosa pueden ser
identificadas y propuestas como lugares de posibles brotes cancerosos (Figura 3).
Mudltiples adaptaciones moleculares promueven esta elevada captura de glucosa, como la
expresion del transportador de glucosa GLUT1, que en tejidos normales se expresa en
eritrocitos y células endoteliales de la barrera hematoencefélica, pero que se encuentra
significativamente elevado en muchos canceres [26, 27], asociada a un incremento del
factor inducible por hipoxia (HIF-1a) o una aberrante ruta PI3K/AKT[28], y correlacionada a
un mal pronéstico de los pacientes [29]. Adicionalmente, para mantener este elevado uso
de la glucosa, las células del tumor, especificamente las células hipdxicas del tumor, mas
lejanas a la vascularizaciéon tumoral, pueden presentar alteraciones a nivel de toda la ruta
glicolitica [26]. En efecto, se ha descrito una sobreexpresion de las enzimas glicoliticas
hexoquinasa (HK) [28], gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), enolasa 1
(ENO1), piruvato quinasa (PK) y lactato deshidrogenasa (LDHA) [30], inducidas por el
oncogén c-MYC o por el factor de transcripcion HIF-1a [31]. De estas conviene destacar la
tltima enzima de la glicdlisis, la PK, la cual es fundamental en la regulacién de la ruta. Esta
enzima se expresa en 4 isoformas (L, R, M1 y M2), siendo la isoforma PKM2 la més
abundante en células de cancer y se diferencia de las otras isoformas en que puede cambiar
de un estado de alta a baja actividad, dependiendo de las necesidades celulares. La baja
actividad de PKM2 es de utilidad para el cancer porque promueve la acumulacion de
intermediarios glicoliticos para biosintesis y para la ruta de las pentosas [32]. A pesar de la
sobreexpresion de multiples proteinas de la ruta glicolitica, Tanner y colaboradores,
mostraron que son 4 los puntos criticos que regulan la glicolisis. Los 3 principales que
elevan el flujo glicolitico son: el importe de la glucosa (GLUT1,3 y 5), la produccién de
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fructosa 1,6-BP por la enzima fosfofructoquinasa (isoformas PFKP y PFK2) y el exporte de
lactato (MCT4). El cuarto punto de control es la fosforilacion de la glucosa por la
hexoquinasa (HK2), el cual tiene un efecto dual. Su inicial expresion (menor a 5 veces),
acelera el flujo glicolitico, pero luego su aumento de expresioén (mayor a 5 veces), suprime
la glicdlisis, debido a que el exceso de actividad de la HK2 consume el ATP y no permite la
progresion de la ruta [33]. Particularmente, la enzima GAPDH, posee cisteinas sensibles a
oxidacion en su sitio catalitico, por lo que, en un contexto de estrés oxidativo, también
disminuye su actividad dirigiendo el flujo de carbohidratos hacia la ruta de las pentosas [34,
35]. De manera adicional, la condicion de hipoxia o la sobrexpresion de HIF-1a, activan a
enzima piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK1) y también permiten el cambio en la
localizacién de la enzima fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1) hacia la mitocondria. Ambas
quinasas fosforilan inhibitoriamente al complejo piruvato deshidrogenasa (PDH), regulando
asi el switch glicolitico, al impedir el ingreso de piruvato al ciclo de Krebs y favoreciendo la
produccion de lactato [36]. La aumentada produccion de lactato favorece la tumorogénesis
promoviendo procesos no metabdlicos. El lactato en células tumorales oxidativas aumenta
la angiogénesis y el crecimiento tumoral [37], ademés la excesiva produccion de &cido
lactico extracelular provoca la acidificacion del microambiente tumoral, lo que promueve la
invasion celular [38], inhibe las respuestas inmunolégicas anti-cancer [39] y favorece la

vascularizacion tumoral [37].

En resumen, mediante el uso y regulacién de la glicélisis, la célula de cancer puede
aumentar su capacidad de captar y metabolizar la glucosa, sustentar la produccion de
energia y de intermediarios metabolicos de utilidad para biosintesis de macromoléculas,
mantener balanceado el estrés oxidativo y promover el desarrollo de procesos

tumorogénicos no asociados al metabolismo.
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Figura 2: Esquema de la ruta de la glicélisis. La glucosa es captada por el transportador
de glucosa (GLUT) e inmediatamente fosforilada por la hexoquinasa (HK) y convertida a
glucosa-6-fosfato (G6P). Luego la fosfoglucosaisomerasa (PGI) convierte la G6P en
fructosa-6-fosfato (F6P), sustrato que fosforilado por la fosfofructoquinasa 2 (PFK2) a
fructosa-2,6-bifosfato (F2,6BP) y redirigido a la glicolisis por la fosfofructoquinasa 1 (PFK1),
a través de la conversion a fructosa-1,6-bifosfato (F1,6BP). La PFK1 también puede
convertir directamente la F6P a F1,6BP. Posteriormente, la aldolasa cataliza la conversion
de F1,6BP a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y glicelardehido-3-fosfato (G3P). EI DHAP es
isomerizado a G3P por la triosa isomerasa fosfato (TPI). Cada G3P generado es
transformado a 1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPGA) por la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), el cual a su vez es catabolizado a 3-fosfoglicerato (3-PGA) por
la fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1). El 3-PGA es convertido en 2 fosfoglicerato (2-PGA) por
la enzima fosfoglicerato mutasa (PGAM), el cual es convertido a fosfoenolpiruvato (PEP)
por la enolasa 1 (ENO1). En la ultima reaccion de la glicdlisis la piruvato quinasa (PK)
convierte el PEP en piruvato. El piruvato generado puede ser catabolizado por el complejo
piruvato deshidrogenasa (PDH) a acetilcoA, el cual entra al ciclo de Krebs. Cuando el
complejo PDH es inhibido por la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) se favorece la
reaccion de piruvato a lactato por la lactato deshidrogenasa (LDH), el cual es transportado
fuera de la célula por el trasportador de monocarboxilato 4 (MCT4). Fuente: Elaboracién

propia modificada de Munoz-Pinedo, El Mjiyad [32].
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Figura 3: Tomografia por emision de positrones utilizada para la deteccion de cancer
de pulmén. La masa tumoral asociada al cancer de pulmén es indicada por la flecha.

Fuente: Imagen tomada de Lee, Park [40].

1.1.6. Generalidades de la mitocondria.

La mitocondria es un organelo formado por dos membranas, una membrana externa
(OMM, del inglés outer mitochondrial membrane) y una membrana interna (IMM, del inglés
inner mitochondrial membrane) que se pliega hacia el interior de la matriz mitocondrial
dando origen a las crestas mitocondriales. El espacio entre ambas membranas es conocido
como espacio intermembrana. La morfologia y nimero de las crestas mitocondriales
reflejan la respuesta mitocondrial al estado energético celular. Mayor numero de
plegamientos estan presentes en mitocondrias mas activas, como las de las células
musculares y neuronas [41]. Este organelo posee su propio material genético (mtADN), de
estructura circular y de aproximadamente 16.000 nucleétidos en mamiferos, donde codifica
para 37 genes. Trece de estos genes codifican para proteinas que forman parte de los
complejos de la cadena transportadora de electrones, 2 genes codifican para los ARN
ribosomales de la mitocondria (rARN-12S y rARN-16S) y el resto para ARNs de

transferencia mitocondriales (tARN) [42]. Estos genes actdan en asociacion a
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aproximadamente mil genes relacionados con la mitocondria codificados a nivel nuclear,
necesarios para permitir el completo funcionamiento de este organelo. Generalmente, las
proteinas de codificacion nuclear pueden ser importadas en la mitocondria gracias a la
presencia de secuencias de importe mitocondrial en su extremo N-terminal, aunque también
se pueden presentar en la seccion interna de la proteina. Cuando la mitocondria presenta
defectos en su mtADN o esta expuesta a un excesivo estrés oxidativo es degradada a través
del proceso llamado mitofagia. Por otro lado, el proceso de biogénesis mitocondrial, en el
cual participa la expresiébn de genes tanto mitocondriales como nucleares, permite el
crecimiento y division de mitocondrias preexistentes. Ademds, las mitocondrias son
dindmicas, no solo pueden cambiar su distribucién en la célula, sino que también su
morfologia. Individualmente pueden alterar su forma y tamafio, por procesos conocidos
como fusion y fision mitocondrial. La fision mitocondrial permite la division de mitocondrias,
se observa debido al aumento de mitocondrias de morfologia pequefa, fragmentada y
circular. Este proceso esta involucrado tanto como en la proliferacién mitocondrial como en
la eliminacién de mitocondrias defectuosas, y depende de la funcién de la GTPasa DRP1
(del inglés, dynamin-1-like-protein), la cual es translocada del citosol a la OMM, y permite
la fision gracias a la interaccion con las proteinas Fisl (del inglés, Mitochondrial fission 1
protein) y Mff (del inglés, (del inglés, Mitochondrial fission factor). Por otro lado, la fusion
mitocondrial corresponde a la unién de dos unidades estructurales en una sola y se
observa debido a la disminucién del numero de mitocondrias acompafiado de un aumento
de estructuras mitocondriales elongadas. En este proceso participan en coordinacion las

GTPasas OPAL1 (del inglés, optic atrophy type 1) y mitofusinas (Mfnl y Mfn2).

La principal funciéon de la mitocondria es suministrar la mayor parte del ATP a la
célula, a través del metabolismo oxidativo de sustratos derivados de glucosa, aminoacidos
y acidos grasos. Uno de los intermediarios claves en el metabolismo mitocondrial es la acetil
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coenzima A (Acetil-CoA), la cual se forma cuando una molécula de coenzima A (CoA-SH)
acepta un grupo acetilo. Cuando los niveles de glucosa son altos, esta es generada debido
a la incorporacion del piruvato en la mitocondria, a través del transportador de piruvato
MPC, y luego convertido a acetil-CoA, gracias al complejo PDH. La reacciéon de la PDH
termina con una descarboxilacion del piruvato y la generacion de 1 mol de NADH por cada
mol de piruvato. El acetil-coA, también puede ser generado desde la beta oxidacién de
acidos grasos o por la metabolizacién de algunos aminoacidos. La generacion de acetil-coA
es una reaccion imprescindible para que la via aerobia continte hacia el ciclo de Krebs, en
el cual, como primera reaccion, el acetil-coA es condensado junto con una molécula de
oxalacetato a una molécula de citrato por la enzima citrato sintasa. Los &tomos de dicha
molécula continlan su oxidacion hasta CO., de acuerdo con la serie de reacciones
mostradas en la figura 4. Por cada molécula de acetil-CoA, se obtiene la energia de 1 GTP,
mas 3 moléculas de NADH, 1 molécula de FADH, y otras mostradas en la reaccién resumen
de la figura 4. Luego, cada NADH y FADH, es utilizados por la cadena transportadora de
electrones para generar la fuerza protdn motriz del espacio intermembrana. La cadena
transportadora de electrones esta formada por una serie de complejos enzimaticos que
permiten aumentar el potencial de membrana mitocondrial gracias a una serie de ciclos de
reacciones de oxidacion y reduccion. El complejo | (NADH deshidrogenasa o NADH-
ubiquinona oxidorreductasa) esta formada por 45 subunidades, este capta dos electrones
desde 1 NADH y los transfiere a la proteina ubiquinona (Q), reduciéndola y transformandola
en ubiquinol (QH), mientras simultaneamente transloca 4 protones a través de la IMM
(Figura 5). ElI complejo Il (succinate:ubiquinone oxidoreductase), consiste solo de 4
péptidos y no es una bomba de protones. La porcién periférica del complejo, también
conocida como complejo succinato deshidrogenasa (SDH) esta formado por una
flavoproteina (SdhA), que tiene unida covalentemente el cofactor FAD y posee el sitio de
union al sustrato succinato, y una proteina asociada a hierro (SdhB), las cuales en conjunto
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funcionan como la enzima succinato deshidrogenasa del ciclo de Krebs, realizando la
formacion de fumarato y 1 FADH,, a partir de 1 succinato. Los electrones de la oxidacion
del fumarato se canalizan a través de la reduccion del FAD a FADH,, seguido de su
inmediata oxidacion in situ a través del paso de los 2 hidrogenos de FADH; a la ubiquinona.
Lo anterior es posible, gracias a la parte hidrofébica del complejo Il (Figura 5). Luego el
ubiquinol difunde a través de la membrana mitocondrial hasta el siguiente complejo. El
complejo 1l (complejo citocromo bc;), consta de 11 subunidades, dentro de los cuales
destacan dos subunidades llamadas citocromos (proteina con un grupo prostético hemo) y
la proteina hierro-azufre de Rieske. EI complejo Ill oxida el QH. movilizando 4 protones
hacia el espacio intermembrana y transfiere los electrones al citocromo c, el cual difunde
por la membrana mitocondrial hasta el complejo IV (Figura 5). El complejo IV (citocromo ¢
oxidasa), formada por 13 subunidades, reoxida el citocromo c, transfiere 2 protones al
espacio intermembrana y los electrones hacia el oxigeno (Figura 5). La reduccién parcial

de oxigeno puede producir el radical superéxido (O ), del cual a su vez pueden derivar el
peroxido de hidrégeno (H20>) o el radical hidroxilo (OH "), dando origen a la aparicion del

ROS. El flujo de protones, derivados del funcionamiento de los complejos | al 1V, crea un
potencial de membrana, dado por un gradiente electroquimico y de pH, que permiten el
funcionamiento del complejo V (ATP sintasa). La ATP sintasa utiliza la energia proton-
motriz generada por el paso de iones hidrogenos hacia la matriz mitocondrial para realizar
la reaccion de sintesis de ATP, a partir de ADP y pirofosfato inorganico, proceso conocido
como fosforilacién oxidativa (Figura 5) [41]. De manera complementaria, en la mitocondria
también se realizan procesos de biosintesis de macromoléculas, modulacién del estado
celular de oxidacion-reduccion (redox), generacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS), control de los niveles de calcio citosélico (Ca?*) y el inicio de la apoptosis, es decir,
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la mitocondria no solo participa de la generacion de energia celular, sino también de muchos

otros procesos celulares [41].

o coo-
A

& I
20 et %HZ
"OOC‘(‘:AOH
£ \ COO-
Citrato T2 Aconitasa
O___COO~ sintasa 6007 Peorted H—C—OH
= -00C—C—H
| Citrato
‘CHz CHy
NADH + H* £O0= CoO- NAD*
Oxalacetato Isocitrato
Malato Isocitrato
deshidrogenasa deshidrogenasa NADH + H*
NAD* B + CO;
Eoo— ~e°
|
HO—C—H B CH,
l Ciclo de KREBS ]
e CH,
COO- éOO‘
Malato

«-Cetoglutarato

Complejo NAD*
a-cetoglutarato + Co
Fumarasa deshidrogenasa
CoA-S_ o
_— ¢ NADH & He
12/ +
H__-COO- 2

I
I CHz

-00c~ H Succinato uccinil-Coa CH;
FM,N TR o S coo-
e Succinil-CoA
FADH, CH2 GDP + Pi
FAD. COO-  gcre

Succinato

B

Acetil-CoA+ 3NAD* + FAD + GDP + P; + H,0 — 2CO, + CoA-SH + 3NADH + FADH, + GTP + 3H*

Figura 4: Esquema del ciclo de KREBS. (A). Esquema de las reacciones quimicas del
ciclo de Krebs, en azul se muestran las enzimas [43]. (B). Reaccién resumen del ciclo de
Krebs. Fuente: Elaboracion propia modificado de Stryer, Berg [43]

Complejo! Complejoll Complejo lll Complejo IV ComplejoV

Succinato

des|
interm

Matriz
mitocondrial

o O O
1202 2H+ H0

o Citocromo c oxidasa
Succinato Fumarato Camplaja eitosramo

bel
NADH!

O -2.7.6.1 O -3.6.1.1
PPPi PPi

00
FiADP 9 00
3+ ATPH20

Figura 5: Esquema de la cadena transportadora de electrones. Fuente: Modificado de
“KEGG Pathway Maps”.

20



1.1.7. Lamitocondriay el cancer.

Anteriormente mencionamos que hay células de cancer que disminuyen su actividad
mitocondrial, para promover su fenotipo glicolitico y de esta manera promover la progresion
tumoral, sin embargo, también establecimos la existencia de células tumorales de fenotipo
oxidativo que aportan ventajas fundamentales para el desarrollo del tumor [24].
Complementando lo anterior, el rol de la funciébn mitocondrial en cancer ha sido expuesta
en multiples estudios. Algunas evidencias indican que mutaciones en genes mitocondriales
son comunes en cancer y que los genes para OXPHOS codificados en el mtADN son
esenciales para la supervivencia de las células cancerosas. Adicionalmente, experimentos
donde se ha realizado la eliminacion de las mitocondrias a células de cancer, muestran que
estas células disminuyen su capacidad proliferativa y reducen la formacién de tumores,
sugiriendo que la mitocondria juega un rol en la tumorogénesis [44, 45]. Por otro lado,
existen antecedentes de que el switch oxidativo es necesario para la invasion celular, para
el aumento de niumero de células de cancer en circulaciéon en el torrente sanguineo [19] y
a su vez para la metastasis [19, 46]. Para promover el fenotipo oxidativo, la célula puede
aumentar su numero de mitocondrias a través del proceso de biogénesis mitocondrial.
Multiples estudios han demostrado que el aumento de la biogénesis mitocondrial promueve
la tumorogénesis, comandado por la sobreexpresion de MYC o la pérdida de p53 [47].
Algunos ejemplos de proteinas involucradas en la regulacion de la biogénesis mitocondrial
y con funcién relacionada a cancer son el factor de transcripcion mitocondrial (mtTFA), la
proteina p32 altamente conservada que se localiza principalmente en la matriz mitocondrial
y los coactivadores transcripcionales PGC-1a y PGC-1f3. El aumento de mtTFA se asocia
con la progresion del cancer [48] mientras que p32, sobreexpresada en tumores de mama
y ovario, se asocia con una alta malignidad, promueve la fosforilacion oxidativa y permite el
switch desde glicdlisis hacia OXPHOS [49]. La relevancia de p32 para la tumorogénesis,
incluso lo propone como un blanco terapéutico validado en glioma [50]. Por otro lado, la
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sobreexpresion de PGC-1a junto con PGC-1p3, en cancer de colon y algunos subtipos de
melanoma, permiten a la célula cancerosa balancear la actividad mitocondrial y la
capacidad de detoxificar ante el aumento de estrés oxidativo, favoreciendo la supervivencia
del tumor [51, 52], por lo que ademas, su expresiéon puede definir la capacidad de respuesta
a tratamientos quimioterapéuticos dependientes de ROS [52]. La mitofagia también se
encuentra desregulada en multiples cancer [53]. Para mantener una elevada OXPHQOS, la
célula de cancer también mantiene una elevada mitofagia, la cual permite el correcto
clearance de las mitocondrias mas dafiadas y de esta manera no generar una excesiva
acumulacién de ROS [54]. Aunque el rol de esta desregulacion dependera del contexto de
la célula de cancer, por ejemplo, el receptor pro-mitofagico BNIP3 tiene funciones
supresoras de tumores en el cAncer de mama, mientras que, en melanoma, en carcinoma
de células renales y en cancer pancreético tiene un papel promotor tumoral [53]. La
coordinaciéon entre la biogénesis mitocondrial y la mitofagia, permiten generar mas

mitocondrias funcionales y favorables para el desarrollo del cancer.

La revision de Porporato y colaboradores el afio 2018, sugiere que las mitocondrias
pueden contribuir a la transformacion maligna por la generacion de especies mitocondriales
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales favorecen la acumulacion de defectos en el ADN y
la activacion de vias de sefializacion potencialmente oncogénicos, no obstante estas
especies deben mantenerse balanceadas debido a que su exceso puede llevar a la célula
tumoral a la apoptosis [55, 56]. La importancia de lo anterior destaca en el contexto del
oncogén K-RAS. El metabolismo mitocondrial y la generacion de ROS mitocondrial son
necesarios para que el oncogén K-RAS se pueda anclar a la membrana citoplasmética y
cumpla sus funciones tumorigénicas, tanto asi que la disfuncién de las mitocondrias en
células de cancer de pulmon dependientes de K-RAS disminuye el crecimiento y

proliferaciéon tumoral in vivo [57]. Otro factor que puede contribuir a la transformacion
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maligna es la acumulacién anormal de metabolitos mitocondriales especificos producto de
mutaciones en las enzimas metabdlicas [58]. Un ejemplo de esto es la inhibicion de la SDH.
Las subunidades de este complejo se encuentran mutadas en algunos cancer [59], aunque
la mayor relevancia clinica la tiene en paragangliomas y carcinoma renal, en los cuales
existe un pérdida de funcion de este complejo [59, 60]. La carencia funcional del complejo
SDH, lleva a una acumulacion de succinato y bajos niveles de fumarato, lo cual se ha
asociado a un incremento del nivel de ROS mitocondrial [61] y la promocion de la
angiogénesis [62]. De manera contradictoria a lo anterior, el aumento de fumarato también
es algo que se observa en otros tejidos cancerosos, debido a que la enzima fumarasa se
encuentra inactiva o suprimida. El fumarato acumulado puede modificar covalentemente las
cisteinas de las proteinas, por un proceso no catalizado denominado succinacion, causando
alteraciones en multiples rutas de sefializacién celular [63]. La clasica succinacién ha sido
observada en el regulador negativo (KEAP1; del inglés Kelch-like ECH-associated protein
1) del factor de transcripcion NRF2 (del inglés, factor erythroid-derived 2-like 2), dando como
resultado final la activacion de NRF2, la expresion de proteinas con funcién antioxidante y
un aumento de la proliferacién celular [64]. Asimismo, la funcibn mitocondrial permite el
aumento dramatico en la produccion de lipidos saturados, ventajoso para la proliferacion
de células tumorales, permitiendo el desarrollo de la elevada proliferacién del cancer y de
la generacion de membranas mas resistentes al dafio oxidativo [65]. Ademas, el
metabolismo de la glucosa puede ser alternado por el metabolismo de la glutamina u otros
aminodcidos, la cual puede ser incorporada al ciclo de Krebs para produccion de energia o
para sintesis de biomoléculas. En resumen, la funcién y el metabolismo mitocondrial en
cancer tiene muchas aristas y para lograr su compresion los contextos genético y del

microambiente tumoral deben ser tomados en cuenta.
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1.2. Estado del arte y antecedentes de este trabajo.

1.2.1. NUAKL1y su asociacion con cancer

Estudios de correlacion entre la expresién de genes y la prognosis del cancer,
muestran que existe una quinasa llamada NUAKL, que se encuentra sobreexpresada en
varios tipos de céncer y cuya expresién se relaciona con un mal pronéstico clinico del
paciente. Entre los cancer donde se ha encontrado elevada expresion de NUAK1 se
encuentra el de hepatocarcinoma [66], cancer de colon [67], cancer de pulmén NSCLC (del
inglés, Non-small-cell lung carcinoma) [68], melanoma [69], cancer pancreético [70],
gliomas, cancer gastrico y cancer de ovario [71-73]. En particular, aunque a nivel fisioldgico
NUAK1 se encuentra expresado en corazén y cerebro, y en menor medida en musculo
esquelético, rifion, ovario, placenta, pulmén e higado [39, 74], la expresiéon de NUAK1 no
se observa en el tejido de un colon sano, pero si se encuentra presente en lesiones de
cancer colorrectal [67], donde la elevada cantidad de NUAK1 se correlaciona con los peores
escenarios clinicos [56]. Sumado a lo anterior, observaciones histoldgicas, muestran que la
expresion de NUAK1 es mayor en los estadios clinicos mas avanzados (muestras de
clasificacion invasiva y de origen metastasicos), existiendo una correlacion altamente
positiva entre la expresion de NUAKL1 y la progresion clinica del cancer [56, 73]. Debido a
lo anterior, se ha propuesto que NUAKL1 esta involucrado en carcinogénesis y progresion

tumoral.

1.2.2. Estructuray localizacion de NUAK1.

NUAK1 es una proteina con actividad quinasa de 661 amino&cidos en humanos (~74
kDa), 658 aminoacidos en ratén y 660 aminoacidos en rata, perteneciente a la familia de
quinasas relacionadas a AMPK (AMPK-R, del inglés: AMPK-related kinases). Posee un
dominio catalitico ubicado en el extremo N-terminal desde el residuo 55 al 306, donde al
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igual que todas las proteinas de la familia de AMPK-R, NUAK1 posee un sitio T-loop
importante para su regulacién catalitica [75]. NUAK1, para poder realizar su actividad
quinasa, utiliza su lisina-84 para la unién de ATP [75]. Adema4s, posee tres motivos glicina-
isoleucina-leucina-lisina (GILK): G399-K402, G466-K469 y G523-K526, que facilitan el
reclutamiento e interaccién con su proteina blanco PP1-B (del inglés, protein fosfatasa 1
beta) [76]. A nivel subcelular, NUAK1 posee localizacion nuclear y citosélica [77], aunque
su distribucion en estos compartimentos varia dependiendo de las distintas lineas celulares
y, ademas, su localizacién citosolica puede ser inducida por estrés oxidativo [78].
Adicionalmente, en muestras histologicas de cancer gastrico y glioma, se observa que en
tejidos de grado mas avanzado NUAK1 se acumula principalmente en el citoplasma celular
[71, 73]. En contraste a lo anterior, observacion de NUAK1l en NSCLC lo sitian
principalmente en localizacién nuclear [68]. Por otro lado, en cuanto a su distribucion en
desarrollo, en estadios embrionarios tempranos, se expresa en la parte apical del
neuroextodermo del extremo cefélico y en estadios embrionarios mas tardios, su expresion
se localiza en algunas vesiculas cefélicas (diencéfalo y mesencéfalo), faringe y dermis
ventral [79]. En el modelo de ratén Knock-out para NUAK1 no se aprecian alteraciones
morfol6gicas en el sistema nervioso, sin embargo los embriones no son viables, puesto que

sufren de onfalocele, un defecto en el cierre de la pared abdominal [79].

1.2.3. Regulacién de NUAK1.

En cuanto a la regulacion de su expresion génica, se conoce la participacion de dos
miembros de la familia de proteinas Large-MAF, c-MAF/MAFB, los cuales se unen en el
promotor de NUAK1 en 2 sitios de reconocimiento del elemento MAF (MARE) y aumentan
la transcripcion de NUAK1 [80]. NUAK1 también es regulado por el factor trascripcion NRF2,
putativamente en un sitio de respuesta a estrés oxidativo (ARE) [56]. La localizacion
intracelular de NUAK1 es regulada por un transporte nuclear activo dependiente de la
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importina-7 y la importina-9, las cuales reconocen la secuencia de localizacién nuclear
bipartita (NLS) ubicada en la regién N-terminal de NUAK1 (NLS: K43-R44-X25-K70-R71)
[78]. NUAK1 también puede ser regulada por modificaciones post-traduccionales. NUAK1
posee una baja actividad basal, pero distintos estimulos pueden aumentar su actividad a
través de fosforilaciones por diferentes quinasas. LKB1 fosforila el residuo Treonina-211 del
T-loop y este eje LKB1/NUAK1 es fundamental para la regulacién del ciclo celular [81], la
adhesion celular [76] y el branching neuronal en el desarrollo de axones corticales [82]. Por
otro lado, se ha descrito que en presencia del factor de crecimiento TGF-1, frente a la
activacion del receptor TGF-R1 o en inaniciébn de glucosa, NUAK1 requiere de la
fosforilacion por la quinasa AKT en la Serina-600 [83, 84]. Cabe destacar que NUAK1 es el
anico miembro de la familia AMPK-R, que puede ser fosforilada por AKT [83, 84]. Ademas,
se ha encontrado que frente al factor de crecimiento IGF-1, es activado conjuntamente por
NRD2 en la Thr21ly por AKT en la Ser600 [85]. La contraccion muscular y AICAR (en
inglés, 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide), un andlogo de AMP capaz de
estimular la actividad de AMPK, también provocan un aumento de fosforilacién en el t-loop
de NUAK1 probablemente a través de AKT, sin embargo, estos no afectan su actividad [39].
La insulina también es capaz de inducir la fosforilacion en NUAK1 por AKT [39]. Estudios
mas recientes muestran que NUAKL responde a estrés oxidativo, donde la actividad
quinasa de NUAK1 aumenta, debido al aumento de ROS, producto de la oxidacién de sus
cisteinas y fosforilacion en su residuo Thr211 [56]. NUAK1 es poli-ubiquitinado en los
residuos Lisina-29 y Lisina-33, lo que curiosamente no cambian la estabilidad de la NUAK1,
sino mas bien impiden su activaciéon mediada por LKB1. Estas cadenas de poli-ubiquitina
son retiradas por la enzima de desubiquitinizacion USP9X, la cual se puede unir para

cumplir su funcién gracias al residuo Triptofano-305 de NUAK1 [5].
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1.2.4. Funciones celulares y moleculares de NUAKL1.
Existe evidencia de la participacion de NUAK1 en mudltiples procesos celulares
tumorigénicos. A continuacion, se dard una descripcion detallada de como NUAK1 realiza

cada una de estas funciones.

1.2.4.1. Migracién e invasion celular.

La migracion y la invasién son procesos fundamentales para que la célula de cancer
pueda distribuirse al tejido adyacente y realizar los procesos metastasicos. Estudios en
células de cancer mostraron que la disminucién funcional de NUAK1 disminuye la
capacidad migratoria de las células, sugiriendo que NUAKL1 participa de este proceso [68,
86, 87]. NUAK1, activado por LKB1, promueve el desprendimiento de las células (cell
detachment), a través de la union a la fosfatasa PP1-B y la posterior fosforilaciéon de MYPT1,
produciendo una cascada de sefializacion que lleva a la activacién de la contraccion de las
cadenas de miosina Il, permitiendo que la célula puede despegarse de la superficie o matriz
extracelular a la cual se encuentra adherida, proceso clave en el inicio, sostenimiento y
dinamica de la migracion celular [76]. Por otra parte, Suzuki y col. encontraron en células
de cancer de colon y pancreas que NUAK1 es necesario para la invasion tumoral,
dependiente de la fosforilacion en su Ser600 por AKT [83]. Lo mismo fue observado en
gliomas [71], cancer gastrico y cancer de mama [73, 88]. El mecanismo por el cual NUAK1
promueve la invasion no esta del todo claro, pero se sabe que involucra el aumento de
actividad de las metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9, las cuales son claves para la

degradacion de la matriz extracelular en el proceso de invasion [83].

1.2.4.2. Participacién en la supervivencia celular.
NUAK1 permite la supervivencia celular participando de la regulacién de los
procesos de arresto celular, senescencia e inhibicion de la apoptosis celular. NUAK1 regula
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el arresto del ciclo celular en G1/S fosforilando de manera dependiente de la sefializacion
de AKT, a la proteina blanco ATM (Ataxia telangiectasia mutated: una serina/treonina
quinasa que activa p53), o bien, de manera dependiente de LKB1, al factor de transcripcién
p53 (Serl5 y Ser392) en el nucleo, sobre todo bajo condiciones de inanicion de glucosa
[77, 89]. Es decir, especialmente en respuesta a estrés metabdlico, NUAK1 activado, puede
inhibir la proliferacion celular, actuando como supresor de tumor a través de la activacion
y/o interaccion con p53. Curiosamente, en células normales la via LKB1/NUAK1 puede
inducir senescencia, llevando a un arresto del ciclo celular en la fase tardia S/G2-M, por un
mecanismo independiente de p53, producto de la desestabilizacién de la proteina LATS1,
quinasa reguladora de la localizacién del aparato mitético, generada por la fosforilacién
directa sobre su Ser464A. Como resultado de lo anterior, las células con sobreexpresion de
NUAK1 desarrollan inestabilidad genémica, observada por el desarrollo de aneuploidia y
polinucleacion, procesos clasicamente pro-cancerigenos [81]. Las diferencias
experimentales entre cada trabajo dificultan la comparacién de resultados, sin embargo,
proponen a NUAK1 como un mediador especifico del arresto del ciclo celular para contextos

celulares particulares.

La apoptosis es el principal mecanismo de muerte de la célula y tiene lugar cuando
ésta acumula disfunciones internas o por efecto de inductores exdgenos. La inhibicién de
cualquiera de estas rutas tiene como consecuencia un aumento en la viabilidad celular.
NUAKZ1 puede inhibir la apoptosis regulando directamente por fosforilacion la caspasa 6 en
la Ser257 impidiendo su activacion, aumentando la resistencia a la muerte por el sistema
Fas/FasL [90]. Mdltiples estudios sugieren que NUAK1 esta involucrado en la supervivencia
celular al estrés metabdlico, esto ha sido demostrado en varias lineas celulares de cancer

[84, 89], cultivadas en inanicién de glucosa, donde las células que poseen mayor expresion
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de NUAKZL resisten por mas tiempo el estrés. Suzuki y col. demostraron que cuando
distintas lineas celulares de cancer son cultivadas bajo inanicion de glucosa, disminuyen su
viabilidad y que cuando NUAK1 induce la resistencia a este estrés, lo hace impidiendo la
activacion de la caspasa 8 [91]. Por otro lado, la disminucién de NUAK1 puede disminuir
drasticamente la tolerancia a la inanicién de glucosa inducida por hipoxia, este efecto es
reversible, independiente y complementario al rol de AMPK [84]. Por lo que se refiere a
estrés oxidativo, NUAK1 juega un rol protector de células tumorales, donde es fundamental
para la resistencia a la muerte por este estrés. Este efecto es mucho mayor en células con
el oncogen Myc sobreexpresado, en las cuales existe una mayor sensibilidad a la muerte
por ROS, cuando existe una disminucién de los niveles de NUAK1. El mecanismo del
proceso anterior no se encuentra del todo dilucidado, pero si se sabe que NUAK1
promoveria la supervivencia celular, producto del consecuente aumento de la translocacion
nuclear del factor de transcripcion antioxidante NFR2, a través de la inhibicion de GSK3p

[56].

1.2.4.3. Funciones metabdlicas.

La participacion de NUAK1 en la adaptacion metabdlica tumoral necesaria para la
tumorogénesis, invasién y metastasis, no ha sido mayormente estudiada. Los primeros
antecedes provienen del hecho que NUAK1 es preferentemente expresado en tejidos
altamente oxidativos, tal como el corazén, cerebro y en el musculo soleo, en este Ultimo
predominan las fibras de tipo | y IlIA, las cuales resultan ser las fibras con mayor densidad
de mitocondrias y capacidad oxidativa [74]. NUAK1, juega un rol critico en el
almacenamiento de glucosa en el musculo oxidativo, puesto que suprime la incorporacion
de glucosa, lo cual se sugiere podria ser a través de la regulacion negativa de la via de la
insulina y del almacenamiento de glicogeno [74]. Recientemente se ha encontrado a
NUAK1 altamente relacionado con promover la transformacion celular mediada por el

29



oncogén Myc. Como se menciona anteriormente, Myc contribuye al efecto Warburg,
aumentando la glicdlisis y la produccién de lactato, pero también aumenta el flujo oxidativo
puesto que su sobreexpresion, incrementa el nUmero de mitocondrias y la respiracion
celular. Otra de sus principales funciones es que en condiciones de baja glucosa y oxigeno
induce el metabolismo de glutamina (glutamindlosis) [92-94]. Liu y col. proponen que
NUAKZ, en un contexto independiente de p53, es necesario para que el oncogen myc pueda
mantener una correcta homeostasis metabdlica, ya que células con menores niveles
proteicos de NUAK1 presentaron menores niveles de ATP celular, una disminucion de la
OXPHOS dada por una disminucién en los niveles de proteinas mitocondriales (sin afectar
el nimero total de mitocondrias) y una leve disminucion en los intermediarios glicoliticos

[95].

1.2.4.4. Capacidad Tumorogénica.

Ensayos de tumorigenicidad realizados en ratones nude revelaron que células con
sobreexpresion de NUAK1 producen en el ratén tumores de mayor tamafio, con una gran
diferencia alrededor de 7 veces mayor, con respecto a los tumores generados con células
con un nivel normal de NUAK1. Ademas, estos tumores poseen alta invasividad en los
tejidos adyacentes y alta capacidad metastasica a otros 6rganos.[83, 96], poseen un centro
mucho menos necrético, pero no presentan cambios en la densidad de vasos sanguineos
[83]. De forma semejante, en cancer gastrico y de mama, la expresion de NUAK1 esta
asociada a un rapido crecimiento tumoral [73, 88]. Complementario a lo anterior, NUAK1
promueve la transicion epitelio mensequimal [97]. Por dltimo, gracias a la actividad de
NUAK1, el tumor puede disminuir el estrés oxidativo citosoélico, promoviendo la
supervivencia y crecimiento tumoral [56]. Por todos estos procesos mencionados

anteriormente, es que se considera a NUAK1 una proteina altamente pro-cancerosa [83].
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1.3. Probleméatica actual y formulacion del proyecto.

El cancer es una de las principales patologias que afecta a la poblacion mundial, es
una enfermedad compleja y diversa, que aln no posee cura ni tratamiento efectivo para
toda la poblacion que la padece. El estudio de las células cancerosas tanto a nivel
molecular, celular o fisiolégico, ya sea de manera directa o indirecta, siempre busca mejorar
el manejo de los distintos aspectos clinicos de esta enfermedad, entregando antecedentes
gue permitan predecir la prognosis de pacientes o la sensibilidad a distintos tipos de terapia,
y de esta manera mejorar las estrategias diagnésticas y terapéuticas de la enfermedad. Por
lo anterior, comprender los procesos celulares y/o moleculares relativos a NUAK1 es de
gran interés cientifico, puesto que como ya se menciond, esta es una proteina que se
encuentra correlacionada a tumores de alta malignidad y es una proteina que participa no
de uno, sino de varios procesos tumorigénicos. Considerando que una célula cancerosa,
modifica su metabolismo tanto para mantener la viabilidad celular ante las condiciones
adversas de falta de nutrientes, producto de la elevada capacidad proliferativa y de la baja
vascularizacion de la zona, como para fomentar el maximo consumo de sustratos
disponibles para la realizacion de procesos energéticamente costosos como la migracion e
invasion. Por lo anterior, la correcta y fina regulacion de los procesos metabdlicos es
fundamental para la progresion tumoral. Como especificamos anteriormente, existe relacion
entre NUAK1 y el metabolismo celular. En primer lugar, de manera fisiol6gica normal
NUAK1 se encuentra preferentemente en tejidos altamente oxidativos, por otro lado, en
cancer, NUAK1 promueve la viabilidad celular ante la inanicion de nutrientes y, en
tercer lugar, en un contexto de c-myc elevado, participa de la mantencion de la
bioenergética celular, manteniendo los niveles de ATP celular y el metabolismo oxidativo.
Ademas, como ya hemos mencionado, NUAK1 se puede localizar en el citosol o en el
nucleo de una célula, dependiendo del tipo cancer o del estadio de la progresion del
cancer, sugiriendo que NUAK1 podria tener funciones especificas asociadas a su
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localizacién celular. En concordancia con lo anterior, los antecedentes muestran que
NUAKZ1 fosforila a sus proteinas blanco en una localizacion celular asociada a la funcion
que esta regulando, es decir, para regular el arresto del ciclo celular, NUAK1 fosforila y
activa a p53 en el nacleo, mientras que, para promover la migracion celular, permitiendo la
fosforilacion de las fibras de actina, NUAKL regula su blanco MYPT1 en su localizacién
citoplasmética. Sin embargo, no existen estudios que asocien la distribucién celular de
NUAK1 a su participacion en el metabolismo celular. De acuerdo con esto, nos
planteamos la siguiente pregunta: “4NUAK1 afecta el nivel de ATP y a rutas metabdlicas

en células de cancer y esto, es dependiente de su localizacion subcelular?”

Para dar respuesta a esta pregunta, guiamos nuestra investigacion por 3 objetivos
especificos. Brevemente, realizamos mediciones de ATP, microscopia de la morfologia
mitocondrial, evaluacién de la respiracibn mitocondrial, evaluacion del potencial de
membrana mitocondrial y evaluacién de metabolitos de la glicélisis. El desarrollo del primer
objetivo especifico nos permiti6 determinar el efecto de NUAK1, asociado a una
localizacién celular particular, sobre el estado bioenergético celular. Complementario a lo
anterior, el segundo objetivo especifico nos permitio determinar si NUAK1, asociado a
una localizacion celular particular, afectaba a la funcién y a la morfologia mitocondrial.
Finalmente, gracias al tercero objetivo especifico determinamos si NUAK1 asociada a
una localizacién celular particular, afectaba a la glicélisis. Con el desarrollo de todo lo
anterior, este trabajo entrega nueva informacién sobre las funciones metabdlicas de
NUAK1 asociadas a su locacion celular, por primera vez se relaciona a NUAK1 con la
glicdlisis y se profundiza en su rol en el metabolismo mitocondrial, proponiendo a NUAK1
como una proteina relevante desde el punto de vista metabdlico, lo que con mayores
estudios podria ayudar a entender rutas adicionales y fundamentales para la adaptacion
metabdlica necesaria en la progresion del cancer. A continuaciéon, se enunciaran la

32



hipétesis y los objetivos de investigacion de este trabajo. Luego, se detallaran los
materiales, instrumentos y métodos utilizados para la experimentacion y posterior a esto,
se describira cada uno de los resultados obtenidos y para finalizar, se expondra el analisis,

discusioén y conclusiones obtenidas de nuestros hallazgos.

2. Hipbtesis y objetivos del trabajo.

Los antecedentes presentados anteriormente, se pueden resumir en los siguientes
7 enunciados:
e Células cancerosas realizan adaptacion metabdlica para sobrevivir a condiciones de
estrés, generalmente aumentando la actividad mitocondrial o aumentando la actividad
glicolitica.
¢ NUAK1 se encuentra sobreexpresado en cancer de alta malignidad y asociado a mal
pronostico de pacientes.
e NUAK1 favorece la supervivencia celular en presencia de estrés metabdlico.
¢ NUAK1 se encuentra preferentemente en tejidos altamente oxidativos.
¢ NUAK1 favorece el flujo metabdlico celular oxidativo, glicllisis y participa de la
bioenergética en células de cancer.
¢ NUAK1 posee localizacion celular nuclear y citosdlica.
¢ NUAK1 fosforila proteinas blancos en una localizacién celular relacionada a la funcién

gue esta regulando.

2.1. Hipotesis.
Considerando estos antecedentes, proponemos la siguiente hipoétesis: NUAK1
localizado en el citosol aumenta la funcion mitocondrial y la glicolisis en modelos

celulares de céancer.
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2.2. Objetivo General.
Para responder a la hipotesis anterior, este trabajo propone el siguiente objetivo
general: Analizar la participacién de NUAK1 en el metabolismo celular dependiendo

de su localizacién subcelular.

2.3. Objetivos especificos.

Para desarrollar el objetivo general anterior, hemos planteado 3 objetivos

especificos:

¢ Objetivo especifico 1: Determinar el efecto de la expresién de NUAK1, asociada a una

localizacién celular particular, sobre el estado bioenergético celular.

e Objetivo especifico 2: Determinar si NUAKL1 citosdlico afecta a la funcion y a la

morfologia mitocondrial.

¢ Objetivo especifico 3: Determinar la relaciéon de NUAKL1 y su localizacion celular con la

glicdlisis.
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3. Materiales y métodos.

3.1 Reactivos y anticuerpos.

El cocktail de inhibidor de proteasas (P8340), el cocktail de inhibidor de fosfatasas
(P5726), 2-Deoxi-D-glucosa (D6134), Oligomicina A (75351), Carbonilcianuro p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, C2920), Antimicina A (A8674), Rotenona (R8875) y
Dimetilsulféxido (DMSO, D8418) fueron obtenidos desde fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich. El inhibidor de NUAK1 HTH-01-015 fue obtenido desde Tocris, mientras que los
fluoréforos Etil Ester de Tetrametilrodamina (TMRE, T669), MitoTracker™ Green FM
(M7514) y Hoechst 33342 (H3570) provienen de Thermo Fisher. EI marcador de tamafio
molecular AccuRuler RGB plus (26616) fue adquirido desde MaestroGen Inc. La solucion
de Bradford proviene de Bio-Rad. ECL plus se adquiri6 de Amersham Biosciences, mientras

que la adenosina tri-fosfato (ATP) se obtuvo de Roche.

3.2. Anticuerpos.

El anticuerpo primario anti-NUAK1 (#4458) fue obtenido desde Cell Signaling y el
anticuerpo anti-FLAG (M2, F3165) fue obtenido desde Sigma-Aldrich. Los anticuerpos
contra B-Actina (AC-15, SC-69879), ATP5B (E-1, SC-5597), TOM20 (F-10, SC-17764),
MCT4 (D-1, sc-376140), MCT1 (H-1, sc-365501), ATP5H (E-1, sc-515915), SUCLG2 (A-2,
sc-390818) y la proteina A/G agarosa (sc-2003) fueron obtenidos desde Santa Cruz
Biotechnology. El cocktail de anticuerpos OXPHOS (ab110413) y el anticuerpo anti-
GAPDH (ab8245) fueron obtenidos de Abcam. Los anticuerpos secundarios anti-lgG de
raton conjugado con HRP (en inglés, Horseradish Peroxidase, #1706516) y anti-lgG de

conejo conjugado con HRP (#1706515) fueron obtenidos desde Bio-Rad.
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3.3. Plasmidos.

Para realizar la transfeccion transiente o generar los modelos estables se utilizaron
los plasmidos resumidos en la tabla 1. La secuencia humana de NUAK1 fue obtenida en el
plasmido pCMV FLAG-hNUAK1 WT desde Medical Research Council protein
phosphorylation and ubiquitination Unit (MRC-PPU), Reino Unido. Luego, la secuencia
hNUAK1 fue modificada a través de mutagénesis sitio dirigida para generar la mutante de
NUAKZ1 deficiente de localizacion nuclear, hNUAK1 KR43/70AA, la cual llamamos NUAK1
citosdlica, como se describe en el trabajo de Palma y colaboradores [78]. Las secuencias
de hNUAK1 y hNUAK1 KR43/70AA fueron subclonadas en el plasmido pBABE utilizando
los sitios de corte para la enzima de restriccion EcoRl, existentes en los extremos de las
secuencias para NUAK1. Con lo anterior, se obtuvieron los plasmidos pBABE-FLAG-
NUAK1-WT y pBABE-FLAG-NUAK1-KR43/70AA. Para el silenciamiento de NUAK1 se
utiizé un short harpin  RNA (shRNA) para la secuencia blanco:

TGGCCGAGTGGTTGCTATAAA.

Plasmidos Resistencia a Origen
antibiotico

pCMV-FLAG Ampicilina Subclonado en nuestro

laboratorio
pCMV-FLAG-NUAK1-WT Ampicilina MRC-PPU
pCMV-FLAG-NUAK1- Ampicilina Generado en nuestro laboratorio
KR43/70AA
pCMV-VSV-G Ampicilina Addgene
pCL-Eco Ampicilina Addgene
pLKO.1-ShRNA-NUAK1 Ampicilina Sigma-Aldrich
pLKO.1-ShRNA-control Ampicilina Sigma-Aldrich

Tabla 1: Plasmidos utilizados para estudiar los efectos de NUAK1.
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3.4. Purificacion de Plasmidos

Para la multiplicacién del numero de copias de los plasmidos de la tabla 1, E. coli
DH5a (coleccién propia del Laboratorio) fueron transformadas mediante el método de
transformacién quimica con CaCl., Las bacterias transformadas fueron sembradas en agar
Luria Bertani (LB) en presencia de 100 pg/ml de ampicilina. Luego de ser cultivadas por
toda la noche en estufa a 37°C, se seleccion6 una colonia de cada placa, las cuales luego
fueron cultivadas en caldo (LB) con antibiotico, por 14-18 horas en agitacion a 120 rpm a
37°C. Para purificar el plasmido desde las bacterias, se utilizé el kit NucleoSpin® Plasmid
Midiprep kit (Macherey Nagel, USA). Los plasmidos purificados fueron cuantificados a
través de la relacion de absorbancia 260/280 nm y fueron chequeados por electroforesis
en gel de agarosa. La manipulacion de estas cepas en los respectivos experimentos fue
realizada de acuerdo con la normativa del Comité de Bioética y Bioseguridad de la

Universidad de Concepcién.

3.5. Cultivo Celular.

Los modelos celulares utilizados en este trabajo fueron seleccionados de acuerdo
con la localizacion celular de NUAK1. Se utilizaron las células de cancer de mama MDA-
MB-231, en las cuales anteriormente se describié que NUAK1 posee distribucién citosdlica
(Figura Al), y las células HCT116 p53 null, donde NUAK1 se encuentra principalmente
distribuido en el nacleo (Figura Al). Las células de cancer de mama MCF-7, las cuales
presentan NUAK1 principalmente localizado en el citosol (Figura Al), también fueron
utilizadas debido a sus caracteristicas metabdlicas, estas células presentan un mayor
metabolismo mitocondrial, responden a inhibidores metabdlicos y permiten observar
cambios morfolégicos mitocondriales [98]. También se utilizaron células Hela, por su
facilidad de transfeccion y las células HEK293 para la generacion de modelos estables. Las
lineas celulares HeLa, HEK293 y HCT116 p53 null fueron cultivadas en medio DMEM base
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(del inglés: Dulbecco’s modified Eagles’s medium) con glucosa 4.5¢/L, glutamina 2mM y
piruvato de sodio 1mM (Corning). Las células MDA-MB-231 fueron cultivadas con DMEM
con glucosa 1g/L, 2mM de glutamina y piruvato de sodio 1mM (HyClone). Las células MCF-
7 fueron mantenidas en medio MEM (del inglés: Minimal Essential Medium), el cual contiene
1g/L de glucosa, 2mM de glutamina y 1 mM de piruvato de sodio (HyClone). Todos los
medios de cultivos fueron suplementados con 100ug/ml de estreptocmicina (HyClone),
100U/ml de penicilina (HyClone), 2.5ug/ml de Plasmocin (InvivoGen, San Diego, CA, USA)
y con 10 % de suero bovino (SBF) (Biological Industries). Todas las lineas celulares fueron
cultivadas en estufa himeda de 37°C con atmosfera de 5% de CO», con excepcién del
tratamiento de hipoxia que fue realizado en camara de hipoxia, la cual fue completada con
la mezcla la mezcla 1% O 5% CO: y 94% N,. Todas las lineas celulares fueron
constantemente chequeadas en sus morfologias y para micoplasma con el kit EZ-PCR
Mycoplasma (Biological Industries). Los cultivos celulares fueron criopreservados con la
mezcla 10% DMSO y 90% de FBS en nitrodgeno liquido. La manipulacién de estas lineas
celulares en todos los respectivos experimentos fue realizada de acuerdo con la normativa

del Comité de Bioética y Bioseguridad de la Universidad de Concepcion.

3.6. Transfeccion transitoria de lineas celulares

Las células HelLa, MCF-7 o HCT116 p53 null fueron cultivadas hasta a un 50% de
confluencia. La transfeccién con los plasmidos de interés se realiz6 con Lipofectamina 2000
(Invitrogen), en el caso de las células HelLa, o con Lipofectamina 3000 (Invitrogen), en el
caso de las células MCF-7 y HCT116 p53 null, en presencia de medio sin SBF, sin glutamina
y sin antibi6tico, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posterior a 6 horas de
incubacion a 37°C con atmésfera de 5% de CO., el medio de transfeccion fue removido y
reemplazado por medio completo. Los experimentos fueron realizados entre las 24 a 48
horas post-transfeccion. La eficiencia de transfeccion fue evaluada a través de la
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observacion de la expresion de GFP, y todos los experimentos fueron realizados con una

eficiencia de transfeccion superior al 90%.

3.7. Generacion de particulas virales y de los modelos estables de NUAK1.

Para generar las particulas virales, células HEK293 fueron cultivadas a 50% de
confluencia en distintas placas de 100 mm y fueron co-transfectadas con las siguientes
mezclas de DNA: 2pug pCMV-VSV-G; 5ug pCL-Eco y 10ug de pBABE-FLAG/pBABE-FLAG-
NUAK1 WT/pBABE-FLAG-NUAK1-KR43/70AA. Luego de 48 horas de cultivo a 37°C en
estufa de atmosfera himeda con 5% de CO., el medio de cultivo fue retirado para obtener
las particulas virales, y reemplazado con medio de cultivo fresco. El medio de cultivo
retirado fue filtrado con filtro de pirinola de 0,45 pm de diametro de poro. Un volumen de 2
ml de medio filtrado con particulas virales, mas 2 ml de medio fresco y mas 8 ug/ml polibreno
(Invitrogen), se utilizé para infectar una placa de 60 mm de células blanco HCT116 p53 null
a 80% de confluencia. Se realizaron 3 infecciones consecutivas cada 24 horas, y luego
fueron cultivadas en presencia de 2 ug/ml de puromicina (Sigma) durante 5-7 dias. Al
término de la seleccién, se procedié a realizar la validacion de los modelos generado por
Western blot. La manipulacién correspondiente a las particulas virales de tercera
generacion fue de acuerdo con el manual de Comité de Bioética y Bioseguridad de la

Universidad de Concepciéon y de CONICYT.

3.8. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western blot.

Para obtener las proteinas totales, los cultivos celulares fueron lisados con buffer de
lisis NP-40 (NP-40 1%, Tris/HCI pH 7.4 25mM, MgCl, 2mM, EDTA 1mM, NaCl 150mM,
Glicerol 5%, mas inhibidor de proteasa y fosfatasa). El lisado fue centrifugado a 14.000 rpm
por 10 minutos y se conservo el sobrenadante. Las proteinas fueron cuantificadas mediante

el método de Bradford. Luego, 30-50 ug de proteinas totales, fueron separadas en un SDS-
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PAGE (6-15%) y transferidas a una membrana de PVDF (Millipore). Las membranas de
PVDF fueron bloqueadas con 5% de leche descremada en tampén TBS-T (NaCl 150 mM,
Tris 10 mM pH 7.4, Tween-20 0.05 % v/v) por 1 hora a temperatura ambiente en agitacion.
Posteriormente, se continué con la incubacion de anticuerpo primario, en la dilucion
recomendada por el fabricante, en TBS-T a 4°C por toda la noche en agitacién, seguido de
la incubacién con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (HRP) por 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion. Entre cada paso, las membranas fueron lavadas 3
veces por 5 minutos con TBS-T y finalmente incubadas con el reactivo quimioluminiscente
ECL (GE Healthcare). Las proteinas fueron visualizadas en Syngene PXi6 Documentation

System (Frederick, MD, USA).

3.9. Co-Inmunoprecipitacion

Las células HeLa o MCF-7 fueron sembradas en placas de 100 mm e incubadas por
24 horas a 37°C en atmosfera de 5% de CO.. Luego, las células fueron transfectadas
transitoriamente con el vector pCMV-FLAG-NUAK1-WT, pCMV-FLAG-KR43/70AA o
pCMV-FLAG (vector vacio), tal como se describe anteriormente. Posterior a 24-48 horas
desde la transfeccion las células fueron colectadas, lisadas y las proteinas obtenidas fueron
cuantificadas. Para los ensayos de co-inmunoprecipitacién se utilizaron entre 1-2 mg de
proteina. Para clarificar los lisados celulares, estos se incubaron con 30 pl de proteina A/G
agarosa a 4°C por 1 hora en agitaciéon. Luego, los lisados fueron centrifugados y los
sobrenadantes incubados con 2 ug de anticuerpo anti-FLAG, anti-ATP5A o anti-IgG no
relacionada (IgG control de ratén) durante 4 horas a 4°C en agitacion. Posteriormente, cada
muestra fue incubada con 40 yL de proteina A/G agarosa e incubadas a 4°C en agitacion
por 8 horas. Finalmente, las muestras fueron lavadas 6 veces con buffer de lisis frio (HEPES
10 mM pH 7.4, MgCl, 1.5 mM, NaCl 300mM, KCI 10mM, Tritébn 0,5%, sin inhibidores de
proteasa o fosfatasa), resuspendidas en 50 pL de buffer de carga 2X y denaturadas a 100°C
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por 10 minutos. Los co-inmunoprecipitados fueron resueltos por SDS-PAGE y analizados

por Western blot.

3.10. Medicion de ATP

Para medir el ATP celular se utilizé el kit ATP Determination (Invitrogen), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células fueron sembradas en placa de
96 pocillos y luego fueron transfectadas con los plasmidos correspondientes. 24 horas post-
transfeccion las células fueron lavadas con PBS y fueron mantenidas en 50 uL de PBS frio.
A continuacion, las células fueron lisadas mediante la adicién de 50 puL de tampdn Somatic
cell ATP releasing reagent (Sigma-Aldrich) y repetido pipeteo. Posterior a esto, 10 uL de
cada muestra fueron mezclados con 90 pL de la solucién de reaccion de ATP y se procedid
a medir la quimioluminiscencia inmediatamente en el lector de luminiscencia VICTOR
(PerkinElmer). En paralelo, se cuantificaron las proteinas con el método de Bradford
utilizando, otros 10 uL de muestra. Los niveles de ATP de cada muestra fueron calculados
utilizando la curva estandar de ATP que se observa en la figura A2. Los niveles de ATP
fueron normalizados con respecto a las proteinas y los resultados fueron expresados en

porcentaje de ATP con respecto al grupo control.

3.11.  Cuantificacion de lactato extracelular

350.000 células HCT116 p53 null fueron sembradas en placa de 24 pocillos e
incubadas a 37 °C en atmosfera de 5% CO.. El medio de cultivo fue reemplazado por medio
libre de rojo fenol y luego, las células fueron sometidas a los respectivos tratamientos. Para
recuperar el lactato extracelular, el sobrenadante fue mezclado con &cido tricloroacético 0,6
N en proporcion 1:2 en hielo, mezclado 30 segundos en vortex e incubado por 5 minutos a
4°C. Luego las proteinas fueron precipitadas y descartadas mediante centrifugacién a 1500
xg. El lactato fue determinado mediante método enzimatico, utilizando la reaccion de la
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lactato deshidrogenasa (LDH, L3916, Sigma) que se muestra en la figura A3. El producto
NADH fue detectado a través de la medicién de absorbancia a 340 nm, y la cuantificacién
de lactato se realiz6 utilizado la curva estandar de lactato que se observa en la figura A3
Simultaneamente, las células fueron lisadas a 4°C con tampoén de lisis SDS (HEPES 20
mM, EDTA 2 mM, tritdbn X-100 0,5%, SDS 0,1% y PMSF 1 mM) y las proteinas fueron
cuantificadas por el método de Bradford. El lactato fue normalizado con respecto a las

proteinas y los resultados fueron expresado en uM de lactato/pg de proteina.

3.12. Evaluacion de la respiracion celular.

Para estudiar la respiracién mitocondrial y la tasa glicolitica de las células de cancer,
se realizé la deteccion de la tasa de consumo de oxigeno celular (OCR) y de la tasa de
acidificacion extracelular (ECAR) en células vivas, utilizando el sistema Seahorse XF24
(Agilent). Brevemente, un dia antes, 30.000 células MCF-7 o MDA-MB-231 fueron
sembradas en placa de cultivo XF24 e incubadas a 37°C en 5% de atmésfera de CO.. Al
dia siguiente, las células fueron lavadas 3 veces con medio DMEM base (D5030, Sigma-
Aldrich) y luego la placa de cultivo XF24 y el cartucho Seahorse fueron montadas en el
sistema analizador Seahorse. El OCR fue registrado como pmolO; /min y el ECAR como
mpH/min. En el transcurso del ensayo, se realizaron 4 inyecciones secuenciales de drogas
moduladoras del metabolismo, tal como se muestra en la figura. Para las células MCF-7
inyectamos secuencialmente glucosa 5,5 mM, oligomicina A 1,2 uM, FCCP 0,5 uM y
Rotenona 2 uM junto con antimicina A 2 uM. Para las células MDA-MB- 231 se utiliz6 5,5
mM de glucosa, 1 pM de oligomicina A, 1 pM de FCCP, 1 uM de rotenona y 1 uM de
antimicina A. Las concentraciones de drogas utilizadas fueron obtenidas de acuerdo con la
previa estandarizacion. Al terminar el ensayo, las células fueron lisadas con el tampén de
lisis SDS a 4°C y las proteinas fueron cuantificadas por el método de Bradford. Cada OCR
y ECAR se normalizé con respecto a sus proteinas y luego se procedié a calcular los
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parametros metabdlicos. Para calcular los parametros de respiracion mitocondrial, se
calculé el consumo de oxigeno no asociado a la mitocondria (Non-MOC) utilizando la
minima tasa de OCR registrada luego de la cuarta inyeccion. Luego se procedio a calcular
los otros pardmetros metabolicos de la siguiente manera:

e Respiracion basal: Ultima tasa OCR luego de la inyeccion de glucosa - Non-MOC.

e Respiracién méxima: Maxima tasa OCR después de la inyeccion de FCCP — Non-
MOC.

e Respiracidon asociada a la fuga de protones: Minima tasa OCR luego de la inyeccién
de oligomicina A - Non-MOC.

e Respiracién asociada a la produccién de ATP: Ultima tasa OCR antes de la inyeccion
de oligomicina A - Minima tasa OCR luego de la inyeccion de Oligomicina A.

e Capacidad de Reserva respiratoria: Respiracibn maxima — Respiracion basal.

Todos los pardmetros de respiracion mitocondrial se encuentran representados en
la figura A4. Luego, para calcular los parametros glicoliticos (figura A5), se utilizaron las
siguientes formulas:

e Glicolisis: Maxima tasa ECAR antes de la inyeccion de oligomicina A — Ultima tasa
ECAR antes de la inyeccion de glucosa.

e Capacidad Glicolitica: Maxima tasa ECAR después de la inyeccion de oligomicina A —
Ultima tasa ECAR antes de la inyeccién de glucosa.

e Capacidad de Reserva glicolitica: Capacidad glicolitica — Glicdlisis.
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3.13. Inmunofluorescencia

Las células HelLa fueron sembradas sobre cubreobjetos de 12mm en placas de 12
pocillos, luego transfectadas de manera transitoria e incubadas a 37 °C en atmdésfera de
5% CO.. Posterior a 48 horas, las células fueron fijadas con 4% p/v de paraformaldehido
en PBS, lavadas 3 veces con PBS y permeabilizadas con una solucién de 0,1% de Tritén
X-100 en PBS. Una vez permeabilizadas, se procedi6 a realizar el bloqueo incubando cada
vidrio con BSA al 3% en PBS durante 1 hora a T° ambiente. A continuacion, cada
cubreobijeto fue incubado con el anticuerpo primario diluido 1:200 en una solucién de PBS
con 1% BSA, durante 16 horas a 4°C en camara oscura y humeda. Al finalizar la incubacion
con el anticuerpo primario, las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS y luego incubadas
2 horas a T° ambiente en camara de oscuridad y humedad con anticuerpo secundario en
una dilucion de 1:500 en BSA al 1% en PBS. Los nucleos fueron marcados con Hoechst
33342 diluido 1:250. Finalmente, las muestras fueron montadas sobre un portaobjetos con
soluciéon de montaje y analizadas por microscopia de fluorescencia confocal, utilizando el
Microscopio Confocal Espectral LSM780 NLO (Carl Zeiss) del Centro de Microscopia

Avanzada (CMA) de la Universidad de Concepcion, Chile.

3.14. Microscopiain vivo

40.000 MCF-7 células fueron sembradas en una placa para microscopia de 35 mm
e incubadas toda la noche por 37°C en atmdésfera de 5% de CO.. Luego, las células fueron
incubadas con 200nM MitotrackerGreen y 5ug/ml Hoechst 33342 por 30 minutos en PBS a
37°C en atmosfera de 5% de CO,. Las células fueron lavadas dos veces con PBS y luego
se adicion6 10 MM TMRE en medio de cultivo fresco y se procedi6 a realizar la microscopia.

Para la microscopia in vivo las células fueron mantenidas en camara Chamlide (Lice cell
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instrument) y las imagenes fueron capturadas con el microscopio Olympus FV1000 de la

Universidad Andrés Bello, Santiago.

3.15. Procesamiento de iméagenes.

El andlisis de las imagenes fue realizado utilizando el software ImageJ. Para calcular
la intensidad de fluorescencia de TMRE y mitotrackerGreen, se midi6 la fluorescencia total
corregida (en inglés, The Corrected Total Cell Fluorescence, CTCF) para cada célula
utilizando la siguiente formula:

CTCF = (Areax X Fluorescencia de la Célula) — (Area x X Fluorescencia de Backgroud)

3.16. Ensayos Estadisticos.

Todos los datos fueron recolectados en al menos un n=3 y se asumié distribucion
gaussiana para ellos. En los datos con un n igual o mayor a 10, los puntos “outlier” fueron
removidos con el método de ROUT. Los datos de distribucién normal que formaban dos
grupos fueron sometidos a una prueba no-pareado t-student con correccion de Welch y los
datos de tres 0 mas grupos fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) de una cola
no pareado, usando la correccion Holm-Sidak's. Cada grupo experimental fue analizado
con su respectivo grupo control. Se considerd estadisticamente significativo un p < 0.05.

Todos los graficos y las pruebas estadisticas fueron realizados con Prisma GraphPad.
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4, Resultados

4.1. Objetivo 1: Determinar el efecto de la expresion de NUAK1, asociada a una

localizacion celular particular, sobre el estado bioenergético celular.

4.1.1. La sobrexpresion de NUAK1 citosdélico aumenta la concentraciéon de ATP
intracelular total en lineas celulares de cancer.

Para determinar el efecto de la sobreexpresion de NUAK1 sobre la bioenergética
celular, se evalud la presencia del principal metabolito celular involucrado en la
transferencia de energia, el ATP. Para lo anterior, en primer lugar, se cuantificd la
concentracion de ATP intracelular total de células HelLa transfectadas con los plasmidos
de sobrexpresion para FLAG-NUAK1 WT y para FLAG-NUAK1 citosélico (Figura 6A),
descritos en la seccién de metodologias. Observamos que la sobrexpresiéon de NUAK1 WT,
la cual en células HelLa se localiza principalmente en el nicleo, aunque también posee
localizacién citosélica (Figura 6B) [78], aumenta significativamente (p<0,05) la
concentracion de ATP celular (Figura 6C), sin embargo, este aumento fue
significativamente mayor cuando la célula HelLa sobreexpres6 la mutante de NUAK1
deficiente de localizacién nuclear (citosélico) (Figura 6C), sugiriendo que la funcion

bioenergética de NUAK1 esta principalmente asociada a su distribucién citoplasmatica.
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Figura 6. Relacién entre la expresién de NUAK1 y el ATP celular. (A) Deteccién de la
expresion de NUAK1 en células HelLa por medio de Western blot. (B) Inmunofluorescencia
de células HeLa donde se muestra la distribucion celular de NUAK1-FLAG. Se utilizo el
anticuerpo anti-FLAG como anticuerpo primario. Aumento 400X. (C) Cuantificacion de ATP
en células HeLa que sobreexpresan de manera transitoria. NUAK1 y NUAK1 citosélico
(NUAKZcit). La cuantificacién de ATP fue calculada relativa al grupo control y expresadas
como porcentaje de ATP celular. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de una

cola, n=3 y *=p<0,05. Fuente: Elaboracién propia.

Para complementar lo anterior, también se cuantific6 el ATP en células MCF-7 y
HCT116 p53 null transfectadas con los mismos plasmidos anteriores (FLAG-NUAK1 WT y
para FLAG-NUAK1 citosélico). Se observé en las células MCF-7, donde NUAK1 es
principalmente citosolico (Figura Al), que la sobrexpresion de FLAG-NUAK1 WT no

aumento significativamente el ATP celular con respecto al grupo control (p>0,05) (Figura
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7A). No obstante, la sobrexpresion de la mutante citosolica de NUAK1 incremento
significativamente el ATP celular con respecto al grupo control (p<0,05) (Figura 7A). Lo
mismo fue observado en las células HCT116 p53 null, donde NUAK1 se encuentra
principalmente localizado en el nucleo (Figura Al), las cuales s6lo aumentaron
significativamente su ATP celular con respecto al grupo control frente a la sobreexpresion
de la mutante citosélica de NUAK1 (p<0,05) (Figura 7B). Luego, para determinar el origen
celular del ATP inducido por la expresion de FLAG-NUAK1 citosolico, realizamos la
medicion de ATP bajo la condicién de inhibicién de la funcién mitocondrial, permitiendo
evaluar sélo el ATP proveniente de la glicélisis. Para realizar lo anterior, células HCT116
p53 null transfectadas con los plasmidos para la expresiéon de FLAG-NUAK1 WT y para
FLAG-NUAK1 citosolico fueron mantenidas por 24 horas bajo hipoxia. En estas
condiciones, la sobreexpresion de NUAK1, tanto en localizacién citosolica como nuclear,
no alteraron significativamente el ATP celular con respecto al grupo control (p<0,05)
(Figura 7B). La viabilidad celular bajo condiciones de hipoxia fue evaluada a través del
recuento de células en tincion de azul de tripan, presentando todos los grupos celulares
una viabilidad superior al 98%. Estos resultados sugieren que NUAK1 es capaz de
aumentar el estado energético celular sélo cuando se localiza en el citosol, y que este

aumento de ATP esta relacionado a la funcién mitocondrial.
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Figura 7. NUAK1 citosolico incrementa el ATP celular en células de céancer.
Cuantificacion relativa de ATP en células MCF-7 (A) y HCT116 p53 null (B) luego de 24
horas de transfeccién con los plasmidos de expresion de FLAG-NUAK1 WT y para FLAG-
NUAKZ1 citosdlico (NUAK1cit). Como control se utilizé el vector vacio. Las células HCT116
p53 null transfectadas fueron incubadas en condicién de normoxia o hipoxia por 24 horas.
Los graficos fueron normalizados con respecto a la concentracibn de proteinas y
expresados en porcentaje de ATP con respecto al grupo control. Los datos fueron
analizados utilizando ANOVA de una cola, las barras de error representan la desviacion
estandar (DS), ns es no significativo y * p<0,05. Cada experimento fue realizado con un n=5
y se realizaron en tres réplicas independientes. La expresion de NUAK1 en las células MCF-
7 y HCT116 p53 null fue evaluada a través de Western blot utilizando un anticuerpo anti-
FLAG y anti-NUAK1. Como control de carga se detecto actina. Fuente: Elaboracion propia.

4.2.2. Lasobrexpresion prolongada de NUAK1 no incrementa el ATP celular.

Los modelos de expresion estable permiten estudiar el efecto de la expresion en
tiempos més prolongados, realizar mayor cantidad de experimentos desde el mismo input
inicial de células y disminuir la variabilidad asociada a cada transfeccion transitoria. Debido

a lo anterior, se generaron modelos estables en las células HCT116 p53 null para la
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expresion de FLAG-NUAK1 WT, para FLAG-NUAK1 citosdlico y un grupo control. La
generacion de los modelos estables fue validada por Western blot (Figura 8A). A
continuacién, se procedié a evaluar la concentracion de ATP celular en cada uno de estos
modelos celulares de expresion estable, en condicion normal y en condicion de hipoxia.
Contrario a lo esperado, no se observé incremento significativo (p>0,05) de la concentracion
de ATP celular inducido por la expresion de NUAKL citosdlico (Figura 8B). Tampoco se
observaron diferencias significativas en la concentracion de ATP entre ningun otro grupo
celular (Figura 8B). La condicion de hipoxia afecto6 significativamente la concentracion de
ATP del grupo control con respecto a la condicién normoxica (p<0,05), mostrando que las
células HCT116 p53 null luego de ser transformadas a modelos estables, alin conservan la
capacidad de responder a estimulos metabdlicos (Figura 8B). Sin embargo, luego de la
incubacién en hipoxia, los grupos estables para la expresion de FLAG-NUAK1 WT y para
FLAG-NUAKZ1 citosélico, mostraron niveles significativamente menores de la concentracion
de ATP (p<0,05) en comparacion al grupo control (Figura 8B). Este resultado observado
bajo la condicion de hipoxia sugiere que la expresion estable y prolongada de NUAK1 afecta
a la glicolisis, sin embargo, de acuerdo con lo observado en condiciones de cultivo normal,
sugiere también que la expresion prolongada de NUAK1 podria inducir a mecanismos
compensatorios, que lleven al balance de los efectos metabdlicos inducidos por NUAK1,
por lo tanto, apantallen las funciones de NUAK1. Debido a lo anterior, y considerando que
el metabolismo celular es altamente dinamico, sélo se utilizaron modelos transitorios de

NUAK1 para la realizacion de los posteriores experimentos.
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Figura 8. La expresion estable de NUAK1 no afecta los niveles de ATP celular. (A)
Cuantificacién de ATP en células HCT116 p53 null estables para FLAG-NUAK1 WT y para
FLAG-NUAK1 citosélico (NUAK1cit) incubadas en condicion de normoxia o hipoxia por 24
horas. Como control se utilizd el vector vacio. Los datos fueron analizados utilizando
ANOVA de una cola, las barras de error representan la desviacion estandar (DS), ns es no
significativo y * p<0,05. Cada experimento fue realizado con un n=3 y se realizaron en dos
réplicas independientes. (B) La expresion de NUAK1 fue evaluada a través de Western blot
utilizando un anticuerpo anti-FLAG y anti-tubulina como control de carga. Fuente:

Elaboracion propia.

4.1.3 La inhibicién de NUAK1 disminuye la concentracion de ATP celular bajo
condiciones de inhibicion mitocondrial.

Para complementar nuestros hallazgos anteriores, se evalué el efecto de la
inhibicion de NUAK1 sobre la concentracion de ATP en células MCF-7. Para la inhibicion
de la actividad quinasa de NUAK1 se utiliz6 el inhibidor competitivo HTH-01-015, este ha
sido ampliamente caracterizado y es efectivo desde 1 hora de incubacion a una
concentracion de 10uM [99]. Las células MCF-7 no afectaron significativamente (p>0,05)

su concentracién de ATP celular con respecto al grupo control, luego de la incubacion con
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5uM o 10uM de HTH-01-015 por 4 horas (Figura 9). Esto sugiere que la célula de cancer
puede mantener su nivel de ATP balanceado frente a la inhibicion de NUAKL.
Anteriormente, nuestro resultado mostré que la sobreexpresion de NUAK1 citosélico
incrementa la concentracion de ATP, principalmente, de origen mitocondrial, por lo que para
complementar lo anterior, se evalué el efecto de la inhibicion de NUAK1 sobre la
concentracion de ATP celular bajo la condicion de inhibicidbn mitocondrial. Esta vez, debido
a que la evaluacion de ATP fue posterior a solo 4 horas post-inhibicion de NUAK1 y para
asegurar la inhibicién de la funcién mitocondrial, se utilizaron los inhibidores quimicos
oligomicina A y antimicina A (Figura 9). Cabe destacar que la oligomicina A es un inhibidor
del complejo ATP sintasa, el cual aln permite una minima funcién de la cadena
transportadora de electrones. Por otro lado, la antimicina A es inhibidor del complejo 11l de
la cadena transportadora de electrones, por lo que produce la detencién completa de la
cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa. Se observé que los tratamientos de
oligomicina A y antimicina A significativamente disminuyeron la concentracion de ATP
celular (p <0,05) en comparacion a las células tratadas con el vehiculo (Figura 9), lo cual
indicé una efectiva inhibicibn de la funcibn mitocondrial. Contrario a lo esperado, la
inhibicion conjunta de NUAK1 y la funcién mitocondrial disminuyé significativamente la
concentracion de ATP celular (p<0,05) en comparacion a cada grupo control (Figura 9). Es
decir, se observd que la pérdida de funcién de NUAK1 afect6é la concentracién de ATP
celular procedente de la ruta glicolitica. Como las células MCF-7 poseen una fraccién de

NUAKZ1 en el ndcleo, no se pudo atribuir este efecto a una localizacion particular de NUAK1.
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Figura 9. La inhibicion de la funcién de NUAK1 afecta el ATP celular de origen
glicolitico. Cuantificacion relativa de ATP en células MCF-7 luego del tratamiento con 5 uM
0 10 uM de HTH-01-015 por 4 horas. En paralelo, un grupo de células fue tratado en con 1
ug/ml de oligomicina A/HTH-01-015 y otro con 2 uM antimicina A/ HTH-01-015 durante 4
horas. El grafico fue normalizado con respecto a la concentracion de proteinas y
expresados en porcentaje de ATP con respecto al grupo control. Los datos fueron
analizados utilizando ANOVA de una cola, las barras de error representan la desviacion
estandar (DS), ns es no significativo y * p<0,05. Cada experimento fue realizado con un n=5

y se realizaron en tres réplicas independientes. Fuente: Elaboracién propia.

4.1.4 Resumen de la ejecucion del objetivo 1 de este trabajo: NUAK1 citosélico
aumenta el ATP celular

Los resultados obtenidos en este objetivo entregan evidencia de que NUAKL1
citosdlico incrementa y mantiene la concentracion de ATP celular, el cual es principalmente
de origen mitocondrial. Sin embargo, también entregan evidencia de que la funcién de

NUAK1 es necesaria para la mantener la concentracion de ATP derivado de la glicélisis.
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4.2. Objetivo 2: Determinar si NUAK1 citosolico afectaalafunciony alamorfologia
mitocondrial.

De acuerdo con los resultados presentados anteriormente, NUAK1 citosélico
incrementa la concentracion de ATP celular dependiente de la funciébn mitocondrial. El
incremento en la concentracion de ATP en la célula puede deberse a dos razones: un
incremento en la produccion de ATP o una disminucién en su consumo. Cualquiera de las
dos alternativas anteriores, queda en evidencia luego de una evaluacién de la funcion
mitocondrial, debido a que el incremento de produccibn de ATP mitocondrial ira
acompafado de un aumento de la actividad mitocondrial, mientras que una disminucién en
el consumo de ATP presentara una disminucion de la actividad mitocondrial. Para analizar
la funcién mitocondrial se realizaron mediciones del consumo de oxigeno in vivo en tiempo
real. Con esta informacion y siguiendo las metodologias descritas anteriormente, se
determinaron parametros metabdlicos asociados a la respiracion mitocondrial midiendo el
consumo de oxigeno en células sometidas, de manera secuencial, a drogas moduladoras
de la cadena respiratoria y la fosforilacién oxidativa [100, 101]. Los parametros metabdlicos
determinados fueron los siguientes: la tasa de respiracién basal, la cual mide el
funcionamiento mitocondrial en una condicion de exceso de glucosa, y la maxima
capacidad respiratoria, la cual es la mayor tasa respiratoria que la mitocondria puede
alcanzar, simula una situacion fisiolégica donde la demanda enérgica es elevada y
evidencia la maxima capacidad de operar de la cadena respiratoria de electrones. También
se calculé la respiracion asociada a la fuga de protones, la cual corresponde a la
respiracion desacoplada, es decir la independiente de la produccion de ATP. Aunque aun
no esté claro si corresponde a un mecanismo de regulacién del potencial de membrana
mitocondrial, generalmente el incremento de la respiracion asociada a la fuga de protones
va asociada a dafios de la mitocondria 0 a procesos desacoplantes como la termogénesis
en el tejido adiposo marrén. Otro parametro mitocondrial calculado fue la respiracion
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asociada ala produccion de ATP, que tal como su nombre lo indica, representa la porcién
de la respiracion basal destinada a generar ATP mitocondrial. Finalmente, se obtuvo la
capacidad de reserva mitocondrial, ésta es una medida de la habilidad de la célula a
responder a una condicién de estrés que involucra una elevada demanda de energia [100,
101]. El detalle sobre la medicion de todos estos parametros se encuentra en la seccion

metodologias.

4.2.1. NUAK1 en su localizacion citosélica aumenta y mantiene la funcion maxima
mitocondrial.

Para dilucidar si la expresion de NUAK1 aumenta la produccion o disminuye el
consumo de ATP, se determinaron los parametros metabdlicos asociados a la respiracion
mitocondrial en células MCF-7 que sobreexpresan FLAG-NUAK1 citosélico. NUAK1 en su
localizacién citosdlica incrementd significativamente (p<0,05) la tasa respiratoria asociada
a la produccién de ATP (Figura 10) con respecto al grupo control, por lo que determinamos
que el incremento de ATP, producto del aumento de expresion de NUAK1 citosélico, se
debe a un incremento en la produccién de ATP mitocondrial. Adicionalmente, NUAK1
también incremento significativamente (p<0,05) la tasa maxima de respiracion con respecto
a las células control (Figura 10), sugiriendo que NUAKL1 incrementa la capacidad operativa
de la cadena transportadora de electrones. No se observaron diferencias significativas

(p>0,05) en los otros parametros metabdlicos evaluados.

Para complementar lo anterior, se evaluaron los parametros metabdlicos asociados
a la funcion mitocondrial en células MCF-7 tratadas por 4 horas con 5uM o 10uM del
inhibidor de HTH-01-015. En ambas condiciones, las células con pérdida de funcion de
NUAK1 disminuyeron significativamente (p<0,05) la tasa maxima de respiracion y la
capacidad respiratoria de reserva con respecto a las células control (Figura 11A). Sin
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embargo, no observamos disminucion significativa (p>0,05) de la tasa respiratoria asociada
a la produccion de ATP (Figura 11A), aunque esto es consecuente a que la inhibicién de
NUAKL por 4 horas no disminuye el ATP celular. No observamos diferencias significativas
(p<0,05) en la respiracion basal o la asociada a fuga de protones (Figura 11A). Para aportar
mas evidencia de que los efectos observados fueron dependientes de la localizacion
citosdlica de NUAKL, incluimos las células MDA-MB-231 en este ensayo, debido a que en
estas células NUAK1 se localiza casi completamente en el citosol (Figura Al). En las
células MDA-MB-231 con pérdida de funcibn de NUAK1 se observaron diferencias
significativas (p<0,05) en los mismos parametros metabdlicos que en las células MCF-7, es
decir en la tasa respiratoria maximay en la capacidad de reserva respiratoria (Figura 11B).
Tomando en cuenta los resultados presentados anteriormente, sugerimos que NUAK1
citosélico mantiene y aumenta la capacidad operativa de la cadena respiratoria, por lo que

le podria permitir a la célula responder a situaciones de alta demanda energéticas.
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Figura 10. La expresion de NUAKL citosdlico aumenta la respiracibn maxima
mitocondrial y la respiracién asociada a la produccion de ATP. Evaluacion de la tasa
de consumo de oxigeno (OCR) en células MCF-7 luego de 24 horas de transfeccion con
NUAK1 citosdlico (NUAKZcit) y el vector vacio (Control). Las células fueron tratadas
secuencialmente con glucosa 5,5 mM, oligomicina A 1,2 uyM, FCCP 0,5 UM vy
Rotenona/antimicina A 2 uM. El OCR fue normalizado con respecto a la concentracién de
proteinas y los parametros mitocondriales calculados se muestran en el grafico de barras
inferior. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de una cola, las barras de error
representan la desviacion estandar (DS), ns es no significativo y * p<0,05. Cada
experimento fue realizado con un n=3 y se realizaron en tres réplicas independientes.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 11. La inhibicion de NUAK1 disminuye la respiracion maxima mitocondrial y
la capacidad de reserva mitocondrial. Evaluacion de la tasa de consumo de oxigeno
(OCR) en células MCF-7 (A) y MDA-MB-231 (B) luego de tratamiento con 5uM o 10uM de
HTH-01-015 por 4 horas. Las células MCF-7 fueron tratadas secuencialmente con glucosa
5,5 mM, oligomicina A 1,2 uM, FCCP 0,5 uM y rotenona/antimicina A 2 UM y las células
MDA-MB-231 con glucosa 5,5 mM, oligomicina A 1 uM, FCCP 1 uM y rotenona/antimicina
A 1 uM. ElI OCR fue normalizado con respecto a la concentracion de proteinas y los
parametros mitocondriales calculados se muestran en el grafico de barras inferior. Los
datos fueron analizados utilizando ANOVA de una cola, las barras de error representan la
desviacion estandar (DS), ns es no significativo y * p<0,05. Cada experimento fue realizado

con un n=3 y se realizaron en tres réplicas independientes. Fuente: Elaboracién propia.

4.2.2. NUAKL1 interacciona con la subunidad ATP5A de la ATP sintasa.

Debido a nuestras evidencias de que NUAK1 aumenta la produccion de ATP
mitocondrial, investigamos la asociacion de NUAK1 con proteinas involucradas en este
proceso. En nuestro laboratorio se purific6 FLAG-NUAK1 WT vy las proteinas asociadas a
ésta se analizaron por espectrometria de masas, utilizando multidimensional protein
identification technology (MudPIT), gracias a la cual se identificaron posibles interactores
para NUAKL1 [78]. Entre los posibles blancos para NUAK1 se encontraron algunas de las
subunidades de la ATP sintasa (Tabla 2), complejo proteico encargado de realizar la
sintesis de ATP, por lo que la fosforilacion de sus subunidades podria tener directa relaciéon
con cambios en la concentracion de ATP mitocondrial. Con la finalidad de buscar
secuencias de reconocimiento de fosforilacion de NUAK1 en las subunidades de la ATP
sintasa presentadas en la tabla 2, se realizé una prediccién bioinformatica utilizando el
motivo de fosforilacion de NUAK1 (Figura 12A). Encontramos 3 sitios putativos de
fosforilacion para NUAK1 en la secuencia de ATP5A, 2 sitios putativos de fosforilacién en
la secuencia de ATP5B, 1 sitio putativo de fosforilacion en la subunidad ATP5C y ningan

sitio putativo de fosforilacion en la subunidad ATP5H (Figura 12B). Como control positivo
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se realizé la prediccion de fosforilacion para el blanco conocido de NUAK1, p53. Dentro de

los sitios putativos de fosforilacion de NUAK1 para p53 se encontraron los dos sitios blancos

descritos para NUAKL, la Serl5y la Ser392 (Figura 12B).

Nombre Fraccion citosolica Fraccion nuclear
Descripeion Proteina NUAK1 cit NUAK1 WT Control NUAK1 cit NUAK1 WT Control
(humano)
P dNSAF P dNSAF P dNSAF| P dNSAF P | dNSAF dNSAF
NUAK'1 NUAK1 65| 0,03421 54/0,019578| 0 0 53| 0,039253 45 0,0317 0 0

Subunidad alfa
de la ATP sintasa ATP5A1 10,25000/ 0,00156/ 9,00000/ 0,00206 4,66667 0,00097| 0 0 0| 0 0 0
Subunidad beta
de la ATP sintasa ATP5B 8,75000, 000133 8,33333] 0,00143] 466667 0,00089 0 0 0| 0 0 0
Subunidad d de
la ATP sintasa ATP5H 1,50000] 0,00054/ 2,00000( 0,00070/ 0,00000| 0,00000| 0 0 0| 0 0 0
Subunidad gama
de la ATP sintasa ATP5C1 3,00000, 0,00104 3,666867| 0,00153 1,00000 0,00056 0 0 0| 0 0 0

Tabla 2. Tabla de los potenciales interactores de NUAKL1. (A) Tabla que muestra el

conteo total de péptidos (P) y la distribucién del factor de abundancia espectral normalizado
(dNSAF) para cada proteina identificado en la purificacion de FLAG-mNUAKL1 WT y FLAG-
MNUAK1 KR44/71AA murino (n=3).

B Posicion de
. Tamafio secuencia de Posicion putativa Péptido .
Subunidad (Aa) importe de fosforilacién = putativa de fosforilacion =l R
mitocondrial
1-43 236 S QKRFNDGSDEKKKLY 3.125 1
ATP5A 553 419 S | LSVSRVGSAAQTRAM 425 2
533 S IRADGKISEQSDAKL 4.25 2
1-47 353 s ITTTKKGSITSVQAI 4.25 0
ATPSB 529 465 S RKIQRFLSQPFQVAE 3.625 26
ATP5c1 298 1-25 146 S GILYRTHSDQFLVAF 3.5 26
ATPS5H 161 NC -
6 s “*MEEPQSDPSVEPP 4625
15 s PSVEPPLSQETFSDL 9.375
94 S PAPSWPLSSSVPSQK 3.625
ps3 393 106 S | SQKTYQGSYGFRLGF 4.75 1
303 S HHELPPGSTKRALPN 4.875 1
314 s ALPNNTSSSPQPKKK 3.5 7
392 s FKTEGPDSD****** 4.875 14
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Figura 12. Prediccion de fosforilacibn de NUAK1 en las secuencias de las
subunidades de la ATP sintasa. (A) Motivo de fosforilacibon de NUAK1 generado en
PhosphoNetworks. (B) La tabla muestra los sitios putativos de fosforilacion por NUAK1 en
las subunidades de la ATP sintasa obtenidos desde el servidor GPS 3.0. NC: no reportado.

Fuente: Elaboracion propia.

Las subunidades ATP5A y ATP5B corresponden a las subunidades cataliticas del
complejo ATP sintasa y la fosforilacion en cualquiera de ellas, llevaria como consecuencia
la regulacién de la funcion del complejo ATP sintasa. Sin embargo, debido a que la
subunidad ATP5A presenté mayor probabilidad de unién con NUAK1 (Tabla 2) y mayor
cantidad de sitios putativos de fosforilacion para NUAK1 (Figura 12B) se procedi6 a validar
esta interaccidon realizando ensayos de co-inmunoprecipitacion en células Hela
transfectadas con plasmidos de expresion para FLAG-NUAK1 WT y para FLAG-NUAK1
citosdlico. Al inmunoprecipitar NUAK1, encontramos que FLAG-NUAK1 citosélico
interacciona con la subunidad ATP5A (Figura 13A) y luego, cuando se inmunoprecipité la
subunidad enddégena ATP5A en células HelLa, se encontrd interaccion sélo con FLAG-
NUAKZ1 citosélico (Figura 13B), sugiriendo gue NUAK1 sélo en su localizacion citosoélica es
capaz de interaccionar con la subunidad ATP5A. Finalmente, evaluamos la interaccion
entre NUAK1 y la ATP5A enddgenos en las células MCF-7, pero esta no fue detectada
(Figura A6). En este ensayo se utiliz6 como control positivo la succinil-coA-ligasa (Suclgl)
(Figura A6). Para dar mayor comprension a la interaccion entre ATP5A y NUAKI,
evaluamos la presencia de secuencias de importe mitocondrial en NUAK1, a través de las
herramientas bioinforméticas MitoMiner y TargetP. Sin embargo, no se encontré ninguna
secuencia de importe mitocondrial presente en NUAK1 (Figura A7). En base a estos

resultados, se sugiere que existe interaccion entre ATP5A y NUAK1 citosolico.
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Figura 13. NUAK1 citosdlico interacciona con la subunidad ATP5A. (A) Co-
inmunoprecipitacion de FLAG-NUAK1 WT (WT) y de FLAG-NUAK1 citosélico (Cit),
sobreexpresado en células HelLa. La inmunoprecipitacion se realizé con el epitope Flag
presente en las secuencias de NUAK1 y como control negativo se utilizé la expresion del
vector pCMV-Flag (Ctrl). Para la inmunodeteccion se utilizaron anticuerpos contra NUAK1,
ATP5A y actina. Como control de carga de la inmunoprecipitacion se detectd la cadena
pesada de la inmunoglobulina (n=2). (B) Co-inmunoprecipitacion de la ATP5A enddgena en
células HelLa que sobreexpresan NUAK1 (WT), NUAK1 citosolico (Cit) y el vector vacio
(Ctrl). Para la inmunodeteccién se utilizaron anticuerpos contra NUAK1, ATP5A y actina.

Como control negativo se inmunoprecipitdé con una IgG no relacionada a la ATP5A (n=2).

Fuente: Elaboracion propia.
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4.2.3. NUAK1 en su localizacién citosélica afecta al potencial de membrana y
morfologia mitocondrial.

La mitocondria es un organelo que posee dos membranas, las cuales permiten la
existencia de un espacio intermembrana que acumula un gradiente de protones generado
gracias al constante funcionamiento de la cadena transportadora de electrones. Lo anterior
permite la existencia de una diferencia de potencial entre la membrana externa y la
membrana interna de la mitocondria. Los cambios en la funcién mitocondrial se reflejan en
cambios en el potencial de membrana mitocondrial (mtAW), los cuales son a su vez,
proporcional a cambios en el gradiente de protones del espacio intermembrana. Por esta
razon, para complementar nuestros hallazgos previos, evaluamos el efecto de NUAK1
sobre el mtAW. Para lograr lo anterior, se utilizé la sonda fluorescente TMRE, la cual se
acumula y fluorese proporcional al potencial de membrana de la mitocondria, y la sonda
mitotrackerGreen, que se acumula en la mitocondria de manera independiente de su
potencial de membrana, por lo tanto, se utiliza como un marcador de biomasa mitocondrial.
Ambos fluor6foros fueron observados a través de inmunofluorescencia in vivo, de acuerdo
con lo descrito en la seccién metodologias. La primera medicién de potencial de membrana
se realizé en células MCF-7 transfectadas para la expresion de FLAG-NUAK1 citosoélico.
Como se aprecia en la figura 14, las células MCF-7 que sobreexpresan NUAKL1 citosélico
mostraron menores niveles significativos (p<0,05) de fluorescencia asociada a TMRE, es
decir presentaron menor mtAW. Este resultado se condice con el hecho de que bajo la
expresion de NUAKT1 citosolico, la mitocondria es mas funcional y, en consecuencia, utiliza
y disminuye el gradiente de protones para la generacion de ATP. No se observaron
diferencias morfolégicas mayores entre las mitocondrias de las células MCF-7 control y las
células MCF-7 FLAG-NUAKZ1 citosolico, ni tampoco cambios significativos en la biomasa
mitocondrial (p<0,05) (Figura 14). Luego, evaluamos el efecto de la inhibicion de NUAK1
en el mtAW. Para ello, células MCF-7 fueron tratadas por 4 horas con 5uM de HTH-01-015
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y se realizé la microscopia confocal. Se utilizé esta concentracion debido que es la menor
concentracion a la cual se observaron los efectos funcionales de la inhibicion de NUAK1.
Las células MCF-7 con NUAK1 inhibido mostraron niveles de fluorescencia de TMRE
significativamente mayor (p<0,05) que las células control (Figura 15A-B), lo cual fue
consecuente con nuestros resultados previos que indicaban una menor actividad
mitocondrial bajo la inhibicibn de NUAK1. De manera interesante, observamos notorias
diferencias morfoldgicas entre las mitocondrias de las células MCF-7 con pérdida de funcién
de NUAKL1 y las células tratadas con el vehiculo, puesto que las mitocondrias de estructura
principalmente tubular, observadas en la célula control, cambiaron casi completamente a
una estructura de mayor tamafio, redondeada y con un espacio en el interior, en las células
con NUAK1 inhibido (Figura 15A). Esta ultima estructura es llamada morfologia de “donut”
mitocondrial, por su semejanza con este dulce. Adicionalmente, para determinar que los
cambios morfolégicos observados fueran especificos de NUAK1, y no un artefacto
experimental producido por el uso de la droga inhibidora de NUAK1, se realiz6 la
microscopia confocal a células MCF-7 con silenciamiento de la expresién de NUAK1. Las
células MCF-7 con NUAKZ1 silenciado aumentaron significativamente (p<0,05) los niveles
de fluorescencia de TMRE con respecto a las células control (Figura 15D-E). En cuanto a
la morfologia mitocondrial, las células MCF-7 con NUAK1 silenciado presentaron
principalmente estructuras de tipo redondeadas y, aunque en menor medida que en la
condicion de inhibicion de NUAK1, fue posible identificar algunas morfologias de “donut”
mitocondrial (Figura 15D). Considerando los resultados anteriores, validamos que los
cambios observados en el mtAW y la morfologia mitocondrial corresponden a efectos
dependientes de NUAK1. Por ultimo, analizamos los cambios en la biomasa mitocondrial
inducidos por inhibicion de funcion de NUAK1. Se detectaron diferencias significativas
(p<0,05) de biomasa mitocondrial entre los dos grupos de células analizados, donde las
células tratadas con el inhibidor de NUAK1 mostraron mayor biomasa mitocondrial (Figura
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15C), contrario a que las células silenciadas para NUAK1 maostraron menor biomasa
mitocondrial (Figura 15F), con respecto a sus grupos controles. Para tratar de comprender
lo anterior, evaluamos la expresion de proteinas mitocondriales dependiente de la expresion
o actividad de NUAK1. Observamos que la sobreexpresion de NUAK1 no alteré la expresion
de las proteinas mitocondriales ATP5A y ATP5B, ni de la subunidad 2 del complejo Il de la
cadena transportadora de electrones (UQCRC2) y tampoco de la subunidad B de la
succinato deshidrogenasa (SDHB), componente del complejo Il (Figura 16A). Por otro lado,
la inhibicion de NUAK1 tampoco afectd a la expresion de las proteinas mitocondriales
ATP5A, UQCRC2, SDHB, ni de la porina de membrana externa mitocondrial TOM20
(Figura 16B). Debido a que la inhibicibon de NUAK1 mostr6 cambios drasticos en la
morfologia mitocondrial, evaluamos la expresion de proteinas asociadas a la dinamica
mitocondrial. La inhibicion de NUAK1 no afect6 a la expresion de la proteina involucrada en
la fision mitocondrial Drp1, ni de las proteinas involucradas en la fusién mitocondrial (OPA1
y Mfn2) (Figura 16B). Finalmente, evaluamos la expresion de proteinas mitocondriales en
las células con el silenciamiento de NUAK1. Contrario a lo observado bajo la inhibicién de
NUAK1, el silenciamiento de NUAK1 disminuy6 la expresién de las proteinas ATP5A,
ATP5B y UQCRC2, pero no afect6 la expresion de la SDHB (Figura 16C). La diferencia de
resultados en la biomasa mitocondrial y en la expresion de proteinas mitocondriales, en la
condicion de inhibicion y silenciamiento de NUAKZ, fueron atribuidos a los distintos tiempos
de evaluacion, puesto que el efecto de la inhibicion fue evaluada 4 horas posterior al
tratamiento y el efecto del silenciamiento fue evaluado 24 horas después de la transfeccion

celular.
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Figura 14. NUAK1 citosoélico disminuye el potencial de membrana mitocondrial.
Imagenes representativas de microscopia confocal de células MCF-7 transfectadas para la
expresion de FLAG-NUAKT1 citosoélico (NUAK1Cit). Como control se utilizé el control vacio.
La figura muestra mitocondrias marcadas con TMRE (rojo) y con MitotrackerGreen (verde).
En azul se observan los nucleos celulares, marcados con Hoechst. Los graficos de cajas
muestran la fluorescencia total celular (CTCF) de la intensidad de fluorescencia de
MitotrackerGreen y del TMRE normalizado con MitotrackerGreen (n=60). 630X mas 4X
zoom digital. Los datos fueron analizados utilizando prueba t-student, ns: no significativo,

*p<0,05. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 15. La pérdida de funcién de NUAK1 aumenta el potencial de membrana
mitocondrial y afecta a la morfologia y biomasa mitocondrial. Imégenes
representativas de microscopia confocal de (A) células MCF-7 tratadas por 4 horas con
5uM de HTH-01-015 o con el vehiculo y de (B) células MCF-7 transfectadas para la
expresion de un ShRNA especifico para NUAK1 (ShNUAK1) o con un ShRNA control
(Shcontrol). La figura muestra mitocondrias marcadas con TMRE (rojo) y con
MitotrackerGreen (verde). En azul se observan los nucleos celulares, marcados con
Hoechst. Los gréaficos de cajas muestran la fluorescencia total celular (CTCF) de la
intensidad de fluorescencia de MitotrackerGreen y del TMRE normalizado con
MitotrackerGreen (n=60). 630X mas 4X zoom digital. Los datos fueron analizados utilizando

prueba t-student, ns: no significativo, *p<0,05. Fuente: Elaboracién propia.

68



A MCF-7 B MCF-7 C MCF-7

KDa — KDa ———MM— KDa —  — °~
Ctrl WT Cit 63 _DMSO HTH Shctrl ShNUAK1
e | CV-ATP5A 75_
| NUAK1
754 EBams |FLAG A8 s e | Clll-UQCRC2
63 63
25— CII-SDHB
48| e e == | CV-ATP5B > D a8 e | CV-ATPSB
e s wus | CV-ATPSA e e | TOM20 63
B === |cu-uacrc2 _— s | CV-ATPSA
~ | cim-uacrcz2
25 ~| 754 | 2 Drpl
cl-sHB 25- CII-SDHB
100
37 o SeseEE | Actina 75 - = ’ OPA1
37 | e e | Actina
75— — Mfn2
37| e i { GAPDH

Figura 16. Efecto de la alteracidon de lafuncién de NUAK1 en la expresién de proteinas
asociadas a la funcion mitocondrial. (A) Western Blot de extractos de proteinas de
células MCF-7 transfectadas con FLAG-NUAK1 WT (WT), con FLAG-NUAKT1 citosdlico (cit)
y como control negativo se utilizé la expresion del vector pCMV-Flag (Ctrl). Se utilizé un
anticuerpo especifico para FLAG, ATP5B, ATP5A, UQCRC2, SDHB. Como control de carga
se detect6 actina. (B) Western Blot de extractos de proteinas de células MCF-7 tratadas
por 4 horas con 5uM de HTH-01-015 o con el vehiculo. Se utilizé un anticuerpo especifico
para ATP5A, UQCRC2, SDHB, TOM20, Drp1, OPAL, Mfn2. Como control de carga se
detect6 GAPDH. (C) Western Blot de extractos de proteinas de células MCF-7
transfectadas para la expresion de un ShRNA o Shcontrol. Se detect6 NUAK1, ATP5B,
ATP5A, UQCRC2, SDHB y como control de carga se utilizé actina. Fuente: Elaboracion

propia.

4.2.4. Los cambios en la morfologia mitocondrial NUAK1 inducidos por NUAK1
involucran estrés oxidativo.

Se ha descrito que las estructuras de donuts mitocondrial se inducen luego de la
inhibicion quimica de la cadena transportada de electrones y que este proceso ademas
involucra el incremento de estrés oxidativo en la célula [102]. Debido a lo anterior,
evaluamos si el estrés oxidativo se encuentra involucrado en la formacion de las estructuras

de “donut” mitocondriales observadas luego de la inhibicibn de NUAK1. Para lograr lo
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anterior, se evalud el efecto del tratamiento con antioxidantes sobre la morfologia
mitocondrial en las células MCF-7 tratadas con el inhibidor de NUAK1. Las células MCF-7
co-tratadas con el inhibidor de NUAK1 y con el antioxidante N-acetilcisteina (NAC) o el
antioxidante TROLOX, redujeron las estructuras de “donut” mitocondrial, en comparacion a
las células tratadas sélo con el inhibidor de NUAK1 (Figura 17A). Aunque las células
tratadas con los antioxidantes disminuyeron la cantidad de estructuras de donuts,
mantuvieron mitocondrias de morfologia de tipo fragmentada y punteada. De manera
interesante, algunas de las estructuras observadas en las células tratadas con los
antioxidantes coinciden con los estados intermedios propuestos en el proceso de formacion
de una estructura de donut (Figura 17A). Como control del tratamiento con antioxidantes
detectamos p-AKT y p-el2Fa, marcadores comunmente usados para evaluar el estado del
estrés oxidativo celular (Figura 17B). Observamos que las células MCF-7 basalmente
poseen alta actividad de ambas vias y que los tratamientos con antioxidantes parcialmente
atenuaron este efecto (Figura 17B). Es decir, nuestros resultados plantean que la aparicion
de las estructuras de donuts mitocondrial, luego de la inhibicion de NUAK1, dependen
parcialmente del aumento del estrés oxidativo celular, por lo que, sumado a nuestros
resultados anteriores, sugerimos que NUAK1 ademas podria estar cumpliendo un rol

antioxidante en las células MCF-7.
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Figura 17. La formacidon de la estructura de donuts mitocondrial dependiente de
NUAKZ1 involucraestrés oxidativo. (A) Imagenes representativas de microscopia confocal
de células MCF-7. Las células sometidas al tratamiento con antioxidante fueron pre-
incubadas 1 horas con 1mM NAC o con 500 uM TROLOX, y luego tratadas por 4 horas con
5uM de HTH-01-015 mas NAC o mas TROLOX, respectivamente. Las mitocondrias fueron
marcadas con TMRE (rojo). Las flechas indican la morfologia intermedia de las estructuras
de donuts mitocondrial (n=30). Aumento 630X mas 4X zoom digital. (B) Western Blot de
células MCF-7 tratadas por 4 horas con 5uM de HTH-01-015, 1mM NAC, 500 uM TROLOX
o con el vehiculo como se indica en laimagen. Las células tratadas con antioxidantes fueron
pre-incubadas 1 hora con estos, antes de proceder al tratamiento. Como control de carga

se detect6 TOM20 y Actina. Fuente: Elaboracién propia.
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4.2.5. Resumen de la ejecucidon del objetivo 2 de este trabajo: NUAK1 participa de
laregulacion de la funcion mitocondrial.

Los resultados obtenidos de la resolucidén de este objetivo especifico muestran que
NUAK1 citosélico mantiene y aumenta la capacidad maxima de la cadena respiratoria, la
cual es una propiedad necesaria para permitirle a la célula abordar condiciones de elevada
demanda energética. Ademas, la sobreexpresion de NUAK1 incrementd la respiracion
asociada a la produccién de ATP, sugiriendo que el aumento de ATP debido al aumento de
la funcion citosolica de NUAKL, involucra regulacién de la produccién de ATP mitocondrial.
Nuestros experimentos también muestran interaccion entre NUAK1 y la ATP5A, aunque
sugerimos que esta interaccion es labil o indirecta. Por otro lado, encontramos que NUAK1
afecta de manera inversa el mtAW, es decir, la sobreexpresion de NUAKL disminuye el
mtAW y mientras que la pérdida de funcién de NUAK1 aumenta el mtAW. Destacando que
lo anterior es consecuente con nuestros resultados obtenidos que muestran que la
expresion de NUAKL incrementa la funcion mitocondrial, y viceversa. Adicionalmente,
encontramos que la actividad y expresion de NUAK1 son fundamentales para mantener el
balance en la biomasa mitocondrial, como también mantener la morfologia mitocondrial,
evitando la formacién de estructuras tipo donuts mitocondriales. Este Ultimo proceso
involucra la disminucion del estrés oxidativo celular. Finalmente, nuestros datos sugieren
gue NUAK1 podria estar involucrado en la regulacién de la expresion de algunas proteinas

mitocondriales, como la ATP5A, ATP5B y la UQCRC2.

4.3. Objetivo 3: Determinar la relacion de NUAK1 y su localizacién celular con la
glicolisis.

Como se describe en la introducciéon de este trabajo, las células de cancer
habitualmente mantienen balanceado su metabolismo entre la glicolisis y el metabolismo

mitocondrial. Debido a que NUAKL citosolico promueve el metabolismo oxidativo,
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evaluamos cudl seria su efecto sobre la glicdlisis. Para la evaluaciéon de la glicdlisis, se
utilizé la cuantificacion en tiempo real de la acidificacion del medio extracelular,
proporcional a la liberacion de lactato. Con estas medidas, se calcularon 3 parametros
glicoliticos: la glicolisis basal de la célula, la cual representa la capacidad de la célula de
convertir glucosa a lactato en presencia de un exceso de glucosa, la capacidad glicolitica,
la cual corresponde al maximo uso de la glicdlisis luego de inhibir la fosforilacién oxidativa
y la capacidad glicolitica de reserva, la cual es una medida de la capacidad de la célula
de responder ante una elevada demanda energética utilizando la glicélisis. También
evaluamos la glicolisis a través de la cuantificacion por método enzimatico de lactato
extracelular. La descripcién detallada de estos procedimientos se encuentra en la seccion

metodologias.

4.3.1. NUAKI1 citosélico promueve la capacidad glicolitica celular.

Para estudiar el rol de NUAK1 citosdlico sobre la glicdlisis, evaluamos el efecto de
la inhibicibn de NUAK1 sobre los parametros glicoliticos en células MCF-7 y en células
MDA-MD-231. Ambas lineas celulares disminuyeron significativamente (p<0,05) su
capacidad glicolitica luego de la inhibicién por 4 horas con 5uM y 10uM de HTH-01-015
(Figura 18A-B), pero no afectaron significativamente (p>0,05) sus otros parametros
glicoliticos (Figura 18A-B). Estos resultados sugieren que la funcién de NUAK1 citosélico
es necesaria para la mantencién de la capacidad glicolitica celular, es decir, para la
mantencion funcional de la ruta glicolitica que le podria permitir a la célula responder ante

una alta demanda energética celular. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 18. NUAK1 es necesario para mantener la capacidad glicolitica celular.
Evaluacion de la tasa de acidificacion extracelular (ECAR) en células MCF-7 (A), MDA-MB-
231 (B) luego de 4 horas de tratamiento con 5uM o 10uM de HTH-01-0. Las células MCF-
7 fueron tratadas secuencialmente con glucosa 5,5 mM, oligomicina A 1,2 uM, FCCP 0,5
UM y Rotenona/antimicina A 2 UM y las células MDA-MB-231 con 5,5 mM de glucosa, 1 uM
de oligomicina A, 1 uM de FCCP, 1 uM de rotenona/antimicina A. El ECAR fue normalizado
con respecto a la concentracion de proteinas. El grafico de barras muestra los pardmetros
glicoliticos. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de una cola, las barras de error
representan la desviacion estandar (DS), ns es no significativo y * p<0,05. Cada

experimento fue realizado con un n=3 y se realizaron en tres réplicas independientes.

Fuente: Elaboracion propia.
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4.3.2. NUAK1, en su localizacion nuclear, promueve y es necesario para la
glicolisis, bajo la condicién de inhibicion mitocondrial.

Nuestros resultados anteriores muestran que NUAK1 citosélico es necesario para
mantener la capacidad glicolitica de la célula, entonces, para complementar lo anterior
evaluamos los parametros metabdlicos glicoliticos en células MCF-7 transfectadas para la
expresion de NUAK1 citosdlico. Aunque se observdé un incremento de la capacidad
glicolitica entre las células control y las células que expresaban NUAKL1 citosolico, esta
diferencia no fue significativa (p>0,05) (Figura 19). Tampoco se observaron diferencias

significativas (p>0,05) en los otros parametros glicoliticos (Figura 19). Fuente: Elaboracion

propia.
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Figura 19. La expresion de NUAKZ1 citosolico no afecta a la capacidad glicolitica
celular. Evaluacion del ECAR en células MCF-7 luego de 24 horas de transfeccién con
FLAG-NUAKZ1 citosélico (NUAKLcit) y el vector vacio (Control). Las células MCF-7 fueron
tratadas secuencialmente con glucosa 5,5 mM, oligomicina A 1,2 uM, FCCP 0,5 uM y
Rotenona/antimicina A 2 uM. ElI ECAR fue normalizado con respecto a la concentracion de
proteinas. El grafico de barras muestra los pardmetros glicoliticos. Los datos fueron
analizados utilizando ANOVA de una cola, las barras de error representan la desviacion
estandar (DS), ns es no significativo y * p<0,05. Cada experimento fue realizado con un n=3

y se realizaron en tres réplicas independientes. Fuente: Elaboracién propia.

Luego, para complementar las evaluaciones anteriores, se evalud la glicdlisis en
células HCT116 p53 null, donde NUAK1 se encuentra principalmente nuclear (Figura Al).
Las células HCT116 p53 null fueron transfectadas para la expresion FLAG-NUAK1 WT y
para FLAG-NUAKT1 citosolico y se procedio a evaluar la glicolisis. En condiciones basales,
NUAK1 WT y NUAK1 citosélico no afectaron significativamente (p>0,05) los niveles de
lactato extracelular (Figura 20A), concordante con nuestro resultado en células MCF-7
donde la sobreexpresion de NUAK1 no incrementa la glicolisis basal. A continuacién, para
estudiar la funcibn de NUAK1 en la capacidad glicolitica, las células HCT116 p53 null
transfectadas para la expresion de NUAK1 WT y NUAK1 citosolico fueron sometidas a
inhibiciébn mitocondrial por hipoxia o por tratamiento con oligomicina A. Observamos que,
bajo ambas condiciones de inhibicién de la funcién mitocondrial, NUAK1 citosélico no
incrementa significativamente (p>0,05) la produccion de lactato (Figura 20A), consecuente
con nuestro previo hallazgo en células MCF-7, en las cuales NUAK1 citosélico no afect6 a
la capacidad glicolitica. No obstante, el lactato fue significativamente mayor (p<0,05) en las
células HCT116 p53 null que sobreexpresaron NUAK1 WT (Figura 20A), proponiendo que
la localizacion nuclear de NUAK1 participa de la regulacion de la glicdlisis, bajo la condicién
de inhibicién mitocondrial. Para validar el efecto de NUAK1 nuclear en la glicdlisis, lo

siguiente que realizamos fue la evaluacion de la produccién de lactato en células HCT116
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p53 null silenciadas para NUAKL. Las células silenciadas para NUAK1 disminuyeron
significativamente (p<0,05) su lactato extracelular con respecto al grupo control (Figura
20C) y fueron incapaces de incrementar su produccion de lactato, luego de la inhibicién
mitocondrial con oligomicina (figura 20C), es decir, NUAK1 nuclear permite a la célula

realizar el switch de fosforilacion oxidativa hacia glicélisis.

4.3.3. NUAKL1 en su localizacion nuclear afecta a la expresion de proteinas de la
glicolisis.

Nuestros resultados anteriores, sugieren que NUAKL nuclear tiene un rol en la
regulacion de la glicolisis. Para mayor comprension de esta funcion de NUAK1, evaluamos
el efecto de NUAK1 nuclear sobre la expresién de algunas proteinas de las glicolisis en
células HCT116 p53 null, bajo la condicién de inhibicion mitocondrial. Detectamos que la
sobreexpresion de NUAK1 nuclear disminuye la expresion de la subunidad de la ATP
sintasa, ATP5A, consecuente con una célula mas glicolitica, y que también afecta a la
expresion de los transportadores de monocarboxilato, MCT1 y MCT4 (Figura 20). Estos
ultimos son los responsables de transportar el lactato a través de la membrana celular,
donde el transportador MCT1 se encarga de importar lactato a la célula y el transportador
MCT4 de exportar el lactato de la célula. La sobreexpresion de NUAK1 nuclear incremento
la expresion de MCTL1 y disminuy6 la expresion de MCT4. NUAK1 nuclear no afecté a la
expresion de la proteina piruvato quinasa (PKM2), lactato deshidrogenasa (LDHA), ni a la
subunidad de la ATP sintasa ATP5B (Figura 20B). Por ultimo, evaluamos el efecto del
silenciamiento de NUAK1 en células HCT116 p53 null sobre los transportadores MCTSs.
Observamos, tanto en condicién basal como en condicion de inhibicion mitocondrial, que el
silenciamiento de NUAK1 nuclear aumenté la expresion de los transportadores MCT1 y
MCT4 (Figura 20D).
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Figura 20. NUAK1 nuclear incrementa la glicolisis y afecta a la expresion de los
transportadores de monocarboxilato, bajo condiciones de inhibicién mitocondrial.
(A) Cuantificacidn de lactato extracelular de células HCT116 p53 null expresando NUAK1
WT, NUAK1 citosolico (NUAKI1cit) y su respectivo control, incubadas 24 horas bajo
condicién normal, hipoxia o con 1ug/ml de oligomicina A. (B) Western blot de las células de
la grafica anterior incubadas con oligomicina. (C) Cuantificacion de lactato extracelular de
células HCT116 p53 null silenciadas para NUAK1 y su control. Las células fueron incubadas
24 horas bajo condicion normal o con 1ug/ml de oligomicina A. (D) Western blot de las
células de la grafica anterior incubadas bajo la condicion normal. Los gréficos de lactato
fueron normalizados con respecto a la concentracion de proteinas, y corresponden a un
gréfico representativo de tres réplicas independientes (n=3). Los datos fueron analizados
utilizando ANOVA de una cola, las barras de error representan la desviacion estandar, ns

es no significativo y * p<0,05. Fuente: Elaboracion propia.

78



4.3.4. Resumen de la ejecucidon del objetivo 3 de este trabajo: NUAK1 participa de
la regulacion de la glicolisis.

Este objetivo nos permitié presentar evidencia de que NUAKL1 esté involucrado en
la regulaciéon de la glicdlisis. Especificamente, nuestros hallazgos muestran que bajo la
carencia de funcion mitocondrial, NUAK1 en su localizacién citosélica es necesaria para
conservar la capacidad maxima glicolitica, sin embargo, NUAK1 en su localizacién nuclear
es necesario para que la célula mantenga su tasa glicolitica normal, y que esta funcion
gqueda evidenciada ante la carencia de actividad mitocondrial, mas aun, NUAK1 en el nacleo
es fundamental para que la célula pueda realizar el switch glicolitico ante la ausencia de
funcién mitocondrial. Recordando nuestra previa observacion en el objetivo 1, en el cual la
célula con NUAK1 inhibido, ante la ausencia de funcion mitocondrial, no puede mantener
sus niveles de ATP, sugiere que la participacion de NUAK1 en la glicélisis tiene efectos en
la bioenergética celular. Finalmente, encontramos que NUAK1 en su localizacién nuclear
afect6 a la expresion de los transportadores de lactato MCT1 y MCT4, sin embargo, los
cambios en la expresion de estos transportadores no fueron concordantes con la funcion
glicolitica de NUAK1 nuclear, por lo que sugerimos que estos cambios observados
corresponderian mas bien a mecanismos compensatorios de la célula dispuestos para

regular el desbalance glicolitico generado por las perturbaciones en la expresién de NUAK1.
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5. Discusion

La regulacion del metabolismo del cancer es fundamental para el desarrollo y
avance de la enfermedad. La célula de cancer debe mantener balanceado el uso de
energia, la biosintesis de macromoléculas y el correcto estado redox. Cada vez hay mayor
evidencia de que el metabolismo del tumor es complejo, dinamico, heterogéneo, y que de
esta forma, permite a la célula de cancer mantener los procesos celulares de alta demanda
energética, como por ejemplo la elevada proliferacion celular, y de esta manera permitir a
las células tumorales la adaptacion y supervivencia a las condiciones micro ambientales
adversas que surgen debido al crecimiento tumoral y la ausencia de una completa

vascularizacion [13, 103].

5.1. NUAK1 y la bioenergética celular

NUAK1 es una quinasa sobreexpresada en varios tipos de cancer [66-73], cuya
expresion ha sido asociada con la promocion de varios procesos oncogénicos, como la
migracién [76], la invasion [83], la metastasis [83, 96], la proliferacion [73, 88], la
supervivencia [56] y el balance del estado oxidativo celular [56]. En este trabajo,
encontramos que NUAK1l se encuentra asociado a algunos procesos metabdlicos,
dependiendo de su distribucién celular. Se ha descrito que NUAK1 presenta localizacion
citosdlica (NUAKZIcit) y nuclear en células de cancer [78], la cual se discute, puede
depender del contexto genético de la célula de cancer, como mutaciones asociadas a la
pérdida de funcién de las proteinas involucradas en su importe nuclear, o también del
estado oxidativo celular [78]. En nuestro trabajo presentamos evidencia de que NUAK1 en
su localizacion citosolica participa de la regulacion de la produccion de ATP mitocondrial,
debido a que su expresion se asocia con un aumento en el nivel de ATP celular, incrementa
la respiraciébn mitocondrial asociada a la produccion de ATP, simultdneamente disminuye
el Ayn y mantiene una morfologia tubular mitocondrial asociada a mitocondrias de alta
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actividad [104]. EI ATP en la mitocondria es producido a través del proceso de fosforilacién
oxidativa, en el cual, el complejo ATP sintasa utiliza la fuerza protén-motriz del espacio
intermembrana mitocondrial para catalizar la reaccién de sintesis de ATP, a partir de ADP
y pirofosfato inorgénico [41]. El complejo ATP sintasa esta formado por 16 subunidades,
codificadas a nivel nuclear, que estructuran dos segmentos definidos por su polaridad: un
segmento hidrofébico integrado a la membrana, llamado Fo y un segmento hidrofilico,
llamado Fi. A su vez, el segmento F; esta formada por 3 copias de la subunidad alfa, 3
copias de la subunidad beta y las subunidades gamma, delta, épsilon, OSPL y la proteina
inhibitoria IF1 [105]. Las subunidades cataliticas corresponden a las subunidades alfa
(ATP5A) y las subunidades beta (ATP5B), las cuales se ordenan de manera intercalada
mirando hacia el lumen de la matriz mitocondrial [105]. La ATP sintasa es regulada por
multiples mecanismos incluyendo modificaciones post-traduccionales [106]. La idea de que
las quinasas realicen procesos regulatorios en proteinas mitocondriales no es nueva, existe
evidencia de estudios de espectrometria de masa que muchas proteinas mitocondriales se
encuentras fosforiladas, entre ellas, la subunidad ATP5A [107]. Nuestra prediccion
bioinformatica mostré que algunos de estos sitios de fosforilacion en la subunidad ATP5A
podrian ser fosforilados por NUAK1. Aunque nuestros ensayos deben ser complementados,
mostramos evidencia de que NUAK1 en el citosol podria interactia con la subunidad
ATP5A, sugiriendo que de esta manera podria regular el incremento de ATP mitocondrial.
En concordancia con esta posibilidad, la inhibicion parcial de la ATP5A también tiene como
consecuencias el aumento del Ayn y del ROS [108], de manera similar al fenotipo
observado bajo la inhibicion o silenciamiento de NUAK1 [56]. Sin embargo, el silenciamiento
de la ATP5A no afecta a la composicion de otras proteinas de la fosforilacion oxidativa, con
excepcion de la ATP5B [108], en oposicién a nuestro resultado, que muestra que frente al

silenciamiento de NUAK1 observamos un aumento de expresion de la ATP5A y ATP5B,
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aungue no podemos descartar que esto pudiese ser consecuencia de un efecto

compensatorio debido a alteraciones funcionales en estas subunidades.

A diferencia de lo observado con la sobreexpresion de NUAK1, la inhibicion de la
actividad quinasa de NUAK1 no afectd a los niveles celulares de ATP, en concordancia con
la ausencia de efecto sobre la respiracion mitocondrial asociada a la produccién de ATP.
Ademas, lo anterior es consecuente con los antecedentes bibliograficos que muestran que,
ante perturbaciones en la funcién mitocondrial, la célula de cancer mantiene balanceado el
ATP aumentando la funcion glicolitica [101]. No obstante, bajo la condicién de inhibicién
farmacoldgica de la funcién mitocondrial, las células con carencia en la funcién de NUAK1
no fueron capaces de mantener sus niveles de ATP balaceados. Este resultado nos revelo
que la funcién de NUAK1 también esta asociada a la mantencién del ATP glicolitico, y pone
en discusion nuestra presuncion anterior que la célula con NUAK1 inhibido (bajo condicién
normal) mantiene el ATP celular debido al aumento de la glicdlisis, y mas bien, plantea la
posibilidad de que bajo la inhibicién aguda de NUAK1 no se afecta a la produccion de ATP
mitocondrial, por ejemplo, debido a la existencia de otros mecanismos, complementarios a
la funciébn de NUAK1, que actian sobre el balance de energia [109]. En resumen, la
sobreexpresion de NUAKIcit induce un aumento de la produccién del ATP mitocondrial,
posiblemente a través de la regulacion de la ATP sintasa, y, por otro lado, en contexto de
disminucioén de funcién mitocondrial, NUAK1 también esta involucrado en la mantencion del
ATP celular proveniente de la glicolisis. En la célula de cancer, la primera fuente de ATP es
la glicdlisis y la segunda la fosforilacion oxidativa, aunque esta Ultima define la
susceptibilidad de la célula a la apoptosis [110]. Es conocido que NUAK1 promueve la
proliferacién y favorece la viabilidad celular [90, 91], por lo que el rol de NUAK1 en la
bioenergética celular podria ser otra ruta por la cual NUAK1 podria favorecer la elevada
tasa proliferativa y la viabilidad celular [56, 73, 88]. Ademas, el hecho de que NUAK1 se
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relacione con la produccion de ATP mitocondrial, plantea que NUAK1l podria estar
involucrado en otras rutas metabdlicas, ademas de la de carbohidratos, dependiendo de la
biodisponibilidad de sustratos, como el metabolismo del lactato, de aminoacidos o la beta

oxidacion de acidos grasos [111].

5.2. NUAKL1y la glicélisis

En el desarrollo de este trabajo encontramos que, bajo la condicién de inhibicién
mitocondrial, la funcién de NUAKL1 citosélico se asocia a la mantencién de la capacidad
glicolitica de la célula, mientras que su funcidon en su localizacién nuclear mostré ser
necesaria para que la célula realice el switch glicolitico e incremente su produccién de
lactato extracelular. Debemos destacar que, aunque esto parece contradictorio con los
antecedentes anteriormente publicados que mostraban a NUAK1 participando de la
supresion de la captura de glucosa en el mlsculo esquelético, a través de un mecanismo
de regulacién negativa dependiente de insulina y del almacenamiento de glucégeno [74],
nuestros hallazgos proponen que NUAK1 promueve la glicélisis y la bioenergética glicolitica
en un contexto de switch glicolitico. La presencia del lactato en el tumor es un indicador de
metastasis y de baja esperanza de vida para los pacientes [112], posiblemente debido a
que la acidificacion del microambiente tumoral puede promover procesos oncogénicos
como la invasion celular [38], respuestas inmunes pro-cancerosas [39] y la vascularizacion
del tumor [37]. Es decir, la mantencién del lactato extracelular, dependiente de la funcién
de NUAKIL, podria representar una forma integral de como NUAK1 participa en la
progresion tumoral. Estudios méas profundos podrian ayudar a confirmar la implicancia de

la funcién glicolitica de NUAK1 en el desarrollo y malignidad del cancer.
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5.3. NUAKL1 y las capacidades metabdlicas de la célula.

Como ya hemos mencionado, estudios describen dos principales fenotipos
metabdlicos anormales en cancer, las células glicoliticas, caracterizadas por su alta tasa
glicolitica y reduccién de la biomasa mitocondrial [16] [17], y las células oxidativas las cuales
tienen un metabolismo anabdlico alto debido a su constante biosintesis de proteinas y
nucleétidos y muestran una alta actividad mitocondrial [17]. Nuestros resultados muestran
que la inhibicién de NUAK1 citosélico disminuye tanto la maxima tasa respiratoria, como
también, la maxima tasa glicolitica, y viceversa, es decir la sobreexpresiéon de NUAKLcit
incrementa la maxima tasa respiratoria y, aunque no de manera estadisticamente
significativa, la expresion de NUAKIcit también incrementa la maxima tasa glicolitica,
sugiriendo que la funcién de NUAK1 esta relacionada a la regulacion de ambos fenotipos
metabdlicos y que por esta razon, podria afectar el estado o la adaptaciéon metabdlica del
tumor durante la progresion del cancer. En cuanto a las células oxidativas, estas se
caracterizan por incrementar tanto la funcién como la biomasa mitocondrial. No obstante,
en nuestro estudio evidencié que sélo la inhibicion, pero no la sobreexpresion de NUAK1,
generé cambios en la biomasa mitocondrial. Cabe destacar que el efecto de la
sobreexpresion sostenida de NUAK1, comudn en muchos tipos de cancer, sobre la biomasa
mitocondrial no fue evaluada. El fenotipo tumoral oxidativo ha sido descrito como el mas
agresivo y resistente a terapias anti-cancer [23, 24], mientras que los canceres de tipo
glicolitico presentan alta resistencia a multiples drogas [113]. Es decir, la promocion de un
eficiente fenotipo intratumoral oxidativo y glicolitico podria estar correlacionado a la

agresividad de los canceres asociados a NUAK1 [83, 96].

Las maximas tasas metabdlicas representan una elevada capacidad metabdlica de
la célula, lo cual significa que la célula podra producir mas ATP y responder de mejor
manera ante una situacion de estrés (como estrés oxidativo o hipoxia), o de una aguda
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demanda energética. Previamente, en células HEPG2 se relacion6 la disminucion de
NUAKZ1 con una pronunciada disminucién de la tolerancia a la inanicion de glucosa, bajo la
condicién de hipoxia [84], aunque los autores de este trabajo no establecen un mecanismo,
este resultado es consecuente con los nuestros. Es decir, la sobreexpresion de NUAK1
podria mantener a las células del cancer metabdlicamente preparadas para enfrentar las
condiciones energéticas adversas presentes en el microambiente tumoral. El incremento
de las capacidades metabdlicas celulares es una consecuencia del aumento en la expresion
de enzimas metabdlicas, de la expresidn de isoformas con mayores eficiencias cataliticas
o de la aparicion de modificaciones post-traduccionales que incrementan su actividad [30,
33]. En el caso de la glicdlisis, adicionalmente, encontramos que la localizacion nuclear de
NUAK1 es necesaria para que la célula realice el switch glicolitico, lo que sugiere que
NUAK1 podria participar de la modulacion de la glicolisis regulando procesos
transcripcionales. Ademas, la expresion de NUAK1 en su localizacién nuclear incrementa
la expresion del transportador MCT1, uno de los 4 puntos clave para incrementar el flujo
glicolitico [33]. Mayores estudios deberan realizarse para esclarecer los mecanismos
moleculares por los cuales NUAK1 localizado en el citosol aumenta las capacidad
metabdlicas y NUAK1 localizado en el nucleo promueve la glicélisis. Finalmente, las
funciones metabdlicas de NUAK1 podrian estar asociadas a sus funciones en procesos no-
metabdlicos, puesto que, por ejemplo, para realizar el proceso de invasion y metastasis
algunas células de cancer incrementan el nimero y la actividad mitocondrial [19], mientras
gue otras incrementan su tasa glicolitica [20] [17]. Ademas, el efecto de NUAK1 sobre la
morfologia mitocondrial se podria correlacionar con su funcién anti-apoptética, puesto que
morfologias mitocondriales elongadas, como las encontradas bajo la expresion de

NUAKZcit se asocia a células resistentes a apoptosis [104].
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5.4. NUAK1y el ROS

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son subproductos continuos derivados del
metabolismo aerdbico, por lo que las mitocondrias son la principal fuente de ROS en la
célula [114]. La reprogramaciéon metabdlica realizada por las células de cancer no solo
afecta a la bioenergética y al metabolismo anabdlico de la célula, sino que también tiene
consecuencias en el estado redox. Las mutaciones en las enzimas mitocondriales llevan
como consecuencia la aparicion de disfunciones en el ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa, lo cual incrementa la producciéon de ROS mitocondrial (ROSmt) [115]. Como ya
se menciond anteriormente, el preciso y balanceado estrés oxidativo promueve varios
procesos tumorigénicos, como la inestabilidad genética, proliferacion y resistencia a
quimioterapias [56, 114]. Las mitocondrias son organelos dinamicos, en las cuales su
morfologia y distribucién celular pueden reflejar el estado de la célula, asi como también la
presencia de perturbaciones, como el exceso de ROS [42]. En este trabajo, describimos
que la disminucién de la funcion de NUAKL1 genera alteraciones en la morfologia
mitocondrial y especificamente induce la formacién de estructuras mitocondriales con forma
de anillo, conocidas como estructura tipo “donut” [102, 116]. La morfologia de donut
mitocondrial ha sido reportada frente a la inhibicion de la cadena transportadora de
electrones y en condicién de desacople farmacolégico mitocondrial [102, 116], procesos
que involucran una elevada captura de calcio mitocondrial y un incremento en el ROSmt
[102, 116]. El rol del ROSmt en la formacidn de la estructura de donuts mitocondrial ha sido
sugerido debido a que el tratamiento con antioxidantes ayuda a atenuar la formacién de
estas estructuras inducidas por los inhibidores mitocondriales [102]. De manera similar a lo
anterior, en nuestros resultados encontramos que frente a la perturbacion de la morfologia
mitocondrial inducida por la carencia funcional de NUAK1, el tratamiento con antioxidantes
también ayudd a disminuir la aparicion de estas morfologias, sugiriendo que la influencia
de NUAK1 sobre la mantencion de la morfologia mitocondrial involucra la mantencién del
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estrés oxidativo, y simultdneamente plantea la posibilidad de que NUAKL1 participe de la
mantencion del correcto funcionamiento en los complejos mitocondriales asociados a la
fosforilacion oxidativa. Reportes anteriores han propuesto a NUAKL1 como un facilitador
clave de la respuesta antioxidante adaptativa en el cancer de colon [56], donde este juega
un papel protector contra el elevado estrés oxidativo, promoviendo la viabilidad celular.
Ademas, frente a un incremento de estrés oxidativo NUAK1 es retenido en su localizacion
citosdlica [78], incluso en células en las cuales presenta preferencia en localizacion nuclear,
lo cual podria facilitar su participacion en la modulacion de la funcién y morfologia
mitocondrial. Controversialmente, nuestros resultados mostraron que la aparicion de la
morfologia de donut mitocondrial fue asociada a un incremento del mtAW, contrario a la
caracterizacién publicada donde se reporté una disminucion en el mtAW asociado a estas
estructuras [116]. Como la morfologia mitocondrial (fisibn y fusion mitocondrial) y el
potencial de membrana pueden ser procesos regulados de manera independientes,
proponen que NUAK1 pudiese actuar rio arriba o de manera parcial en la regulacion de la
morfologia mitocondrial. La morfologia de donuts mitocondrial ha sido asociada a la
disminucion en la transmisién sinaptica con consecuencias cognitivas en la memoria [117],

pero su rol en cancer nunca ha sido estudiado.

Las células de cancer para mantener el estrés oxidativo balanceado expresan
enzimas con funciones antioxidantes, encargadas de prevenir la excesiva acumulacion de
ROS [115]. Adicionalmente, la regulacion del ROS también depende del control intracelular
de la razén NADPH/NADP*. EI NAPDH es producido por la desviacion del metabolismo de
la glucosa hacia la ruta de las pentosas [118, 119]. La ruta de las pentosas puede terminar
con la produccién de azucares de 5 carbonos para la biosintesis de nucleétidos, o sus
subproductos fructosa-6-fosfato y G3P, pueden ser redirigidos nuevamente hacia la
glicolisis, permitiendo la obtencién de energia, NADPH vy los productos finales piruvato o
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lactato [118, 119]. Datos no publicados de nuestro laboratorio muestran que NUAK1
disminuye la actividad de la enzima fosfofructoquinasa e incrementa los niveles de NADPH
celular, sugiriendo que NUAK1 participa de la regulacion e inicio de la ruta de las pentosas
[120]. Basados en nuestros resultados de que NUAK1 citosélico mantiene la capacidad
glicolitica de la célula y que NUAK1 nuclear incrementa el lactato extracelular, se sugiere
que el rol de NUAK1 en la glicélisis podria ser mas complejo, e involucrar regulaciones de
la ruta de las pentosas y el balance del ROS. Ademas, el NADPH también puede ser
producido en la mitocondria por una transhidrogenasa, utilizando el gradiente de protones
del espacio intermembrana [41], por lo que para lograr comprender el rol antioxidante de
NUAKL y su participacion en la produccion de NADPH, mayores estudios deben ser

realizados.

5.5. Larelacién de NUAK1 con el oncogén c-Myc.

El oncogén c-Myc, se encuentra desregulado en una amplia variedad de cancer, es
un factor transcripcional que regula un conjunto de genes pleiotropicos, incluyendo genes
relacionados al metabolismo celular [121]. Los blancos de Myc promueven y regulan la
glicdlisis, asi como también la fosforilacién oxidativa, la glutamindlisis y el metabolismo de
los Acidos grasos, aunque la modulacion de los procesos anteriores dependera del contexto
genético asociado y al tipo de cancer. Por ejemplo, en carcinoma hepatocelular, los tumores
con Myc desregulado, presentan una mayor absorcion de glucosa y catabolismo hacia el
lactato, pero también un aumentado catabolismo de glutamina, utilizado para satisfacer las
necesidades bioenergéticas de la célula y suministrar intermediarios metabdlicos para la
promocioén del crecimiento del tumor. Por otro lado, las células de cancer de pulmén con
Myc sobreexpresado, solo presentan un elevado catabolismo de glucosa, pero no de

glutamina [122]. Liu y colaboradores mostraron que células de hepatocarcinoma con Myc
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sobreexpresado, pero con NUAK1 silenciado, fueron incapaces de conservar sus procesos
metabdlicos, como mantener el balance de ATP y el apropiado funcionamiento del
metabolismo de la glucosa, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa. Aunque los autores
no encontraron el mecanismo molecular que relacione Myc a NUAK1, evidenciaron que la
expresion de NUAK1 es esencial para el desarrollo de los procesos oncogénicos
dependientes de Myc, en su modelo. En comparacion, nuestro trabajo aporta con nuevos
procesos metabdlicos asociados a NUAK1, como su participacion en la mantencion de las
capacidades metabdlicas, la mantencion de la morfologia mitocondrial y la promocién de la
glicdlisis en un contexto de switch glicolitico, aunque no realizamos estudios asociados a la
presencia de Myc, reportes de bibliografia muestran la presencia de este oncogén en
nuestros modelos celulares [123] [124], por lo que no descartamos que estas nuevas
funciones metabodlicas de NUAK1 también estén asociadas a la actividad de Myc. Las
terapias anti-cancer contra el factor de transcripcion Myc, han fallado debido a la dificultad
de generar farmacos especificos contra esta proteina, debido a su naturaleza estructural
intrinsicamente desordenada y a la baja solubilidad de las drogas generadas para este
proposito [125]. Por lo anterior, lograr mayor comprension entre la relacion de NUAK1 y
Myc, podria ser de relevancia clinica y permitir alternativas en el desarrollo de nuevas

terapias dirigidas hacia los tumores con dependencia de Myc.

5.6. Modelo de las funciones metabélicas de NUAK1 abordadas en este trabajo.
La reprogramacion metabdlica incluye alteraciones genéticas y modificaciones de
las rutas metabdlicas que abarcan desde la glicélisis hasta el metabolismo oxidativo
mitocondrial, con el objetivo de permitir la adaptacion de la célula de céncer a las
fluctuaciones de energia y sustratos presentes en el microambiente tumoral y la promocién
de multiples procesos tumorigénicos [18, 36, 103]. En resumen, nuestro estudio demuestra
asociacion entre las funciones metabdlicas de NUAK1 y su distribucion celular, las cuales
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se integran en el esquema resumen de la Figura 21. La comprension de los roles celulares
diferenciales ejercidos por NUAK1 en una locacion celular especifica, podrian ser de ayuda
en la clinica del cancer, puesto que en muestras histologicas de cancer gastrico y glioma
se observa que NUAK1 es acumulado en el citosol de acuerdo al grado mas avanzado de
cada muestra, mientras que en muestras de cancer de pulmén, NUAK1 siempre presenta
localizacién nuclear [68, 71, 73]. Es decir, la distribucion celular de NUAK1 podria ser
relevante para la reprogramacion metabdlica en el transcurso de la progresion del cancery
por consecuencia, la caracterizacion clinica de la distribucion de NUAK1 podria sugerir
informacion sobre el estado metabdlico, la capacidad metabdlica adaptativa y la respuesta
a tratamientos. Futuros estudios podrian ayudar a entender en mayor medida los
mecanismos involucrados en la regulaciéon de NUAK1 sobre las rutas metabdlicas y la

implicancia de esto para la comprension de la adaptacion metabdlica en cancer.
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Figura 21. Esquema resumen de las funciones metabdlicas de NUAK1. (A) En
condicion normal, NUAK1 localizado en el citosol incrementa la produccién de ATP
mitocondrial, posiblemente a través de su interaccion con la subunidad catalitica del
complejo ATP sintasa, ATP5A, y de la mantencion de la capacidad operatoria de la cadena
transportadora de electrones. Ademas, NUAK1l mantiene la correcta morfologia
mitocondrial, posiblemente a través de su funcion antioxidante celular. (B) Bajo la condicion
de inhibicibn mitocondrial, NUAK1 en su localizaciéon citosélica inhibe la enzima
fosfofructoquinasa (PFK1) y promueve el incremento de NADPH, pero ademas mantiene la
capacidad glicolitica y la produccion de ATP glicolitico de la célula, posiblemente
participando de la regulacién de la ruta de la glicélisis rio abajo de la PFK1. De manera
complementaria, en su localizacion nuclear incrementa el lactato extracelular y la promocién
del switch glicolitico, por lo que podria estar involucrado en la regulacién transcripcional de

genes glicoliticos (MCT1). Fuente: Elaboracion propia.
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6. Conclusiones

Nuestro trabajo presenta evidencia que asocia nuevas funciones metabolicas de
NUAKZ1 con su distribucion celular. Estos datos en su conjunto ayudaran a determinar la
relevancia de NUAK1 en cancer, asi como su potencial aplicacién terapéutica asociada a
la inhibicién de NUAKL1. A continuacién, se enuncian las principales conclusiones obtenidas,

ordenadas de acuerdo con la distribucion celular de NUAK1:

En su localizacion citosolica:

- La expresion de NUAK1 promueve la produccién de ATP mitocondrial, pero también es
necesario para mantener la bioenergética glicolitica en un contexto de inhibicién
mitocondrial.

- NUAKT1 interacciona con la subunidad ATP5A.

- NUAK1 promueve las maximas capacidades respiratorias y glicoliticas de la célula.

- NUAK1 participa de la homeostasis mitocondrial, manteniendo su funcién y la correcta
morfologia mitocondrial, esta Ultima a través de un mecanismo que involucra participacion

del estrés oxidativo.

En su localizacién nuclear:

- NUAK1 es necesario para que la célula realice el switch glicolitico e incremente el lactato

extracelular, ante la condicion de inhibicion mitocondrial.
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8. ANEXOS
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Figura Al. Localizacién subcelular de NUAKL. Western blot de fraccionamientos
subcelulares nucleo/citosol de células MDA-MB-231 (A), MCF-7 (B), HCT116 p53 null (C),
HeLa (D). (E) Western blot de fraccionamientos subcelulares nicleo/citosol de células HelLa
transfectadas con FLAG-NUAK1 WT y FALG-NUAKT1 citosolico (KR44/71). N: nucleo, C:
citosol. Fuente: Imagen modificada desde la tesis para el grado de Doctor de dominio

publico Palma, 2019, Universidad de Concepcion. Fuente: Elaboracion propia.
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Curva estandar de ATP
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Figura A2. Curva estandar utilizada para la medicién de ATP. Gréfico de concentracion
de ATP versus unidades relativas de luminiscencia (RLU), la cuantificacion fue realizada de

acuerdo con la descripcién en la seccién metodologias. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura A3. Curva estdndar de densidad Optica versus lactato. (A) Grafico de
concentracion de lactato versus densidad Optica (OD) a 340 nm, la cuantificacion fue
realizada de acuerdo con la descripcidn en la seccién metodologias. (B) Reaccion utilizada
para cuantificar de manera indirecta el lactato. El producto NADH se evalu6 a 340nm.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura A4. Esquema utilizado para el calculo de parametros de respiracion

mitocondrial. Representacion de las tasas de consumo de oxigeno, luego de la inyeccion

de oligomicina A, FCCP, rotenona y antimicina A, respectivamente. Fuente: Modificado de

manual Seahorse XF24.
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Figura A5. Esquema utilizado para el calculo de parametros glicoliticos.

Representacion de las tasas de acidificacion extracelular, luego de la inyeccion de glucosa

y oligomicina A, respectivamente. Fuente: Modificado de manual Seahorse XF24.
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Figura A6. Evaluacion de la interaccion entre ATP5A y NUAK1 en MCF-7. Co-

inmunoprecipitacion de la ATP5A endégena en células MCF-7. Se inmunodetecté NUAK1,
ATP5A, ATP5B, Sucgll, ATP5H y GAPDH con anticuerpos especificos. Como control del

experimento se detecto la cadena liviana de la inmunoglobulina (n=1). Fuente: Elaboracién

propia.
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Figura A7. Prediccién de localizacion mitocondrial de NUAKL. (A) ParAmetros de
caracterizaciéon de localizacion y evidencia asociada a la mitocondria para NUAKI1,
obtenidos con MitoMiner v3.1. (B) Prediccion de localizacion subcelular de NUAK1
realizada con TargetP 1.1. mTP, localizaciébn mitocondrial; SP, localizacién en la via
secretora; other, otra localizacion, RC, fuerza del ensayo, el 1 indica la mayor fuerza de
prediccion. (C) Esquema de la localizacion de NUAK1 obtenido de la base de datos:
COMPARTMENTS, Subcellular localization database. Los valores més altos correlacionan
con mayor probabilidad de localizacion. Fuente: Elaboracion propia.
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