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Resumen:

El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias malignas con mayor incidencia y mortalidad
a nivel mundial. Su microambiente tumoral (TME) se caracteriza por una alta infiltracion de células
inmunoldgicas, entre las cuales los macréfagos destacan por su abundancia y marcada plasticidad.
Segun los estimulos presentes en el TME, estos pueden polarizarse hacia un fenotipo M1, de perfil
antitumoral, o hacia un fenotipo M2, asociado a funciones protumorales y de reparacion tisular. El
factor de transcripcion STAT3, frecuentemente activado en CCR, promueve la polarizacion hacia
el fenotipo M2. Evidencias recientes sugieren que dicha activacion puede ser modulada
epigenéticamente mediante la inhibicion de la histona desacetilasa 6 (HDACS), lo que abre nuevas
posibilidades terapéuticas para reprogramar la funcién de los macrofagos en el TME. EIl objetivo
del presente estudio fue evaluar si la inhibicion de HDAC6 modula la polarizacién de macréfagos
asociados al CCR mediante la regulacion del eje HDAC6/STATS3, favoreciendo un perfil M1 con
caracteristicas antitumorales. Para ello, se utiliz6 la linea de monocitos humana THP-1,
diferenciada a macréfagos mediante PMA y posteriormente polarizada hacia los fenotipos M1 o
M2 mediante la adicion de citoquinas. Las células fueron tratadas con el inhibidor selectivo de
HDACS6 Nexturastat A. La expresion y activacion de HDAC6/STAT3 se evalué mediante Western
blot, mientras que la expresién de marcadores de polarizaciéon se determiné mediante RT-gPCR,
inmunocitoquimica y citometria de flujo. Ademas, se analiz6 el efecto del medio condicionado de
los macrdfagos sobre la expresion génica de células HCT-116 y se evalu6 la capacidad fagocitica
de los macréfagos mediante cocultivos con células tumorales. Los resultados sugieren que la
inhibicion de HDAC6 aument¢ la acetilacion de a-tubulina y disminuyd la fosforilacion de STAT3,
sin modificar sus niveles totales. A nivel transcripcional, se observaron tendencias compatibles con
una disminucion de marcadores asociados al fenotipo M2 y un incremento de marcadores M1,
aunque sin diferencias estadisticamente significativas. El analisis proteico mostré un aumento
significativo de CD86 y una disminucion de CD163 en macrofagos M2 tratados con Nexturastat
A, marcadores de fenotipo M1 y M2 respectivamente. Asimismo, el medio condicionado de
macro6fagos tratados modulé la expresion de genes relacionados con vias inmunomoduladoras y de
progresion tumoral en células HCT-116, incluyendo IRAK1, MAPK12, MLST8 y TRIPS6.
Finalmente, la inhibicién de HDACS6 increment6 la capacidad fagocitica de los macro6fagos M1.
Los resultados obtenidos respaldan parcialmente la hipotesis planteada, sugiriendo que la
inhibicién selectiva de HDAC6 modula el eje HDAC6/STAT3 y favorece una reprogramacion
parcial de los macréfagos hacia un fenotipo con caracteristicas mas proinflamatorias. Estos
hallazgos posicionan al eje HDAC6/STAT3 como un potencial blanco terapéutico para la
modulacion del microambiente tumoral en cancer colorrectal y respaldan la realizacion de estudios
adicionales.

Palabras clave: Cancer colorrectal, macréfagos, HDAC6, STAT3, polarizacion, microambiente tumoral.



Abstract:

Colorectal cancer (CRC) is one of the leading causes of cancer incidence and mortality worldwide. Its tumor
microenvironment (TME) is characterized by extensive infiltration of immune cells, among which
macrophages are particularly abundant and exhibit remarkable functional plasticity. Depending on the stimuli
present within the TME, macrophages can polarize toward either an M1 phenotype, characterized by
antitumor functions, or an M2 phenotype, associated with protumor activities and tissue repair. Signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3), which is frequently activated in CRC, promotes
macrophage polarization toward the M2 phenotype. Recent evidence suggests that STAT3 activation can be
epigenetically regulated through inhibition of histone deacetylase 6 (HDACSG), providing a potential
therapeutic strategy for reprogramming macrophage function within the TME. The aim of this study was to
evaluate whether HDACS6 inhibition modulates the polarization of CRC-associated macrophages through
regulation of the HDAC6/STAT3 axis, promoting an M1 phenotype with antitumor characteristics. Human
THP-1 monocytes were differentiated into macrophages using phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and
subsequently polarized toward M1 or M2 phenotypes. Cells were treated with the selective HDACG inhibitor
Nexturastat A. HDAC6 and STAT3 expression and activation were assessed by Western blot, whereas
macrophage polarization markers were analyzed by RT-gPCR, immunocytochemistry, and flow cytometry.
In addition, the effects of macrophage-conditioned media on gene expression in HCT-116 colorectal cancer
cells were evaluated, and macrophage phagocytic activity was assessed using tumor cell co-culture assays.
The results suggest that HDAC6 inhibition increased o-tubulin acetylation and reduced STAT3
phosphorylation without affecting total STAT3 protein levels. At the transcriptional level, expression profiles
showed trends toward reduced M2-associated markers and increased M1-associated markers, although these
differences did not reach statistical significance. Protein analysis revealed a significant increase in CD86
expression and a decrease in CD163 expression in M2 macrophages treated with Nexturastat A. Furthermore,
conditioned media from treated macrophages modulated the expression of genes involved in
immunomodulatory and tumor progression pathways in HCT-116 cells, including IRAK1, MAPK12,
MLSTS8, and TRIP6. Finally, HDACS6 inhibition enhanced the phagocytic activity of M1 macrophages.
Overall, the findings partially support the proposed hypothesis, suggesting that selective HDACSG inhibition
modulates the HDACG6/STAT3 axis and promotes partial macrophage reprogramming toward a more pro-
inflammatory phenotype. These findings identify the HDAC6/STAT3 axis as a potential therapeutic target
for remodeling the tumor microenvironment in colorectal cancer and provide a rationale for further
preclinical and translational studies.

Keywords: colorectal cancer, macrophages, polarization, STAT3, HDACS6, tumor microenvironment
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. Introduccion:

El sistema inmune cumple un rol fundamental en el mantenimiento de la homeostasis tisular, contribuyendo
al control de la proliferacion celular y a la eliminacion de células que presentan alteraciones. A través de
mecanismos de vigilancia inmunolégica, células del sistema inmune innato y adaptativo son capaces de
reconocer y eliminar células transformadas, limitando asi el desarrollo tumoral en etapas tempranas.

Este proceso dinamico entre el sistema inmune y las células tumorales ha sido conceptualizado como
inmunoedicidn del cancer, un modelo que describe tres fases principales: eliminacion, equilibrio y escape.
En la fase de eliminacién, el sistema inmune detecta y destruye eficazmente células tumorales incipientes.
Sin embargo, algunas de estas células pueden sobrevivir y entrar en una fase de equilibrio, donde las células
inmunes controlan su crecimiento sin erradicarlas completamente. Finalmente, las células tumorales que
adquieren mecanismos para evadir el reconocimiento inmunolégico progresan hacia la fase de escape, dando
origen a un tumor clinicamente detectable.

Una vez establecido, el tumor se desarrolla inmerso en un microambiente tumoral, caracterizado por una
compleja red de interacciones entre células cancerigenas y diversas poblaciones celulares no malignas,
incluyendo fibroblastos, células endoteliales y células del sistema inmune. Estas interacciones influyen de
manera decisiva en la progresion tumoral, la angiogénesis, la invasién y la respuesta a terapias. Dentro de las
poblaciones inmunes presentes en el microambiente tumoral, los macréfagos asociados a tumor (TAMS)
representan un componente abundante y funcionalmente relevante. Los macrofagos desempefian funciones
clave en la fagocitosis, la presentacion antigénica y la secrecién de citoquinas y quimioquinas, modulando la
respuesta inmune local. Ademas, su plasticidad funcional les permite adoptar fenotipos con actividades tanto
antitumorales como protumorales, dependiendo de las sefiales presentes en el microambiente, lo que ha
impulsado un creciente interés en el desarrollo de estrategias terapéuticas orientadas a modular estas
interacciones entre células tumorales y TAMs.

Entre los mecanismos emergentes de regulacion de la funcién inmunitaria destacan los cambios epigenéticos.
En este contexto, la histona desacetilasa 6 (HDACG) ha adquirido especial relevancia debido a su rol en la
regulacién de proteinas no histonicas y su participacion en procesos como la sefializacion celular, la respuesta
inflamatoria y la funcién de células inmunes. HDACG6 ha sido descrita como un modulador clave de la
activacion de la via mediada por el factor de transcripcion STAT3, una ruta estrechamente asociada a la
supervivencia celular, la inflamacidn cronica y la polarizacion de macréfagos hacia fenotipos protumorales.

En conjunto, la comprensién de como la inhibicion de HDAC6 modula la activacién de STAT3 y afecta la
diferenciacion y polarizacién de macrdéfagos en el microambiente tumoral representa una aproximacion
prometedora para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a reprogramar la respuesta inmune
antitumoral.
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I1.Céancer colorrectal (CCR):

El cancer colorrectal (CCR) es una neoplasia maligna que compromete el colon y/o recto, esta neoplasia
representa un problema de salud a nivel mundial debido a su alta incidencia y mortalidad. (Islam et al., 2023)
Es el tercer tipo de cancer mas frecuente en el mundo y la segunda causa de muerte por neoplasias malignas
(Fig.1) (Chen et al., 2023). Durante las ultimas décadas, se ha observado un aumento sostenido en la
incidencia de esta patologia, estimandose que para el afio 2035 su incidencia global podria duplicarse
(Hossain et al., 2022) lo que pone de manifiesto la urgente necesidad de desarrollar nuevas estrategias de
prevencion y tratamientos mas eficaces.

Si bien los principales factores de riesgo del CCR incluyen la edad avanzada, factores genéticos, ambientales
y de estilo de vida, las alteraciones genéticas y epigenéticas —como la activacion de oncogenes y sefiales
proliferativas derivadas de un microambiente anormal— desempefian un rol endégeno en su desarrollo. A la
vez, factores exdgenos como la obesidad, la inactividad fisica, el consumo de tabaco o alcohol y la ingesta
de carnes procesadas interactian de manera sinérgica con los factores endégenos, promoviendo tanto la
aparicion como la progresién del CCR, esto se ve reflejado en el aumento sostenido de las tasas de incidencia
del CCR en paises en vias de desarrollo, incluyendo regiones de Europa del Este, Asia del Sudeste y América
del Sur, una tendencia asociada a cambios en la dieta y el estilo de vida, como una mayor ingesta de alimentos
de origen animal y un incremento del sedentarismo, ambos relacionados con el aumento de la prevalencia
del sobrepeso y la obesidad (Bray et al., 2024; H. Wang et al., 2021)

En relacion con los factores demogréficos, la edad constituye el principal factor de riesgo para el CCR,
observandose un incremento de la incidencia desde 6 casos por cada 100.000 personas entre los 30 y 34 afios,
hasta 228 por cada 100.000 en individuos de 80 a 84 afios. En promedio, el diagndstico se realiza alrededor
de los 63 afios, y el riesgo de desarrollar esta enfermedad es comparable entre mujeres y hombres (4,1 % y
4,4 %, respectivamente), aunque el aumento especifico por edad en incidencia y mortalidad tiende a
manifestarse de manera mas tardia en mujeres (Gupta, 2022; Hossain et al., 2022)

Se estima que, para el periodo 2030-2035, la incidencia del cancer colorrectal en América Latina aumentara
aproximadamente en un 60 %, alcanzando cerca de 396.000 nuevos casos por afio. Asimismo, se proyecta
que, para el afio 2035, el nimero total de muertes atribuibles al CCR aumentara en un 71,5 %, tanto para
cancer de colon como de recto, fendmeno que se atribuye en parte al crecimiento y envejecimiento de la
poblacion. (Mondschein et al., 2022)

En Chile, las estadisticas indican que las tasas de incidencia de cancer colorrectal son de 10,8 y 9,6 por cada
100.000 habitantes en hombres y mujeres, respectivamente (Fig.2). En cuanto a la mortalidad, durante el afio
2016 las muertes atribuibles al cancer colorrectal representaron aproximadamente el 9 % del total de
fallecimientos por causas oncoldgicas en el pais. (Ministerio Salud, 2018)
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Incidencia y mortalidad por cancer a nivel mundial (2022)
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Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer a nivel mundial (2022). A) Datos de incidencia publicados
por GLOBOCAN 2022, que muestran la distribucién de los distintos tipos de cancer, donde el cancer
colorrectal (CCR) se posiciona como la tercera neoplasia con mayor nimero de casos huevos a nivel mundial.
B) Datos de mortalidad por cancer publicados por GLOBOCAN 2022, que posicionan al CCR como la
segunda causa de muerte por cancer a nivel mundial. En ambos casos, los datos corresponden a ambos sexos

y consideran todas las edades.
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Incidencia y mortalidad por Cancer Colorrectal Chile (2022)
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Figura 2. Incidencia y mortalidad por cancer colorrectal en Chile (2022). A) Datos de incidencia
publicados por GLOBOCAN 2022, que muestran la distribucion de los distintos tipos de cancer, donde el
cancer colorrectal (CCR) se posiciona como la segunda neoplasia con mayor nimero de casos a nivel
nacional.B) Datos de mortalidad por cancer publicados por GLOBOCAN 2022, que posicionan al CCR como
la tercera causa de muerte por cancer a nivel nacional. En ambos casos, los datos corresponden a ambos sexos
y consideran todas las edades.
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Para comprender los mecanismos celulares que subyacen al desarrollo del CCR, es necesario considerar
primero la organizacion del epitelio intestinal normal. La mucosa normal del intestino grueso se organiza en
criptas, denominadas criptas de Lieberkuhn, un epitelio de tipo cilindrico simple, que aumentan la superficie
de absorcion. Estas estan cubiertas por una monocapa de células epiteliales de diferentes tipos, cada una con
una funcion especifica: enterocitos, células caliciformes, células enteroendocrinas, células de Paneth, entre
otras. Al fondo de la cripta se encuentran las células madre intestinales, responsables de la alta capacidad de
autorrenovacion del epitelio (Testa et al., 2018)

En el caso del cancer colorrectal (CCR), este se desarrolla cuando las células epiteliales del colon o del recto
adquieren alteraciones genéticas y epigenéticas que les confieren ventajas proliferativas y de supervivencia.
Como consecuencia, se inicia la formacion de un adenoma benigno que, tras la acumulacién progresiva de
nuevas alteraciones moleculares, puede evolucionar hacia un adenocarcinoma invasivo y, eventualmente,
desarrollar capacidad metastasica, proceso conocido como secuencia adenoma-carcinoma (Figura 3). Esta
evolucion tumoral puede seguir distintas vias moleculares, como la inestabilidad microsatélite (MSI), la

inestabilidad cromosomica (CIN) o la via serrada (Hossain et al., 2022)

La via de inestabilidad de microsatélites (MSI) esta presente en aproximadamente el 15-20% de los casos de
cancer colorrectal (CCR) esporadico y en cerca del 95% de los casos asociados al sindrome de Lynch. Esta
via se caracteriza por la acumulacién de mutaciones en secuencias repetitivas cortas de ADN, denominadas
microsatélites, presentes en las células tumorales, pero ausentes en el ADN de la linea germinal. De acuerdo
con el grado de inestabilidad observado, los tumores se clasifican como MSI alto (MSI-H) o MSI bajo (MSI-
L), segun el nimero de loci de microsatélites alterados. A nivel molecular, este fendmeno se produce como
consecuencia de mutaciones o del silenciamiento epigenético de genes del sistema de reparacion de errores
de apareamiento del ADN (mismatch repair, MMR), lo que favorece la acumulacion progresiva de
mutaciones durante la replicacién del ADN. La via de inestabilidad cromosémica (Chromosomal Instability,
CIN) es responsable de aproximadamente el 65-70% de los casos de cancer colorrectal (CCR) esporadico.
Se caracteriza por la ganancia o pérdida de grandes regiones de material genético, lo que genera alteraciones
cromosOmicas tanto estructurales como numéricas. Molecularmente, esta via suele iniciarse con mutaciones
de pérdida de funcion en el gen APC (Adenomatous Polyposis Coli), lo que provoca una activacién
constitutiva de la via de sefializacion Wnt/p-catenina y favorece la proliferacion celular. Posteriormente, es
frecuente la aparicion de mutaciones activadoras en el oncogén KRAS, que conducen a una activacién
persistente de la via RAS/MAPK, promoviendo la proliferacion y supervivencia celular. Finalmente, la
acumulacién de alteraciones genéticas incluye mutaciones de pérdida de funcién en el gen supresor tumoral
TP53, lo que compromete el control del ciclo celular, favoreciendo la progresion hacia un carcinoma
invasivo. La via del fenotipo metilador de islas CpG (CpG Island Methylator Phenotype, CIMP), también
conocida como via serrada, se encuentra asociada principalmente a lesiones serradas precursoras del cancer
colorrectal. Esta via se caracteriza por la acumulacidon de modificaciones epigenéticas, particularmente la
hipermetilacidn de islas CpG ubicadas en las regiones promotoras de diversos genes. Como consecuencia, se
produce el silenciamiento transcripcional de genes involucrados en procesos fundamentales como la
regulacion del ciclo celular, la apoptosis, la reparacion del ADN y la angiogénesis. La inactivacion de estos
genes favorece la transformacion maligna y contribuye a la progresion tumoral. (Pierantoni et al., 2024)

En la secuencia clasica adenoma—carcinoma, los tumores avanzan desde lesiones benignas hacia lesiones
malignas mediante la acumulacién progresiva de mutaciones, los adenomas pueden evolucionar hacia un
fenotipo maligno, siendo los adenocarcinomas responsables del 96 % de todos los CCR, se estima que el
proceso de progresion desde un adenoma temprano hasta un CCR establecido puede durar no menos de diez
afios. La primera mutacion “driver” suele ocurrir en el gen APC, otorgando a la célula una ventaja de
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crecimiento y dando origen a un adenoma inicial. Luego, mutaciones adicionales en oncogenes como KRAS
impulsan nuevas rondas de expansion clonal e hiperproliferacion celular. Este proceso continda con la
adquisicidn de alteraciones en genes involucrados en la supervivencia, proliferacion y evasion del control del
ciclo celular, como PIK3CA, SMAD4 y TP53, lo que finalmente conduce a un tumor maligno con capacidad
de invadir la membrana basal subyacente y diseminarse a ganglios linfaticos y érganos distantes, generando
metastasis, proceso que requiere aproximadamente nueve afios. (Hossain et al., 2022; Islam et al., 2023;
Vogelstein et al., 2013)

10-20 year progression

P =

Healthy colon Colon cancer

Metastasis to
distant organs

Loss of tumor Activation of Loss of tumor Loss of tumor Lung
suppressor gene APC KRAS oncogene suppressor gene DCC suppressor gene p53

I
' ' ! '
' ' ! '
' ' I |
' ' ' '
' ' ' '
: : \ ; Additional —

mutations ~ Bone

e =
— =
Healthy Colon Small benign growth Large benign growth Large benign growth Malignant tumor
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Figura 3. Etapas y desarrollo del cancer colorrectal (CCR). Existen cuatro etapas en el proceso de
carcinogénesis del CCR: iniciacién, promocién, progresion y metéstasis. El higado es el sitio metastasico
mas comun, seguido por el pulmon y el hueso. Aunque es dificil determinar la duracion especifica de cada
etapa, es probable que se requieran décadas para que el CCR se desarrolle completamente. Figura reproducida
de (Hossain et al., 2022). Edicion grafica asistida por inteligencia artificial.
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I11. Microambiente tumoral y macrofagos:

Desde el afio 2000, Hanahan y Weinberg han estudiado y definido los hallmarks o caracteristicas funcionales
que comparten todos los tipos de cancer, los cuales describen la habilidad de células cancerosas para formar
tumores malignos. En la actualidad, se reconocen ocho hallmarks, clasificados en: (1) mantener la
sefializacion proliferativa, (2) evadir los supresores de crecimiento, (3) resistir la muerte celular, (4) inducir
la angiogénesis, (5) activar la invasion y metastasis, (6) habilidad de replicacién ilimitada, (7) metabolismo
celular y (8) evasidn del sistema inmunitario.

Ademas de estas propiedades distintivas, se han definido caracteristicas habilitadoras que facilitan su
adquisicion, al crear un entorno biolégico favorable; entre ellas destacan la inestabilidad genémica vy la
inflamacién promovida por el tumor. De esta manera, las neoplasias establecidas suelen presentar un
microambiente inmunosupresor que deteriora la inmunidad antitumoral y favorece la progresion del cancer
(Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2000; Xiang et al., 2025) En este contexto, el microambiente tumoral
(TME) surge como un componente clave para comprender la biologia del cancer. El TME es un sistema
altamente complejo que se establece cuando el tumor progresa en un entorno dominado por interacciones
inducidas por las propias células tumorales, en este ocurren interacciones dinamicas entre células malignas,
componentes del estroma, y componente inmune. Esta compuesto por una amplia variedad de elementos,
incluyendo fibroblastos, células endoteliales, plaguetas, citoquinas, proteinas de matriz extracelular y células
del sistema inmune tanto innato como adaptativo (Figura 4). En consecuencia, en este entorno dinamico
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Entre los diversos componentes del TME, los macréfagos asociados a tumores (TAMSs) destacan por su
abundancia y relevancia funcional. De hecho, los macrofagos pueden constituir hasta la mitad de la masa
celular total del tumor, siendo de las células inmunes infiltrantes mas abundantes en el TME del CCR. (Xiang
et al., 2025) En tumores de etapas avanzadas los TAMs corresponden principalmente a fenotipos
protumorales (M2) y cumplen un rol fundamental en la progresion tumoral al secretar citoquinas y
quimiocinas que promueven el crecimiento, la invasion, la metastasis, la angiogénesis y la inmunosupresion
(YYahaya et al., 2019)

Por consiguiente, las células tumorales utilizan a los TAMs para favorecer su propio crecimiento, mientras
que los TAMs, dependiendo de su estado de polarizacion y distribucion espacial, pueden actuar como una
“espada de doble filo”, ejerciendo tanto funciones promotoras como supresoras del tumor. Ademas,
interactdan con practicamente todos los tipos de células inmunes —incluyendo linfocitos T, células NK y
células dendriticas— modulando las respuestas efectoras a través de la secrecion de citoquinas, la expresion
de ligandos de puntos de control inmunitario y la competencia metabdlica (H. Wang et al., 2021; J. Xu et al.,
2025)

La relevancia de los TAMs en el cancer colorrectal ha sido respaldada por evidencia reciente, tales como
Kather et al. (2019) sostienen que al analizar la composicién celular de tumores sélidos como el CCR, las
células mieloides constituyen una proporcién elevada del microambiente tumoral (Kather & Halama, 2019).
Esto ha sido corroborado experimentalmente por Tang et al. (2024), quienes, utilizando analisis de single-
cell RNA-seq para estudiar la heterogeneidad del microambiente tumoral en 60 pacientes con CCR,
observaron que, en comparacion con el tejido normal, los tejidos neoplasicos presentan un aumento en la
poblacion de celulas mieloides, destacando los macréfagos como una subpoblacidon con un incremento
particularmente notorio (Tang et al., 2024) De forma consistente, Huang et al. (2024) demostraron mediante
single-cell RNA-seq que los cambios mas significativos en las poblaciones inmunes intratumorales se
observan en macrofagos y monocitos, en comparacién con otras células inmunes como linfocitos B, células
NK vy linfocitos T. (Huang et al., 2024) Estas variaciones se relacionan con caracteristicas clinicas, lo que
sugiere que estas células desempefian un papel crucial en el TME y la progresion del CCR.

Ahora bien, considerando que los macréfagos son de las células no neoplasicas mas abundantes dentro del
TME resulta esencial comprender su origen y posteriores interacciones con las células neoplésicas y el resto
de los componentes del TME. Existen dos fuentes principales de macrofagos intestinales: aquellos residentes
y los derivados de monocitos. Los macréfagos residentes son derivados de precursores embrionarios, y se
alojan en el intestino previo al nacimiento manteniendo su nimero durante el desarrollo y adultez. (Lu et al.,
2021) Mientras que los macréfagos derivados de monocitos se originan de células madre hematopoyéticas
en la medula dsea, ahi los monocitos maduran por un periodo de 24 horas para luego migrar al torrente
sanguineo, donde pueden ser reclutados hacia tejidos en respuesta a dafio o inflamacién, para diferenciarse a
macréfagos. (Xia et al., 2023)

Sin embargo, mas alla de su origen, la importancia de su funcidn dentro del TME depende en gran medida
de su estado de polarizacién, una caracteristica fundamental de los macré6fagos, es decir, la capacidad para
modificar su fenotipo en respuesta a sefiales del entorno. Este fendmeno, permite que los macrdfagos adopten
diferentes perfiles funcionales segun los estimulos presentes en el TME (Xia et al., 2023) Tradicionalmente
los macréfagos han sido clasificados en dos extremos de polarizacion, M1 (proinflamatorios) y M2
(antiinflamatorios), sin embargo, con el desarrollo continuo de la tecnologia y la profundizacién en la
comprension de los macrdfagos, se ha demostrado que estos poseen un alto grado de plasticidad y
heterogeneidad. Por lo tanto, resulta simplista clasificarlos Unicamente como M1y M2, siendo mas bien un
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espectro de fenotipos entre estos dos extremos (Tang et al., 2024; J. Xu et al., 2025). Ademas, es importante
considerar que los TAM estan expuestos a multiples estimulos dentro del TME, lo que les permite adoptar
fenotipos mixtos que no se clasifican estrictamente como M1 o M2. Su plasticidad, caracteristica distintiva,
hace que su fenotipo no sea estatico ni definitivo, pudiendo repolarizarse bajo la influencia de determinados
factores, y viceversa.(Vayrynen et al., 2021; Zhao et al., 2019)

Los TAM s constituyen un componente principal de las células inmunoldgicas presentes en el microambiente
tumoral. Estos son reclutados a partir de monocitos circulantes, los cuales son atraidos al sitio tumoral por
quimioquinas como CCL2, CCL5 y CSF-1. Una vez en el TME, y mediante su interaccién con otros
elementos del microambiente, los TAMs son capaces de promover el desarrollo tumoral, la invasion, la
metéstasis, la angiogénesis y la inmunosupresion. En el contexto del CCR, las células tumorales favorecen
la diferenciacion de los TAMs hacia fenotipos M2, caracterizados por un perfil antiinflamatorio y protumoral.
Sin embargo, considerando que los tumores se inician en un microambiente inflamatorio, los TAMs presentan
inicialmente un fenotipo M1 proinflamatorio. A medida que la patologia progresa, estos macréfagos
experimentan una transicion hacia un fenotipo M2. (Huang et al., 2024; H. Wang et al., 2021)

En cuanto a sus estados de polarizacion, el interferon (IFNy) y los lipopolisacéridos bacterianos (LPS)
inducen la polarizacion hacia macréfagos M1, los cuales liberan moléculas proinflamatorias como factor de
necrosis tumoral (TNF)-a, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23, asi como las quimioquinas C-X-C motif chemokine
ligand 9 (CXCL9) y CXCL10, entre otras. Ademas, los macrofagos M1 expresan en su superficie CD40,
CD80, CD86 y moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC I1). Estos macréfagos
tienen la capacidad de promover respuestas Thl, fagocitar y destruir células tumorales, asi como favorecer
la presentacidn antigénica mediante la secrecion de citoquinas proinflamatorias, principalmente TNF-o e IL-
12, contribuyendo asi a la activacion de la inmunidad antitumoral. Asimismo, los macréfagos M1 inhiben la
supervivencia y la metastasis tumoral mediante tres mecanismos principales: (1) citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, (2) fagocitosis celular dependiente de anticuerpos y (3) modulacién indirecta de
la respuesta inmunitaria a través de la liberacion de mediadores proinflamatorios. (H. Wang et al., 2021; Xia
etal., 2023; J. Xu et al., 2025)

Por otro lado, los macréfagos M2 son inducidos principalmente por IL-4 e IL-13, y secretan diversas
moléculas antiinflamatorias y promotoras de la reparacién tisular, como IL-10, transforming growth factor-
B (TGF-p), IL-1B, insulin-like growth factor-1 (IGF-1), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), entre otras.
Este fenotipo se caracteriza por la expresion superficial de arginasa 1 (Argl), CD163, CD204 y CD206, y
desempefia funciones clave en la angiogénesis, la remodelacion tisular y la reparacion de tejidos.
Tipicamente, los macréfagos M2 se subdividen en cuatro subpoblaciones de acuerdo con los estimulos que
los inducen: M2a (inducidos por IL-4 e 1L-23), M2b (inducidos por complejos inmunes junto con IL-1p o
LPS), M2c (inducidos por IL-10, TGF-B y glucocorticoides) y M2d (inducidos por IL-6) (Fig5) (Wang et al.,
2021).Ademas, estudios in vitro han demostrado que células de CCR aumentan la expresion de RGC-32 en
macrofagos, lo que favorece su migracion y, posteriormente, la proliferacion de células tumorales. Los
macréfagos M2 también secretan IL-19 y TGF-p, citoquinas que inhiben la citotoxicidad de los linfocitos T,
y reclutan células T reguladoras (Treg) mediante la liberacién de CCL5, CCL22 y CCL20, contribuyendo a
establecer un microambiente inmunosupresor. Asimismo, promueven la resistencia a la apoptosis en las
células tumorales a través de la secrecion de IL-10 e IL-6.(H. Wang et al., 2021; Xiang et al., 2025; J. Xu et
al., 2025)
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Para que un tumor localizado pueda crecer es necesario que ocurra angiogénesis, TAMs favorecen este
proceso al producir VEGD, IL-8, metaloproteinasas de matriz entre otros. Estudios realizados en muestras
de tejido humano demuestran que el nimero de TAMs se correlaciona positivamente con la formacion de
vasos sanguineos. (Komohara et al., 2014)
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Figura 5. Estados de polarizacién de macrofagos y diversidad funcional en el microambiente tumoral.
Los macrdfagos M1, activados por ligandos de TLR, producen citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a) y
ejercen funciones antitumorales dependientes de OXPHOS. En contraste, los macréfagos M2, inducidos por
IL-4 e IL-13, promueven la remodelacion tisular, el crecimiento tumoral y respuestas antiinflamatorias.
Macréfagos reguladores y macréfagos inducidos por glucocorticoides contribuyen a la inmunosupresion y a
la angiogénesis. Los macrdfagos asociados a tumores (TAMSs) favorecen la angiogénesis y la evasion inmune
mediante factores como VEGF y MMP2. Figura reproducida de (J. Xu et al., 2025)

En la mayoria de los tumores sélidos, una alta densidad de infiltracién de macréfagos se ha asociado con un
pronostico significativamente desfavorable. (Zhao et al., 2019) Sin embargo, los efectos de los TAMs en la
progresién del cancer colorrectal en humanos siguen siendo controversial e incluso contradictorios. Majid et
al. 2024 demuestra que el rol pronéstico de los TAMs depende de la cantidad de linfocitos T CD8+ presentes
en el TME, una de las razones es que los linfocitos producen altas cantidades de IFN-y, citoquina que
promueve la fagocitosis y presentacion antigénica, destacando una vez mas la importancia de las
interacciones del TME. (Majid et al., 2024) Li et al, 2020 realizaron un metaanalisis de 27 estudios, que
incluyé 6.115 pacientes con CCR, en el cual se reporta que una alta densidad de macr6fagos asociados a
tumor (TAMSs) se asocia con una mejor sobrevida global a 5 afios. Este efecto se observd de manera
independiente del fenotipo M1 0 M2, considerando Unicamente la infiltracion total de TAMs identificados
por el marcador CD68". (J. Li et al., 2020) De modo contrario Yang et at, 2020 realizaron un metaanalisis
incluyendo 29 estudios, con 5575 pacientes, afirman que no existe correlacion entre TAMs CD68+ y
sobrevida global si se considera la infiltracion en el centro del tumor (Yang et al., 2020)
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En sumatoria, diversos estudios sugieren que el rol de los TAMs en el TME puede resultar contradictorio,
(Pinto et al., 2019; Shin et al., 2021; H. Wang et al., 2021; Zhong et al., 2018) esto puede deberse a el uso
del marcador CD68, clasico marcador de macrdfagos, pero este puede expresarse en el estroma y no
diferencia entre el fenotipo del macréfago, los resultados también varian dependiendo de la localizacion de
los TAM, ya sea en el centro tumoral o en el margen, y finalmente, la identificacion de los estados de
polarizacion fenotipica y su diversidad es compleja. (H. Wang et al., 2021)

En conjunto, estas evidencias refuerzan la idea de que el impacto pronéstico de los macréfagos asociados a
tumor no depende Unicamente de su abundancia o localizacidn, sino fundamentalmente de su estado funcional
y de las interacciones dindmicas que establecen con otros componentes del microambiente tumoral (TME).
Estos cambios funcionales estan mediados por la activacion diferencial de vias de transduccién de sefiales,
entre las que destacan STAT1 y STAT3, NF-kB y PI3K/AKT, las cuales integran estimulos mediados por
citoquinas, metabolicos e inflamatorios del entorno tumoral. En particular, la activacion sostenida de STAT3
en macréfagos ha sido ampliamente asociada a la adquisicion de un fenotipo inmunosupresor. De este modo,
un mejor entendimiento de la activacién selectiva de estas vias resulta fundamental para explicar la
heterogeneidad funcional de los TAMs.

IVV. Transductor de sefales y activacion de la transcripcion 3
(STAT3)

Las vias de transduccion de sefiales, incluyendo nuclear factor kappa B (NF-kB), STAT3, STAT6, c-Myc y
el factor regulador de interferén 4 (IRF4), participan activamente en la diferenciacién de macréfagos hacia
el fenotipo M2. Asimismo, NF-kB y STAT3 se encuentran fuertemente involucrados en el crecimiento y
supervivencia de células tumorales (Komohara et al., 2014)

De acuerdo con Gargalionis et al. (2021), los factores de transcripcion (TF) son proteinas que integran
complejas redes de transduccion de sefiales tanto en condiciones fisiologicas como patoldgicas, regulando la
actividad transcripcional mediante su unién a regiones promotoras o enhancer del ADN de genes
especificos.(Gargalionis et al., 2021) Su activacion ocurre en respuesta a citoquinas, factores de crecimiento
y otros ligandos peptidicos, y su funcién principal es inducir la transcripcion de genes diana a través de la
transmision de sefiales desde la membrana celular hacia el nicleo (Xia et al., 2023) En el contexto del CCR,
alteraciones genéticas y epigenéticas pueden conducir a la hiperactivacion de estos factores de transcripcion.

STAT3 (transductor de sefiales y activador de la transcripcién 3) es un factor de transcripcion citoplasmatico
perteneciente a la familia STAT, la cual estd conformada por siete proteinas estructuralmente similares:
STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STAT6 (Gargalionis et al., 2021) STAT3 esta
compuesto por entre 750 y 795 aminoacidos y presenta un peso molecular aproximado de 89 kDa. Su
activacion ocurre principalmente mediante fosforilacion, un proceso estrictamente regulado y de corta
duracion en tejidos normales. Se ha documentado que el peak de fosforilacion de STAT3 se produce entre
15 y 60 minutos posteriores a la estimulacion por citoquinas u otros factores, disminuyendo posteriormente
de manera progresiva (Xia et al., 2023). La funcionalidad y la localizacion subcelular de STAT3 estan
reguladas por modificaciones postraduccionales, tales como la fosforilacion del residuo de tirosina 705 y de
la serina 727, las cuales participan directamente en su activacion. Asimismo, la acetilacion de STAT3 en la

20



lisina 685 (Lys685) ha sido descrita como un mecanismo responsable de bloquear la dimerizacion de STAT3
(Mardones et al., 2023)

La via JAK/STAT constituye una de las principales rutas de sefializacién para la activacién de mas de 70
citoquinas y desempefia un papel fundamental en numerosos procesos bioldgicos clave, tales como la
proliferacion celular, la diferenciacidn, la apoptosis y la regulacion de la respuesta inmune. En la via de
sefializacion JAK/STAT, las sefiales extracelulares, principalmente citoquinas y factores de crecimiento,
inducen la dimerizacién de los receptores, lo que acerca entre si a las quinasas JAK asociadas. Esta
proximidad permite la activacion de las JAK mediante fosforilacion cruzada de residuos de tirosina.
Posteriormente, las JAK activadas catalizan la fosforilacion de residuos de tirosina en los receptores
dimerizados, lo que facilita el reclutamiento de las proteinas STAT presentes en el citoplasma. Las STAT se
unen a los receptores y son fosforiladas por las JAK activadas. Finalmente, las STAT fosforiladas se disocian
de los receptores, forman dimeros en el citoplasma y translocan al nlcleo, donde se unen a las regiones
promotoras de los genes diana para activar su transcripcién (Xia et al., 2023).

STAT3 se encuentra sobreactivado en la mayoria de los tumores malignos, y se asocia a un peor prondstico.
(Xia et al., 2023) EI CCR no es la excepcion, ya que STAT3 esta altamente activado y corresponde al
miembro de la familia STAT maés estrechamente asociado con la iniciacion y progresion de esta patologia.
Su rol en la tumorigénesis se vincula al aumento en la transcripcién de genes que favorecen la proliferacion
celular, la resistencia a la apoptosis, la angiogénesis, la inflamacion promovida por el tumor, asi como la
invasién y la metastasis, procesos atribuibles a una activacion aberrante inducida por el exceso de citoquinas
y factores de crecimiento presentes en el microambiente tumoral (Gargalionis et al., 2021)

En concordancia con esto, muchos de los genes regulados por STAT3 codifican citoquinas, factores de
crecimiento y factores angiogénicos, tales como IL-6, IL-10 o VEGF, los cuales a su vez activan la
sefializacion mediada por STAT3, promoviendo la generacion de un circuito de retroalimentacién positiva
(feed-forward loop) entre las células tumorales y las células inmunes dentro del microambiente tumoral (Y.
Wang et al., 2018)

Diversos estudios han demostrado que la activacion de la via JAK/STAT3 favorece la polarizacion de los
macréfagos asociados a tumor (TAMs) hacia el fenotipo M2. Mediante un ensayo in vivo, Komohara et al.
demostraron que la inhibicion de STAT3 mediante &cido oleanolico impide dicha polarizacion y estimula la
produccion de citoquinas proinflamatorias, tales como IL-12. Este tratamiento mostré efectos tanto a nivel
de los TAMs como de las células tumorales, sugiriendo que la inhibicién de STAT3 contribuye a la supresion
del crecimiento tumoral en gliomas (Komohara, 2011). De manera similar, en el contexto del CCR, se ha
reportado que el uso de farmacos capaces de reducir los niveles de fosforilacion de STAT3 mediante el
blogueo de la via JAK/STAT3 disminuye su translocacién nuclear y, consecuentemente, reduce la
polarizacién M2 de los TAMSs. (Zhang et al., 2021)

En conjunto, estos antecedentes indican que la activacién de la via JAK/STAT3 no solo ocurre en células
tumorales, sino también en los macr6fagos asociados a tumor, afectando indirectamente el desarrollo de la
neoplasia mediante la generacion de un microambiente protumoral dominado por macréfagos con fenotipo
M2 (Xia et al., 2023) Esto permite plantear que la inhibicion dirigida de esta via podria reducir o revertir la
polarizacion M2 de los macrofagos, con el objetivo de enlentecer la progresién tumoral y potenciar la
respuesta inmune antitumoral.
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Este factor de transcripcidn esta implicado en la respuesta antiinflamatoria, se ha observado que la activacién
de STAT3 por estimulo de IL-10 conduce a disminucion en la expresion de genes que codifican citoquinas
proinflamatorias como TNF-(1, I-1B, IL-12 e IFN-y. Sin embargo, la activacion de STAT3 no siempre se
asocia a respuestas antiinflamatorias, esto depende del estimulo, pues se ha visto que la activacion de STAT3
por IL-6 o INF-B promueve respuestas inflamatorias en macréfagos. (Tugal et al., 2013).

En conjunto, estos antecedentes indican que el papel de STAT3 en la activacion y polarizacion de los
macréfagos es complejo y depende del contexto biolégico y de los estimulos presentes en el microambiente.

V. Epigenéticay HDACS6:

“Epigenética” es definido como modificaciones en la expresion génica, estas son hereditarias y reversibles,
no implican cambios de la secuencia de ADN, tienen un rol fundamental en la patogénesis de varios tipos de
cancer, incluyendo el CCR. (Jung et al., 2020). Se manifiestan principalmente como metilacién/demetilacion
del ADN, modificaciones postraduccionales de histonas como acetilacion, u otras como micro-ARN, small-
non-coding ARN. (Chen et al., 2023; El-Sayed et al., 2021)

La acetilacion y desacetilacion de histonas se encuentran entre los mecanismos clave de regulacion
transcripcional. Es catalizada por enzimas histonas acetiltransferasas (HAT) o histonas desacetiltransferasas
(HDAC) respectivamente. Inicialmente las histonas desacetilasas (HDAC) fueron descritas como enzimas
que remueven grupos acetilos de histonas, sin embargo, se ha observado que actlan sobre un espectro méas
amplio de sustratos, y se ven envueltas en varios procesos celulares mas alla de regulacion de cromatina
(Knox et al., 2019)

La histona desacetilasa 6 (HDACS) es una proteina de 1215 aminoacidos perteneciente a las HDAC de clase
Il (proteasas dependientes de ZN+) (Li et al., 2018). HDACSG se diferencia de otras proteinas HDAC en que
se localiza principalmente en el citoplasma con la capacidad de desacetilar varias proteinas no histonas, se
ha demostrado que HDACSG regula las funciones proinflamatorias y antiinflamatorias en macréfagos (Gracia-
Hernandez et al., 2024)

HDACS tiene multiples blancos citoplasmaticos para desacetilacion, entre ellos se han identificado: a-
tubulina, cortactina, proteina de choque térmico (Hsp) 90, factor de transcripcion de choque térmico-1
(HSF-1), Ku70, p53, peroxirredoxinas, transductor de sefial y activador de la transcripcion (STAT) 3,
proteina de caja de horquilla O1 (FOXOL1) y p-catenina. (Vuleti¢ et al., 2023)

Cheng et al., (2014) afirma que en células presentadoras de antigenos (APC), HDACG se une a STATS3, el
complejo luego transloca al ndcleo y se une a la region promotora del gen que codifica para IL-10,
promoviendo la expresion de esta citoquina antiinflamatoria e inmunosupresora. En el caso contrario, la
disminucion de la expresion de HDACS resulta en menor fosforilacion de STAT3, y menor expresion de IL-
10. (Cheng, Lienlaf, Pérez-Villarroel, et al., 2014)

Se han utilizado inhibidores de HDAC (HDACI) no selectivos, los cuales han demostrado tener actividad
antitumoral, sobre todo en canceres hematol6gicos, pero en tumores sélidos sus resultados son poco
consistentes, pues, el hecho de ser no selectiva implica que su blanco puede ser cualquiera de las 18 isoformas
de HDACS, lo cual se traduce en efectos mixtos. Es por lo que el uso de inhibidores selectivos son una
estrategia terapéutica prometedora. (Knox et al., 2019)
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En este contexto, se ha estudiado el efecto del inhibidor selectivo (NextA) de HDAC6 en combinacién con
anti-PD-L1, este estudio se realiz6 en melanoma de modelos de raton ex vivo. Se observo que cuando solo
se utiliza anti-PD-L1, la cantidad de macréfagos M2 se eleva, disminuyendo al ser tratado en conjunto con
NextA, ademas, informa que la razén M1:M2 era la mas alta cuando se realizaba tratamiento anti-PD-L1 y
NextA en conjunto, y el tejido presentaba mayor concentracién de citoquinas proinflamatorias que
antiinflamatorias. Ademas, para estudiar si HDACGi es capaz de modificar el fenotipo de macréfagos en el
TME se observé el efecto tras tratamiento con NextA, donde la razon M1:M2 aument6. Para corroborar este
efecto se utilizaron macrofagos aislados del ratén, y se indujo fenotipo M2 mediante el uso de citoquinas IL-
4y IL-13, este proceso se vio afectado negativamente en presencia de NextA, mientras que la polarizacién
M1 inducida por LPS o INF-y se vio favorecida en presencia de NextA, lo que sugiere que la inhibicion de
HDACS6 promueve un fenotipo antitumoral e impide la expresion de un fenotipo protumoral. (Knox et al.,
2019)

Respecto al CCR, Mardones et al., (2023) estudiaron el rol de la via inmunomoduladora HDAC6-STAT3 en
células de CCR, donde HDACS es necesaria para la activacion de STAT3. El estudio se baso en la inhibicién
farmacolégica de HDACB6, mediante la utilizacidn de un inhibidor selectivo (NextA), lo cual conlleva a una
menor activacion de STATS3, reflejado en un menor indice de fosforilacién y una mayor acetilacion, y, por
ende, afectando la expresion de sus genes blanco. En este estudio se logr6 observar que luego de utilizar
NextA los niveles de expresion de PD-L1 disminuyeron, potenciando la actividad antitumoral (Mardones et
al., 2023).

Teniendo en consideracion la informacidn presentada, proponemos la utilizacion de un inhibidor selectivo
para HDACS con el fin de disminuir la activacion del factor de transcripcion STAT3, por lo tanto, evitaria la
transcripcion de genes blanco. En el caso del CCR, considerando la abundante poblacién de macréfagos
asociados a tumores presentes en el microambiente tumoral, proponemos a estas células como target. Con el
objetivo de evitar la polarizacion de macréfagos hacia el extremo M2, de esta manera es posible generar un
ambiente antitumoral y proinflamatorio, que en conjunto evitan la progresién tumoral.
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V1. Hipotesis:

“La inhibicion de HDAC6 suprime la polarizacion de los macrdfagos del fenotipo M2 al disminuir la

activacion del factor de transcripcion STAT3 en macréfagos asociados a CCR”

VI1I. Objetivo general:

Evaluar cdmo el bloqueo del eje HDAC6/STAT3 mediante el uso de un inhibidor selectivo de HDAC6

modula la polarizacion de los macrdfagos en el CCR.

V111.Objetivos especificos:

1. Evaluar como la inhibicion de HDAC6 modula la activacion de STAT3 afectando la polarizacion
de macrofagos (M1y M2).

Para evaluar los cambios de polarizacion de macrofagos frente al tratamiento con inhibidor de HDAC6 y
tratamiento con sus respectivas citoquinas se realizé inmunocitoquimica, con marcadores especificos para
cada estado de polarizacién, para M1 CD86 y para M2 CD163.

2. Evaluar el efecto de la inhibicion de HDACG6 sobre la expresion de genes representativos de los
fenotipos M1y M2, como indicador de cambios en la polarizacion de macrofagos.

Se realiz6 mediante RT-gPCR, donde previamente los macrofagos fueron tratados con el inhibidor de
HDACES y luego polarizados hacia el fenotipo M1y M2, se compard los cambios de expresidn génica para
cada estado de polarizacién.

Para M1:CD80, CD86, IL-12, TNF- [, IFN-y, IL6

Para M2: Argl, CD206, CD209, TGF- B.

3. Evaluar cambios de expresion génica y funcionales en células de CCR asociadas a macr6fagos
polarizados (M1 y M2) con y sin tratamiento de inhibiciéon de HDACS.

Se realizé co-cultivo de macréfagos polarizados y células de céncer colorrectal de la linea HCT-116 para
evaluar fagocitosis. Ademas, se realizo cultivo de las células HCT-116 con medio condicionado obtenido de

macrofagos para evaluar expresion génica.
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IX. Materiales y métodos:

Cultivo y lineas celulares:

Se trabajé con las lineas celulares HCT-116, derivada de un carcinoma colorrectal humano, y THP-1,
proveniente de monocitos humanos de una leucemia mieloide monocitica aguda.

Las células HCT-116 se cultivaron en placas utilizando Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 4 mM de L-glutamina, 1,5 mg/mL de bicarbonato de
sodio, 4,5 mg/mL de glucosa, y 50 U/mL de penicilina-estreptomicina para prevenir la contaminacion
bacteriana.

Las células THP-1 se cultivaron en frascos de cultivo con Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI
1640), suplementado con 10% de FBS, 4 mM de L-glutamina, 1,5 mg/mL de bicarbonato de sodio, 4,5
mg/mL de glucosa, y 50 U/mL de penicilina-estreptomicina.

Todas las lineas celulares se mantuvieron en incubadora a 37 °C, bajo una atmdsfera controlada de 5% de
CO..

Diferenciacion de monocitos:

El protocolo de diferenciacion de macrofagos fue adaptado de Tedesco et al., (2018) en el cual las células
THP-1 se sometieron a tratamiento de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) a una concentracién final de
80 ng/mL. Las cé¢lulas se sembraron a una densidad inicial de 5 x 10° células/mL, con el fin de asegurar una
confluencia adecuada para la diferenciacién.

El tratamiento con PMA se mantuvo durante 16 horas, tras lo cual el medio fue reemplazado por medio
fresco, permitiendo un periodo de reposo de 24 horas adicionales antes de iniciar los tratamientos o
experimentos posteriores. (Tedesco et al., 2018)

Inhibidores enzimaticos:
Se empled el inhibidor selectivo de HDACS6, Nexturastat A (NextA). Los compuestos fueron inicialmente
donados por el Dr. Alejandro Villagra (Georgetown University, EE. UU.) y posteriormente adquiridos en
MedChemExpress (EE. UU.) o Santa Cruz Biotechnology (EE. UU.). Las células se trataron con una
concentracion final de 5 uM de NextA durante 4 horas, tiempo determinado para evaluar los efectos del
inhibidor sobre las células experimentales.
Polarizacion de macrofagos:
Los macrofagos derivados de THP-1 se polarizaron hacia fenotipos M1 o0 M2.
e Para la polarizacion M1, las células se estimularon con lipopolisacarido (LPS, 50 ng/mL) e
interferon gamma (IFN-y, 50 ng/mL).
e Paralapolarizacion M2, el medio se suplement6 con interleucina-4 (IL-4, 20 ng/mL) e interleucina-
13 (IL-13, 20 ng/mL).
La polarizacién se mantuvo durante 24 horas para M1y 48 horas para M2, tras lo cual las células se utilizaron
para los experimentos correspondientes.
Las condiciones de polarizacion se obtuvieron de una version modificada de Kovalovsky et al., (2024).
(Kovalovsky et al., 2024)

Obtencion de extractos totales de proteina:
Una vez completados los tratamientos celulares, las células se lavaron dos veces con PBS 1x y se recolectaron
mediante tripsinizacion. Se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos, y el sobrenadante se descarto.
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El pellet se resuspendié en buffer de lisis RIPA (suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas),
ajustando el volumen de acuerdo con la cantidad de células. Los lisados se incubaron en agitacion constante
durante 15 minutos a 4 °C.

Posteriormente se realizd sonicacién, 10 ciclos de 30 segundos de frecuencia alta y posteriormente se
centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se separ6 el sobrenadante del pellet celular y se
almaceno a -80°C.

El contenido proteico del sobrenadante se determind mediante el método de Bradford, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Electroforesis de proteinas y Western blot:

Las muestras proteicas se desnaturalizaron en un buffer de carga compuesto por 50 mM Trizma-Cl (pH 6,8),
100 mM DTT, 2% SDS, 0,1% azul de bromofenol y 10% glicerol, mediante calentamiento a 95 °C durante
3 minutos.

Posteriormente, las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida (29:1) con SDS al 0,1%, al 8% para la
separacion de proteinas de alto peso molecular (>200 kDa) y al 12% para proteinas de bajo peso molecular
(<200 kDa).

La electroforesis se realizé en condiciones de corriente constante de 700 mA por gel, utilizando un buffer de
corrida compuesto por 25 mM Trizma-Cl, 250 mM glicinay 0,1% SDS, en una minicamara Mini-PROTEAN
3 System (Bio-Rad).

Al finalizar la corrida, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer
Medium, Bio-Rad) empleando un buffer de transferencia con 39 mM glicina, 48 mM Trizma, 0,037% SDS
y 20% metanol, a 30 V de corriente constante durante 1618 h.

La eficiencia de transferencia se verifico mediante tincién con Ponceau S (0,1% en acido acético al 5%).
Luego, la membrana se lavé con agua destilada y se bloqueé con TBS-Tween 0,1% suplementado con 2,5—
5% de leche descremada durante 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, la membrana se incub6 con los anticuerpos primarios especificos en TBS-Tween 0,1%, ya
sea durante 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C, segun el anticuerpo. Luego, se realizaron
tres lavados de 5 minutos con TBS-Tween 0,1%, seguidos de la incubacién con el anticuerpo secundario
conjugado durante 1 hora en agitacion.

La deteccion se efectué mediante reactivos de quimioluminiscencia, y la sefial fue visualizada en un sistema
de fotodocumentacion para quimioluminiscencia (OmegalLum, Aplegen).

Para este procedimiento se emplearon los siguientes anticuerpos: anti-HDACSG, anti-STAT3 total, anti-
STAT3 fosforilado, anti-a-tubulina total, anti-a-tubulina acetilada y anti-f3-actina como control de carga. Las
diluciones utilizadas fueron las siguientes: HDACS6 (1:100, M), STAT3 (1:500, M), p-STAT3 (1:500, M), a-
tubulina (1:1.000, M), acetil-a-tubulina (1:1.000, R) y B-actina (1:10.000, M). (M=mouse; R=rabbit)

Inmunocitoquimica directa:

Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se lavaron tres veces con PBS 1x.

Luego, se realizo la permeabilizacion y bloqueo mediante incubacion en una solucion de BSA al 4% y Triton
X-100 al 0,5% en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, las muestras se incubaron con los anticuerpos primarios especificos en una cdmara himeda,
toda la noche a 4 °C, protegidas de la luz.

Al dia siguiente, las muestras se lavaron tres veces con PBS 1x y se incubaron con el marcador nuclear DAPI
(1:1000) durante 5 minutos, seguido nuevamente de tres lavados con PBS 1x.
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Finalmente, las preparaciones se montaron con resina DAKO y se observaron en un microscopio de
epifluorescencia Nikon Eclipse E600.

La inmunofluorescencia se realizd utilizando anticuerpos primarios conjugados a fluoréforos, dirigidos
contra CD86, marcador caracteristico de macréfagos M1, y CD163, marcador representativo de macréfagos
M2, en una dilucién 1:50.

Citometria de flujo:

La expresion de marcadores asociados a macrofagos fue evaluada mediante citometria de flujo. Para la
tincion intracelular se utilizé el Conjunto de tampones de tinciéon de factor de transcripcion/Foxp3
eBioscience™ (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las células fueron incubadas con anticuerpos monoclonales conjugados a fluordforos especificos para la
deteccion de los marcadores de interés: CD11b-Brilliant Violet 421, CD86-PE/Cyanine7 y CD163-PE
(BioLegend). Se utilizé un volumen de 0,7 pL de cada anticuerpo, preparados a partir de soluciones stock
con una concentracion de 0,2 mg/MI. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un proceso de fijacion
y permeabilizacién mediante los tampones incluidos en el kit mencionado.

Tras la tincion intracelular, las células fueron mantenidas a 4 °C en oscuridad hasta el momento de la
adquisicidn. El analisis se realiz6 recolectando al menos 10.000 eventos por muestra mediante citometria de
flujo.

Aislamiento de ARN y RT-gPCR

La extraccion de ARN mensajero (ARNm) se realizé mediante el método TRIzol-cloroformo-isopropanol,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI ARN obtenido se cuantificé utilizando un
espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), evaluando tanto la concentracién como la pureza
mediante la relacion A260/A280.

A partir de cada muestra, se utiliz6 1 pg de ARN total para la sintesis de ADN complementario (cDNA),
empleando la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega) segun las instrucciones del proveedor.

La amplificacién por PCR en tiempo real (qPCR) se realiz6 utilizando SYBR Green como agente intercalante
de doble hebra, bajo condiciones previamente optimizadas para cada par de oligonucle6tidos. Los ensayos
se efectuaron en un termociclador en tiempo real, siguiendo las recomendaciones del fabricante para el
programa de amplificacion y analisis de curvas de disociacién (melt curve).

Se evaluo la expresion génica asociada a los fenotipos M1y M2 de macréfagos:

M1: CD86, CD80, IL12, TNF-a, IFN-y, IL6.

M2: ARG1, CD206, TGF-p, IL10, y CD2009.

Ademas, se analiz6 la expresion génica en lineas celulares de carcinoma colorrectal (CCR), HCT-116,
considerando los siguientes genes de interés: TRIP6, TYMS, MLSTS, IFITM2, y MAPK12 (Mardones et al.,
2023).

Co-cultivo CCR y macrdéfagos:

I. Medio condicionado: Se realizé el tratamiento de polarizacion previamente descrito durante 24 horas,
posteriormente, fueron tratadas Nexturastat A por un periodo de 4 horas, tras lo cual se realizé un cambio de
medio y se cultivaron los macrofagos durante 4 horas extra con medio fresco, se recolecto el medio
condicionado (CM, conditioned medium). Posteriormente, las células HCT-116 se cultivaron en presencia
de este medio condicionado durante 24 horas adicionales. Finalizado este periodo de exposicidn, las células
se lisaron y se procedio a la extraccion de ARN total, seguida de la sintesis de cDNA y el analisis de expresién
génica mediante RT-gPCR, utilizando los genes previamente descritos: TRIP6, TYMS, LRRC41, MLSTS,
IFITM2, PSMB5, KEAP1, SEC61A1 y MAPK12 (Mardones et al., 2023).
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11. Ensayo de fagocitosis:

La tincion celular se realiz6 utilizando el colorante fluorescente CellTrace™ CFSE (Carboxyfluorescein
Succinimidyl Ester, Invitrogen).
A un vial del reactivo liofilizado se le adicionaron 18 pL de DMSO para su disolucidn, obteniéndose una
solucion stock. Esta se diluyo posteriormente en 20 mL de PBS (pH 7,4), previamente templado a 37 °C,
para obtener una solucién de tincién a una concentracion de 5 uM.

Las células HCT-116 se recolectaron y transfirieron a un tubo Falcon de 50 mL conteniendo 10 mL de medio
de cultivo. Las muestras se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y el pellet
celular se resuspendié en 10 mL de la solucion de tincion CFSE.

Las células se incubaron durante 20 minutos a 37 °C en bafio termorregulado, protegidas de la luz. Finalizada
latincion, se lavaron con PBS 1Xy se cultivaron en placas de 10 mm de diametro, en presencia de macréfagos
polarizados M1y M2 durante 24 horas.

Posteriormente, las células se recolectaron y se tifieron con anticuerpo Brilliant Violet 785 anti-CD11b
(BioLegend) para la identificacién de macrofagos. La fagocitosis se evalué6 mediante citometria de flujo
(segun el protocolo descrito anteriormente), determinandose como el porcentaje de células CFSE*CDI11b*
respecto al total de células CD11b*, correspondiente a macrofagos que internalizaron células de carcinoma
colorrectal (CCR).

Anélisis estadistico:

Todos los ensayos corresponden al promedio de tres experimentos bioldgicos independientes, realizados en
duplicado o triplicado técnico. Para cada experimento se calculd la desviacion estandar, la cual se presenta
en las figuras correspondientes. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism. La
normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro—Wilk. Para la comparacion entre dos grupos
se empled la prueba t de Student no pareada y, cuando los datos presentaron varianzas desiguales, se aplico
la correccion de Welch. Se consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0,05, representado como
* (p <0,05), ** (*p < 0,01) y *** (p < 0,001).
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X. Resultados

Estandarizacion:

Se realizo cultivo celular seguido de lisis para la obtencién del lisado proteico total. Posteriormente, se llevé
a cabo un andlisis mediante Western blot con el objetivo de estandarizar las condiciones experimentales para
futuros ensayos, evaluando la concentracion minima éptima de proteinas totales por carril necesaria para
detectar adecuadamente la expresion de las proteinas de interés.

Para este propdsito, se analizaron concentraciones crecientes de proteina total, desde 10 pg hasta 80 pg por
carril. Se emplearon los siguientes anticuerpos primarios: HDACS6 (1:100, M), STAT3 (1:500, M), p-STAT3
(1:500, M), a-tubulina (1:1.000, M), acetil-a-tubulina (1:1.000, R) y B-actina (1:10.000, M).

Estandarizacion western blot:

10ug 20ug 30ug 40ug SO0ug 60ug 70ug 80ug
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Figura 6. Estandarizacion de Western blot mediante el uso de concentraciones crecientes de proteina total
(10-80 g por carril) para la deteccion de proteinas de interés. Se evaluaron cantidades crecientes de proteina
(de 10ug a 80 ug, y concentracion éptima de Ac 1°HDACS6 1:100, STAT3 1:500, pSTAT3 1:500, 1:1000,
B-Actina 1:10.000
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Con el objetivo de verificar la activacion de la via de sefializacion de STAT3 mediante fosforilacién, se
realizé una estimulacion celular con IL-6 e IFN-2 durante 24 horas. Posteriormente, se obtuvieron lisados
proteicos totales y se analizé la expresién de STAT3 total y STAT3 fosforilado (p-STAT3) mediante Western
blot, utilizando una carga de 30 g de proteina por carril, previamente definida como dptima. Este analisis
permitié evaluar el efecto de la estimulacion con IL-6 e IFN-y sobre la activacion de la via STAT3 a nivel

proteico.

Medicidn de expresion proteica post estimulacion:

IL-6 IFN-y IL-6+IFN-y CTRL
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86- | — u WP s | STAT3

36- | Wesm- ot Wy pSTAT3

50- |, . ac-a-tubulina
P -— e

50- ; L : . a-tubulina

48-’- '” - W oo

Figura 7. Activacion de STAT3 por fosforilacion tras estimulacion con IL-6 (30 ng/ml), IFN-y (100ng/ml)

durante 24 horas evaluada por Western blot utilizando 30 pg de proteina total por carril.
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Las células fueron tratadas con el inhibidor selectivo de HDAC6 Nexturastat A a una concentracion de 5 uM
durante 2 y 4 horas, con el objetivo de evaluar su efecto inhibidor sobre la actividad de HDAC6. Dado que
la a-tubulina acetilada es un blanco reconocido de HDACS6 segun la literatura, el efecto del tratamiento fue
evaluado mediante el analisis de los niveles de acetil-a-tubulina por Western blot. Los resultados
evidenciaron un aumento de la acetilacion de a-tubulina dependiente del tiempo de tratamiento, observandose

un efecto mas marcado a las 4 horas, condicion que fue seleccionada para los experimentos posteriores.

Medicidn de expresion proteica post tratamiento con NextA:

2 HORAS 4 HORAS

2,5uM 5uM DMSO CTRL 2,511M ﬁuM DMSO CTRL
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Figura 8. Efecto de la inhibicion de HDAC6 mediante Nexturastat A sobre la acetilacion de a-tubulinay la
activacion de STAT3. Las células fueron tratadas con Nexturastat A (5 uM) durante 2 y 4 h. Posteriormente,
se extrajeron proteinas totales y se analizaron 13 g de proteina por carril mediante western blot. Se evaluaron
los niveles de HDAC6, STAT3, pSTAT3, a-tubulina acetilada (Ac-a-tubulina), a-tubulina total y B-actina
como control de carga. La inhibicion de HDACS6 fue determinada mediante el aumento de los niveles de a-

tubulina acetilada
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Con el objetivo de evaluar el efecto de la inhibicion de HDACSG sobre la activacion de la via STAT3 inducida
por IL-6, células THP-1 diferenciadas fueron estimuladas con IL-6 (30 ng/mL) y tratadas con Nexturastat A
(5 UM). La activacién de STAT3 fue analizada mediante western blot utilizando 15 pg de proteina total por
carril, observandose un aumento en los niveles de STAT3 fosforilado tras la estimulacion con IL-6, mientras
que el tratamiento con Nexturastat A redujo su fosforilacion en comparacién con la condicién estimulada
Unicamente con IL-6 (Figura 9). De manera consistente, se evidencié un aumento en los niveles de a-tubulina
acetilada, utilizada como marcador de la inhibicion funcional de HDACS6. El andlisis densitométrico,
normalizado respecto a B-actina, confirmé el efecto modulador de Nexturastat A sobre la activacion de la via
STAT3 inducida por IL-6.
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Activacion de la via STAT3 tras estimulacion con IL-6 y efecto de la inhibicion de HDACSG:
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Figura 9. Efecto de IL-6 y Nexturastat A sobre la expresion proteica en monocitos. Efecto combinado de
IL-6 y Next A sobre la expresion proteica en monocitos. Las células fueron tratadas con IL-6 (30 ng/mL)
y/o Next A (5 uM) durante 1 h. Se incluyeron grupos control sin tratamiento (CTRL), IL-6 solo y con
tratamiento IL-6 + Next A. Los niveles proteicos fueron evaluados mediante western blot y analizados
densitométricamente.

33




Para la diferenciacion de monocitos THP-1 a macréfagos, las células fueron tratadas con phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) a una concentracion de 80 ng/mL, de acuerdo con lo reportado en la literatura.
El tratamiento se realizd durante 18 horas, tras lo cual se efectué un cambio de medio y las células se
mantuvieron en cultivo hasta las 48 horas. En este periodo, las células adquirieron adherencia a la placa y
presentaron cambios morfolGgicos caracteristicos de la diferenciacion a macréfagos, pasando de una
morfologia redondeada, tipica de las células THP-1, a una forma alargada.

Polarizacion de macrofagos:

THP-1 tratamiento PMA 80 ng/mL (18hrs)

Figura 10. Diferenciacion de monocitos THP-1 a macréfagos tras estimulacion con PMA. Las células THP-
1 fueron incubadas con PMA (80 ng/mL) para inducir diferenciacion macrofagica. Posteriormente, se
observaron cambios morfol6gicos caracteristicos, incluyendo aumento de adherencia celular, expansién
citoplasmatica y pérdida del patron de crecimiento en suspension. Las imagenes representativas fueron
adquiridas utilizando el sistema CytoSMART.

Con el objetivo de evaluar cémo la inhibicién de HDAC6 modula la activacion de STAT3, y como este efecto
impacta en la diferenciacion y polarizacion de macrdfagos, se realiz6 inmunofluorescencia utilizando
marcadores asociados a macrofagos M1 (CD86) y M2 (CD163). La técnica fue estandarizada de la siguiente
manera:
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Inmunofluorescencia macréfagos polarizados

Figura 11. Polarizacion de macréfagos hacia fenotipo M1. Las células THP-1 fueron diferenciadas a
macréfagos mediante tratamiento con PMA (80 ng/mL) durante 48 h y posteriormente estimuladas con LPS
e IFN-y para inducir polarizacion hacia un fenotipo M1. La polarizacion celular fue evaluada mediante
inmunofluorescencia utilizando el marcador CD86 conjugado a PE/Cy7 (1:50). Los nucleos fueron tefiidos
con DAPI. Las imagenes corresponden a la estandarizacién experimental de las condiciones de polarizacion
M1.

Figura 12. Polarizacion de macréfagos hacia fenotipo M2. Las células THP-1 fueron diferenciadas a
macréfagos mediante tratamiento con PMA (80 ng/mL) durante 48 h y posteriormente estimuladas con IL-4
e IL-13 para inducir polarizacién hacia un fenotipo M2. La polarizacién celular fue evaluada mediante
inmunofluorescencia utilizando el marcador CD163 conjugado a PE (1:50). Los nucleos fueron tefiidos con
DAPI. Las imagenes corresponden a la estandarizacion experimental de las condiciones de polarizacion M2.
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Curva estandar y eficiencia de partidores

La eficiencia de los partidores fue evaluada mediante diluciones seriadas para generar curvas estandar. El
gen de referencia (18S) fue incluido para normalizar los niveles de expresion. Se consideraron aceptables
eficiencias de partidores entre 90% y 110%. Las curvas estandar fueron realizadas en un sistema
QuantStudio3 Real-Time PCR de Thermo Fisher Scientific.

Gen Eficiencia
18S 102,3%
CD86 122,2%
CD80 110,8%
IL-12 91,1%
TNF-a 121,5%
IFN-y 86,3%
IL-6 125,9%
ARG-1 91,3%
CD206 94,6%
CD209 114,5%
TGF- B 102,2%
IL-10 94,654%
IRAK1 105.1%
IFITM2 106.0%
MAPK12 93.3%
MLST8 78.5%
TRIPG 105.0%
TYMS 64.8%
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Objetivo especifico 1

Evaluar como la inhibicion de HDAC6 modula la activacion de STAT3 afectando la
polarizacion de macrofagos.

Evaluacion de la polarizacion de macréfagos mediante expresion génica:

Con el fin de evaluar la polarizacion de los macrdfagos inducida por citoquinas, se determind mediante RT-
gPCR la expresion génica de marcadores asociados a los fenotipos M1y M2.

Los macr6fagos sometidos a condiciones de polarizacion M1 mostraron una tendencia a una mayor expresion
de genes asociados a un perfil proinflamatorio, incluyendo IL-12, IL-6, IFN-y, CD80, CD86 y TNF-a, en
comparacion con los macrofagos polarizados hacia M2 (Figura 13A-F). De manera similar, los macrofagos
polarizados hacia M2 presentaron una tendencia a una mayor expresion de genes asociados a un perfil
antiinflamatorio y de reparacion tisular, tales como TGF-8, ARG, CD206 y CD209 (Figura 13G-J).

Sin embargo, las diferencias no alcanzaron significancia estadistica en los genes analizados (p > 0,05).

En conjunto, los resultados mostraron tendencias diferenciales en la expresién de genes asociados a los

fenotipos M1 y M2, concordantes con los perfiles de polarizacion esperados para cada condicion
experimental.
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Figura 13. Evaluacion de la polarizacion de macréfagos mediante RT-qPCR.

La expresion de genes caracteristicos de los fenotipos M1 y M2 fue determinada mediante RT-gPCR y
expresada como nimero de copias normalizado al gen de referencia 18S. Las barras azules y rojas representan
macréfagos polarizados hacia los fenotipos M1 y M2, respectivamente. Los paneles A-F muestran la
expresion de genes asociados a un perfil de polarizacion M1, mientras que los paneles G-J muestran la
expresion de genes asociados a un perfil de polarizacién M2

Los datos se presentan como media + error estandar (SEM) y fueron analizados mediante t-test no pareado
con correccién de Welch para la comparacion entre los grupos M1y M2. Se considerd un valor de p < 0,05
como estadisticamente significativo. (n=3)
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Evaluacién de marcadores proteicos de polarizaciéon mediante inmunocitoquimica:

Con el fin de complementar los analisis de expresion génica, se evalud expresion proteica mediante
inmunocitoquimica de los marcadores CD86 y CD163, asociados a los perfiles de polarizacion M1y M2,
respectivamente. La inmunocitoquimica permitié evaluar la expresion de ambos marcadores en macréfagos
polarizados hacia M1y M2, en ausencia o presencia de Nexturastat A (NA) (Figura 14).

Para determinar las diferencias en la expresién de CD86 entre las condiciones experimentales (M1, M1+NA,
M2 y M2+NA), se realizé un analisis de varianza de dos vias (Two-way ANOVA), considerando como
factores el perfil de polarizacion y el tratamiento con Nexturastat A. (Figura 14A). El analisis reveld una
interaccion significativa entre ambos factores (p = 0,0230), indicando que el efecto de NA sobre la expresion
de CD86 dependid del estado de polarizacién de los macréfagos. Asimismo, se observé un efecto
significativo del tratamiento (p = 0,0010), mientras que el efecto principal del perfil de polarizacién no fue
significativo (p = 0,1229). El analisis post hoc de Tukey mostrd una mayor expresion de CD86 en macrofagos
M1 respecto a M2 en ausencia de tratamiento (p = 0,0461). En presencia de NA, estas diferencias
desaparecieron (p = 0,9065). Ademas, los macr6fagos M2 tratados con NA presentaron una mayor expresion
de CD86 en comparacién con los macr6fagos M2 control (p = 0,0018), alcanzando niveles similares a los
observados en macro6fagos M1 tratados con NA.

Por otra parte, el analisis de la intensidad media de fluorescencia de CD163 no evidenci6 una interaccion
significativa entre el tratamiento con Nexturastat A y el perfil de polarizacion (p = 0,6401). Asimismo, no se
observaron efectos significativos asociados al tratamiento (p = 0,3752) ni al perfil de polarizacién (p =
0,2170). En concordancia con estos resultados, las comparaciones multiples realizadas mediante la prueba
de Tukey no mostraron diferencias significativas entre ninguna de las condiciones experimentales evaluadas.
A pesar de no tener significancia estadistica, es posible observar que tras el tratamiento con Nexturastat A,
la expresion proteica del marcador CD163 experimento una tendencia a la baja en macr6fagos M2, sugiriendo
un proceso de repolarizacion (Figura 14B).
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Figura 14. Evaluacion de la expresion de marcadores de polarizacion de macréfagos mediante
inmunocitoquimica. Los paneles A y B muestran la intensidad media de fluorescencia de CD86 y CD163
en macrdfagos expuestos a estimulos de polarizacion M1 o M2, en ausencia o presencia de Nexturastat A.
La intensidad media de fluorescencia fue corregida por el fondo y utilizada como medida relativa de la
expresion proteica. La deteccion se realizd6 mediante inmunotincion directa empleando anticuerpos
conjugados a fluoréforo. Los datos se presentan como media + desviacion estandar (DE) fueron analizados
mediante t-test no pareado con correccién de Welch para la comparacion entre los grupos M1y M2, M1y
M1 NA, M2y M2 NA. Las barras azules y rojas representan macréfagos M1y M2, respectivamente, mientras
que los tonos claros y oscuros corresponden a las condiciones control (CTRL) y tratadas con NA. *p < 0,05.
(n=4)
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Por su parte, la citometria de flujo permitié cuantificar la expresion de CD86 a nivel de célula individual.
Los macrofagos polarizados hacia M1 presentaron una mayor proporcion de células CD86+ en comparacion
con los macréfagos M2. Asimismo, en los macr6fagos M2 tratados con Nexturastat A se observd una
tendencia al aumento en el porcentaje de células CD86+ respecto a su condicién control. Sin embargo, estas
diferencias no alcanzaron significancia estadistica (p > 0,05) (Figura 15).

En conjunto, los resultados obtenidos mediante inmunocitoquimica y citometria de flujo muestran patrones
compatibles con una mayor expresion de CD86 en macréfagos M1 y sugieren que el tratamiento con
Nexturastat A podria modular la expresidn de este marcador, particularmente en macréfagos M2,

A)
70 a M1

60 a M2

40, T

304

20;
10;

Frecuencia de células CD86*

CTRL NA CTRL NA

Figura 15. Evaluacion de la expresion de CD86 en macréfagos polarizados mediante citometria de
flujo. (A) Porcentaje de células CD86+ en macrofagos polarizados hacia los fenotipos M1y M2, en ausencia
(CTRL) o presencia de Nexturastat A (NA). La expresion de CD86 fue determinada mediante citometria de
flujo y expresada como porcentaje de células positivas para este marcador. Las barras azules y rojas
representan macréfagos M1y M2, respectivamente, mientras que los tonos claros y oscuros corresponden a
las condiciones control (CTRL) y tratadas con NA. Los datos se presentan como media + desviacion estandar
(DE) y fueron analizados mediante t-test no pareado con correccion de Welch para la comparacion entre los
grupos M1y M2, M1y M1 NA, M2 y M2 NA. Se consider6 un valor de p < 0,05 como estadisticamente
significativo. (n=3)
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Objetivo especifico 2

Evaluar el efecto de la inhibicién de HDACG6 sobre la expresién de genes representativos de los
fenotipos M1y M2, como indicador de cambios en la polarizacion de macro6fagos.

Efecto de la inhibicion de HDAC6 sobre la expresion génica de marcadores de polarizacion de
macrofagos

A continuacidn, se evalud el efecto de la inhibicién de HDACG6 sobre el perfil de expresion génica de los
macrofagos utilizando el inhibidor selectivo Nexturastat A. Para ello, se analizaron los mismos marcadores
asociados a los fenotipos M1y M2 previamente descritos mediante RT-gPCR.

En términos generales, el tratamiento con Nexturastat A se asocié con una disminucion en la expresion de
marcadores caracteristicos del fenotipo M2, particularmente CD209, CD206, TGF-B y ARG-1. Asimismo,
se observo una tendencia al aumento de algunos marcadores asociados al fenotipo M1 (IL12, IL6, IFN-y,
CD80, CD86, TNF-a) en las células polarizadas hacia M2 tratadas con Nexturastat A. Aungue estas
variaciones no alcanzaron significancia estadistica, los resultados sugieren que la inhibicion de HDAC6
podria modular parcialmente el programa transcripcional asociado al fenotipo M2.
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Figura 16. Efecto de la inhibicién de HDACG6 sobre la expresion génica de marcadores de polarizacién
de macrdéfagos. La expresion génica de marcadores caracteristicos de los fenotipos M1y M2 (IL12, ILS6,
IFN-y, CD80, CD86, TNF-a, TGF-B, ARG1, CD206 y CD209) fue evaluada mediante RT-gPCR y expresada
como numero de copias normalizado al gen de referencia 18S. Las condiciones experimentales incluyeron
macréfagos polarizados hacia M1 y M2 en presencia 0 ausencia del inhibidor selectivo de HDACG6
(Nexturastat A), correspondientes a los grupos M1, M1+NA, M2 y M2+NA. Los paneles A—F muestran la
expresion de genes asociados al fenotipo M1, mientras que los paneles G-J corresponden a genes

caracteristicos del fenotipo M2. Los datos se presentan como media +

error estandar (SEM) y fueron

analizados mediante t-test no pareado con correccion de Welch para la comparacion entre los grupos M1y
M2, M1y M1 NA, M2 y M2 NA. Se considerd un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo.

(n=3)
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Objetivo especifico 3

Evaluar cambios de expresién génica y funcionales en células de CCR asociadas a macréfagos
polarizados (M1 y M2) tras la inhibicién de HDACS.

Expresion génica en células HCT-116 expuestas a medio condicionado derivado de macrdéfagos
polarizados

Con el objetivo de evaluar el efecto del microambiente inflamatorio generado por macréfagos sobre células
de cancer colorrectal (CCR), se analizo la expresién génica de un conjunto de genes previamente asociados
a procesos de proliferacién, respuesta inflamatoria y sefializacion intracelular. Para ello, células HCT-116
fueron cultivadas en presencia de medio condicionado obtenido de macrofagos polarizados hacia fenotipo
M1 o M2, en presencia o ausencia de Nexturastat A. Posteriormente, se evalu6 mediante RT-gqPCR la
expresion de los genes IRAK1, IFITM2, MAPK12, TYMS, TRIP6 y MLST8. Los resultados permitieron
determinar el efecto de los factores solubles derivados de macréfagos sobre el perfil de expresion génica
tumoral, proporcionando evidencia del rol modulador del microambiente inmune en el comportamiento de
células de CCR.

44



>

FOLD CHANGE VS CONTROL

>

IRAK1 B) IFITM2 C) LTS
3, 3 20n
3 2
T Z 2
z =
2 8 Z15 T
:
=
z £1.0
: :
11 T 14 E
§ 2 0.5
: 208
0 0 00
CTRL M1 MINA M2 M2NA CTRL M1 MINA M2 M2NA T Wit MIUNA MZ M2 NA
TYMS E) MAPK12 F) TRIP6
4 2:5 4
2 8 %0 :
£3 z £3
o © (]
@] &) Q
g 215 T “
= Er:‘ =
22 o 2 i
= 210 =
z ) 3]
=1 a 21
s = =
= E 0.5 8
T 0 T
CIRL M1 M1NA M2 M2NA CTRL M1 MINA M2 M2NA CTRL M1 MINA M2 M2NA

Figura 17. Expresion génica en células HCT-116 expuestas a medio condicionado derivado de
macréfagos polarizados. Las células HCT-116 fueron cultivadas con medio condicionado obtenido de
macréfagos M1, M1+NA, M2 y M2+NA. Posteriormente, se evalud mediante RT-qPCR la expresion relativa
de los genes IRAK1, IFITM2, MAPK12, TRIP6, TYMS y MLST8. Los niveles de expresion fueron
normalizados respecto al gen de referencia 18S y expresados como fold change relativo al control. Los datos
corresponden a la media £ SEM de tres experimentos bioldgicos independientes realizados en dias distintos.
Los datos se presentan como media + desviacion estandar (DE) fueron analizados mediante t-test no pareado
con correccion de Welch para la comparacion entre los grupos M1y M2, M1y M1 NA, M2y M2 NA. Se
considero un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo. (n=3)
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Evaluacion de la captacion de células tumorales HCT116 por macrofagos polarizados

Con el fin de evaluar el impacto funcional de la polarizacion y la inhibicién de HDACG6 sobre la capacidad
fagocitica de los macro6fagos derivados de células THP-1, se realizd un ensayo de co-cultivo entre macréfagos
y células de cancer colorrectal HCT116 bajo condiciones de polarizacién M1y M2, en presencia o ausencia
del inhibidor selectivo Nexturastat A. Posteriormente, la fagocitosis fue evaluada mediante citometria de
flujo, cuantificando la proporcién de macréfagos capaces de internalizar células tumorales, los macréfagos
fueron marcados con CD11b (BrillianViolet), y las células tumorales con CFSE (Carboxyfluorescein
succinimidyl ester) (FITC), este es un colorante fluorescente permeable y estable, que se une covalentemente
a los grupos amino libres presentes en proteinas de la superficie y del interior celular, permiti6 identificar las
células tumorales durante los ensayos de co-cultivo y cuantificar la fagocitosis mediante citometria de flujo.
Debido a variaciones en la expresion de CD11b entre macréfagos M1y M2, las comparaciones de fagocitosis
se realizaron dentro de cada condicién de polarizacién.
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Figura 18. Evaluacion de la captacion de células tumorales HCT116 por macréfagos polarizados. Las
células HCT116 fueron marcadas con CFSE y co-cultivadas con macréfagos M1, M1+NA, M2 y M2+NA.
Los macrofagos fueron identificados mediante marcaje con CD11b conjugado a BrilliantViolet y analizados
por citometria de flujo. La capacidad de captacion/fagocitosis fue determinada cuantificando el porcentaje
de células CD11b+CFSE+ respecto al total de células CD11b+.

Debido a variaciones en la expresion de CD11b entre los fenotipos M1y M2, las comparaciones estadisticas
se realizaron dentro de cada condicion de polarizacién. Los datos se expresan como media + DE de 3
experimentos independientes. Los datos se presentan como media = desviacion estandar (DE) fueron
analizados mediante t-test no pareado con correccién de Welch para la comparacion entre los grupos M1y
M2, M1y M1 NA, M2y M2 NA. Se consideré un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo.

47



XI. Discusion:

Las células THP-1 corresponden a una linea celular humana derivada de una leucemia monocitica aguda y
constituyen uno de los modelos in vitro mas utilizados para el estudio de la biologia de los macrofagos. Estas
presentan caracteristicas morfoldgicas y funcionales similares a las de los monocitos humanos primarios en
comparacion con otras lineas celulares de leucemia, como HL-60 y ML-1. (T. Liu et al., 2023) Ademas,
poseen ventajas experimentales como la facilidad de cultivo y expansion in vitro, asi como una mayor
estabilidad genética, lo que favorece la reproducibilidad. Su utilizacidn en el presente estudio se justifica por
ventajas recién mencionadas. No obstante, es importante considerar que este modelo presenta limitaciones
inherentes que pueden influir en la interpretacion de los resultados. En este sentido, Daigneault et al. (2010)
sefialaron que el estado de diferenciacion de las células THP-1 puede condicionar su comportamiento
biolégico, por lo que las observaciones obtenidas en este modelo no siempre reflejan con precision las
respuestas de los macrofagos tisulares diferenciados. (Daigneault et al., 2010) Tedesco et al., (2015) sostiene
que debido al background maligno de las células THP-1 es posible obtener respuestas diferentes en
comparacion con macréfagos obtenidos de monocitos primarios en su entorno natural. Es decir, debido a sus
distintos origenes de desarrollo y atributos fenotipicos, los dos modelos celulares podrian no superponerse
en todo el espectro de respuestas. (Tedesco et al., 2018) Por lo tanto, aunque las células THP-1 constituyen
una herramienta valiosa para el estudio de la funcion de macréfagos, los resultados obtenidos deben
interpretarse con cautela, considerando las limitaciones propias del modelo experimental y su posible impacto
sobre las respuestas observadas.

Para inducir la diferenciacion de monocitos THP-1 a macrofagos se utiliza cominmente PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate). Los protocolos descritos en la literatura presentan una elevada variabilidad, empleando
concentraciones que oscilan entre 5y 200 ng/mL y tiempos de exposicion que varian entre 24 y 48 horas. (T.
Liu et al., 2023) Esta heterogeneidad metodoldgica evidencia la ausencia de un protocolo universalmente
estandarizado para la diferenciacion de células THP-1. Asimismo, se ha descrito que las condiciones de
cultivo, incluyendo los protocolos de diferenciacion y la composicion del medio, pueden influir
significativamente en el fenotipo final de los macr6fagos obtenidos (Shiratori et al., 2017). En consecuencia,
las diferencias en las condiciones de cultivo y diferenciacién pueden influir sobre las caracteristicas
fenotipicas y funcionales de los macrdéfagos obtenidos, dificultando la comparacion directa de resultados
entre estudios y contribuyendo a la variabilidad observada en la literatura.

En este contexto, el protocolo de diferenciacion empleado en el presente estudio se basoé en lo reportado por
Liu et al. (2023), quienes demostraron que concentraciones de PMA inferiores a 300 ng/mL no afectan la
proliferacion de las células THP-1. Ademas, mediante analisis por citometria de flujo, los autores
determinaron que la exposicion a 80 ng/mL de PMA durante 24 h induce la mayor expresion de CD14, un
marcador utilizado para evaluar la diferenciacion monocito-macréfago de células THP-1.(T. Liu et al., 2023)
Sobre la base de estos antecedentes, se seleccioné dicha concentracion, con el objetivo de favorecer una
diferenciacion eficiente sin comprometer la viabilidad celular. No obstante, considerando la amplia
variabilidad de concentraciones y tiempos de exposicion descritos en la literatura, no puede descartarse que
las diferencias observadas entre estudios estén influenciadas, al menos en parte, por las condiciones
experimentales utilizadas durante el proceso de diferenciacion de las células THP-1.

A pesar de las consideraciones previamente descritas, al evaluar la expresion génica de marcadores clasicos
de polarizacion se observé una tendencia concordante con lo esperado (Fig. 13). Especificamente, la
estimulacion con LPS e IFN-y indujo una mayor expresion de genes asociados al fenotipo M1 (CD86, CD80,
IL-6, TNF- a, IL-12, IFN- vy), y una menor expresién de genes M2 (CD209, CD206, ARG-1, TGF- p),
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mientras que el tratamiento con IL-4 e IL-13 promovi6 un incremento en la expresion de genes caracteristicos
del fenotipo M2, acompafiado de una menor expresion de genes asociados al fenotipo M1.

En concordancia con la literatura, se ha descrito que tanto macréfagos derivados de THP-1 como de PBMC
(Peripheral Blood Mononuclear Cells) presentan un claro perfil de polarizacion hacia M1 tras la estimulacion
con LPS e IFN-y, caracterizado por un aumento en la expresion de marcadores proinflamatorios,
particularmente durante las primeras 24 h de estimulacion (Shiratori et al., 2017). De manera similar, en el
presente estudio se observo un incremento en la expresion de IL-12, IL-6, CD86, TNF-a, IFN-y y CDS8O0,
respaldando la consistencia de estos resultados con estudios previos.

Sin embargo, pese a que los perfiles de expresién observados fueron concordantes con el estimulo de
polarizacion aplicado, las diferencias entre las condiciones experimentales no alcanzaron significancia
estadistica. Estos resultados coinciden con lo reportado por Tedesco et al. (2018), quienes al comparar
macréfagos derivados de THP-1 y PBMC humanos observaron que, aunque ambos modelos presentaban
cambios de expresion esperados, las respuestas inducidas en células THP-1 eran menos pronunciadas y, en
varios casos, no alcanzaban significancia estadistica, particularmente para genes como IL-6, TNF-a e IL-10.
(Tedesco et al., 2018) En conjunto, estos antecedentes sugieren que las respuestas de polarizacién en células
THP-1 pueden ser més atenuadas y variables que aquellas observadas en macrofagos primarios.

Adicionalmente, la elevada variabilidad observada podria estar asociada al reducido tamafio muestral, a la
heterogeneidad inherente del modelo THP-1 y a la marcada plasticidad funcional de los macréfagos.
Actualmente se reconoce que los estados M1 y M2 representan extremos de un continuo de activacion,
existiendo fenotipos mixtos.(Vayrynen et al., 2021)

Otro aspecto que podria haber contribuido a la ausencia de diferencias significativas es la naturaleza dindmica
de la expresion génica. Diversos genes asociados a la polarizacion de macrofagos presentan patrones de
expresion transitorios, alcanzando niveles méaximos de expresion en distintos tiempos tras la estimulacion.
En este contexto, Melton et al., (2015) sostiene que en el caso de TNF- ¢, la acumulacién sostenida de esta
proteina en el medio condicionado se asociaba con una disminucion en los niveles de ARNm, sugiriendo la
existencia de mecanismos de retroalimentacion, observaciones similares fueron descritas para IL-6 e 1L-12
(Melton et al., 2015) Asimismo, utilizando macr6fagos derivados de médula 6sea, Melton et al. (2015)
observaron que, a pesar de que las células respondian a los estimulos de polarizacién de manera consistente
con el fenotipo esperado, citoquinas como IFN-y, IL-4 e IL-10 alcanzaban sus méximos niveles de
produccion y liberacion al medio extracelular en distintos tiempos posteriores a la estimulacién. (Melton et
al., 2015)

En otro estudio realizado con macréfagos derivados de PBMC, se evalué la expresion génica de marcadores
caracteristicos de los distintos estados de polarizacion en diferentes tiempos posteriores a la estimulacion.
Los autores observaron que la expresion de TNF-a alcanzaba un maximo aproximadamente a las 4 horas
postestimulacion, mientras que IL-1B presentaba una respuesta mas sostenida a lo largo del tiempo. En el
caso de IL-12, se evidencié un aumento inicial de la expresion a las 4 horas, seguido de un segundo
incremento entre las 48 y 72 horas posteriores a la estimulacion. (Unuvar Purcu et al., 2022)

Estos resultados demuestran que cada citoquina presenta una cinética de respuesta especifica y no
necesariamente alcanzan su maximo nivel de transcripcion de manera simultanea, por lo que no puede
descartarse que el punto temporal seleccionado en el presente estudio haya correspondido a una fase en la
que algunos genes ya hubiesen superado su maxima expresion o estuvieran disminuyendo su tasa de
transcripcion como consecuencia de mecanismos de retroalimentacion.
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Adicionalmente, la polarizacidn de los macréfagos esta regulada por una compleja red de sefializacion que
involucra multiples vias, incluyendo las familias IRF, STAT, NF-xB y PPAR (Shiratori et al., 2017) Si bien
en el presente estudio el andlisis se centrd en la modulacion de la via STAT3 mediante la inhibicién de
HDACS, la existencia de posibles mecanismos compensatorios mediados por otras vias no evaluadas podria
haber contribuido a atenuar los efectos esperados sobre la expresion génica.

Una observacién relevante descrita por Melton et al. (2015) es que la estimulacion de macréfagos con LPS e
IFN-y indujo, ademas de una respuesta proinflamatoria, una elevada produccion de 1L-10. Esta citoquina
promueve la polarizacion hacia el fenotipo M2c y ejerce sus efectos principalmente mediante la activacion
de la via JAK/STAT3, generando la adquisicion de caracteristicas antiinflamatorias. (Melton et al., 2015) Si
bien en el presente estudio no se evalué la expresion de 1L-10, no puede descartarse que un fenémeno similar
ocurra en macrofagos derivados de THP-1 o en macréfagos asociados a tumores (TAMs), donde la
produccion secundaria de IL-10 podria favorecer mecanismos de repolarizacion, destinados a limitar la
respuesta inflamatoria y promover una transicion hacia un estado mas inmunosupresor. En este contexto, la
inhibicion de HDAC6 mediante Nexturastat A podria representar una estrategia capaz de modular la
activacion de STAT3 inducida por IL-10, limitando la repolarizacién de macré6fagos con caracteristicas M1
hacia fenotipos M2 inmunosupresores. Aunque esta hipotesis requiere validacion experimental adicional,
plantea un mecanismo potencial mediante el cual la inhibicién del eje HDAC6/STAT3 podria contribuir a
mantener un microambiente tumoral mas inmunoestimulador.

En conjunto, los resultados obtenidos muestran perfiles de expresion consistentes con las tendencias descritas
previamente en la literatura (Gracia-Hernandez et al., 2024), sin observarse resultados discordantes entre
marcadores proinflamatorios y antiinflamatorios. Esto respalda la efectividad del protocolo de diferenciacion
y polarizaciéon empleado.

Con el fin de caracterizar de manera mas completa los cambios inducidos por la inhibicién de HDACS, se
emplearon tanto citometria de flujo como inmunocitoquimica para evaluar la expresién de CD86 y CD163,
marcadores caracteristicos de los estados de polarizacion M1y M2 respectivamente. Aunque ambas técnicas
permiten analizar la expresion proteica, proporcionan informacion complementaria, incluyendo el porcentaje
de células positivas para un marcador y la intensidad media de fluorescencia (MFI), esto cobra especial
importancia al considerar que se ha descrito que las células positivas para un determinado marcador no
necesariamente corresponden a aquellas que presentan la mayor intensidad de sefial, por lo que ambos
pardmetros no siempre se correlacionan directamente (L. Liu et al., 2022).

En este contexto, se esperaba que la estimulacion con LPS e IFN-y promoviera una mayor expresion de
CD86, marcador asociado al fenotipo M1, mientras que la estimulacién con IL-4 e IL-13 favoreciera la
expresion de CD163, marcador cominmente asociado al fenotipo M2. Adicionalmente, considerando el
papel descrito de HDACG en la regulacion de la polarizaciéon de macréfagos, se planted que su inhibicién
mediante Nexturastat A podria reducir la expresion de CD163 en macréfagos M2, reflejando una posible
modulacion del fenotipo antiinflamatorio (M2). (Fig 14.)

Los resultados obtenidos mediante inmunocitoquimica mostraron una respuesta parcialmente concordante
con esta hipotesis. En primer lugar, los macréfagos M1 presentaron una mayor expresion de CD86 que los
M2 en ausencia de tratamiento, lo que confirma la adecuada respuesta a los estimulos de polarizacion. Esta
diferencia significativa disminuye tras la inhibicién de HDACS6, debido principalmente a un aumento
significativo de la expresion de CD86 en los macr6fagos M2 tratados con Nexturastat A, lo que sugiere una
modulacion del estado de estas células hacia un perfil mas inmunoestimulador, aunque no permite concluir
una repolarizacion completa desde un fenotipo protumoral hacia uno antitumoral. Por otra parte, aunque se
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observo una disminucion de la expresion de CD163 en los macréfagos M2 tratados con NA, este cambio no
alcanzé significancia estadistica.

Adicionalmente, los macrofagos M1 tratados con Nexturastat A también mostraron un incremento en la
expresion de CD86 respecto de su condicion control. Si bien este efecto no habia sido considerado
inicialmente, podria indicar que la inhibicion de HDAC6 favorece la expresion de moléculas co-
estimuladoras asociadas a la activacibn macréfagos, potenciando determinadas caracteristicas
proinflamatorias. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren una repolarizacion parcial del fenotipo,
caracterizada por una mayor expresion de CD86 y una tendencia a la disminucién de CD163.

En cuanto a los resultados de expresion proteica evaluados mediante citometria de flujo, se analizé la
expresion de CD86. Los resultados fueron consistentes con los obtenidos mediante inmunocitoquimica; en
los macréfagos M1, los niveles de CD86 se mantuvieron relativamente estables con y sin tratamiento,
mientras que en los macrofagos M2 el porcentaje de células positivas para CD86 aumentd aproximadamente
un 10 % tras el tratamiento con Nexturastat A, alcanzando valores similares a los observados en las células
M1. Aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, respaldan la tendencia observada
mediante inmunocitoquimica.

Estudios realizados en macrofagos RAW 264.7 demostraron que la estimulacion con IFN-y y LPS incrementa
significativamente la expresion de CD86, alcanzando valores aproximadamente un 40% superiores a los
observados en células no estimuladas, mientras que en macréfagos M2 la expresion de este marcador se
mantiene cercana o ligeramente inferior a los niveles basales. (L. Liu et al., 2022)

Tedesco et al. (2018) estudiaron los cambios en la expresién de CD206 y CD163, ambos marcadores
ampliamente utilizados para caracterizar el fenotipo M2, comparando macréfagos derivados de PBMC y de
THP-1. Los autores observaron que ambas proteinas aumentaban significativamente tras la estimulacion con
IL-4 e IL-13 en macrdfagos derivados de PBMC, mientras que en células THP-1 estos cambios no fueron
evidentes. De hecho, CD206 presentd una mayor expresion en macréfagos M1 que en M2, y CD163 resultd
indetectable, lo que sugiere una respuesta atipica en este modelo experimental (Tedesco et al., 2018) Estos
antecedentes podrian explicar la ausencia de cambios significativos en la expresion de CD163 observada en
el presente estudio, aun cuando se observa una tendencia hacia su disminucion tras la inhibicion de HDACS.

En 2022 se estudiaron los cambios de expresion de marcadores de polarizacion en el tiempo, a partir de
macrofagos derivados de PBMC. El marcador CD86 en macrdfagos M1 aumenta de manera sostenida hasta
las 12 horas posteriores al tratamiento de estimulacion con citoquinas, luego disminuye a las 24 horas hasta
niveles comparables con la condicién basal y posteriormente vuelve a aumentar levemente entre las 48 y 72
horas. Para los macr6fagos M2, los marcadores CD206 y CD163 mostraron un incremento sostenido entre
las 24 y 72 horas posteriores a la estimulacién. (Unuvar Purcu et al., 2022) Estos hallazgos ponen de
manifiesto la naturaleza dindmica de la expresion de los marcadores de polarizacion y sugieren que el tiempo
de evaluacion puede influir significativamente en los resultados obtenidos.

En la Figura 16 se evaluo la expresion génica de marcadores representativos de los fenotipos M1y M2 en
macréfagos polarizados, en ausencia y presencia de Nexturastat A. En términos generales, se observd que
varios marcadores asociados al fenotipo M1 (CD80, CD86, IL-6, IFN-y y TNF-a) tendieron a aumentar su
expresion en los macréfagos M2 tratados con el inhibidor, alcanzando en algunos casos niveles comparables
a los observados en macréfagos M1, como ocurrié con CD80, CD86 e 1L-12. De manera complementaria,
los genes caracteristicos del fenotipo M2 (CD209, CD206, TGF-B y ARG-1) mostraron una tendencia a
disminuir su expresion tras el tratamiento con Nexturastat A, aproximandose en la mayoria de los casos a los
niveles observados en macréfagos M1. Aunque estas diferencias no alcanzaron significancia estadistica, los
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resultados sugieren una modulacién parcial del programa transcripcional asociado al fenotipo M2 y la
adquisicién de determinadas caracteristicas propias de un perfil mas proinflamatorio, mas que una
repolarizacion completa hacia el fenotipo M1.

Un fendmeno adicional observado fue la disminucidn en la expresion de algunos genes asociados al fenotipo
M1 en los macrofagos tratados con Nexturastat A. Una posible explicacion para este comportamiento
corresponde a la naturaleza dindmica y transitoria de la expresion génica durante la polarizaciéon de
macrofagos. Como se discutié previamente, diversos mediadores inflamatorios presentan mecanismos de
retroalimentacion negativa y patrones temporales especificos de expresion, por lo que el punto temporal
seleccionado para el analisis podria haber coincidido con una fase de disminucion transcripcional posterior a
un aumento inicial inducido por la estimulacion.

En conjunto, el tratamiento con Nexturastat A se asoci6 con una tendencia a la disminucion de marcadores
caracteristicos del fenotipo M2, particularmente CD209, CD206, TGF-B y ARG-1, asi como con un aumento
de algunos marcadores M1 en células polarizadas hacia M2. Aunque estas variaciones no alcanzaron
significancia estadistica, los resultados respaldan la hipétesis de que la inhibicién de HDAC6 podria modular
parcialmente las caracteristicas asociadas al fenotipo M2 y favorecer un estado funcional mas
inmunoestimulador.

Con el proposito de evaluar si la modulacién de los macréfagos mediante la inhibicién de HDACG era capaz
de influir sobre las células tumorales, las células HCT116 fueron cultivadas con medio condicionado
proveniente de macro6fagos M1y M2, tratados o0 no con Nexturastat A. Se plante6 que las diferencias en la
composicién del secretoma de los macrofagos podrian modificar la expresion de genes asociados a vias
inmunomoduladoras y de progresion tumoral en las células de cancer colorrectal.

Para ello, se analizaron los niveles de expresion de IFITM2, IRAK1, MAPK12, MLST8, TYMS y TRIP6
(Fig 17). Estos genes fueron seleccionados con base en la observacion de Mardones et al., (2023) quienes,
mediante analisis transcriptomico (BRB-seq) y estudios de expresion diferencial en lineas celulares de CCR
tratadas con IL-6 y el inhibidor selectivo de HDAC6 Nexturastat A, identificaron un conjunto de genes
potencialmente regulados por el eje STAT3/HDACS. Posteriormente, a través de analisis de ontologia génica
y redes de interaccion funcional, estos autores determinaron que IRAK1, TRIP6, TYMS, MLSTS, IFITM2
y MAPK12 participan en vias relacionadas con la respuesta inmune e inflamatoria, incluyendo la sefializacion
mediada por citoquinas. (Mardones et al., 2023) En conjunto, estos antecedentes sugieren que la expresion
de dichos genes podria estar influenciada por factores solubles presentes en el microambiente tumoral vy,
particularmente, por modificaciones en el secretoma de macréfagos inducidas por la inhibicion de HDACS,
lo que justifica su evaluacion en el presente estudio.

En este contexto, era esperable que los medios condicionados derivados de macr6fagos M1 contuvieran
predominantemente citoquinas proinflamatorias, mientras que los provenientes de macréfagos M2
presentaran mediadores antiinflamatorios y factores promotores del crecimiento tumoral. En concordancia
con esta hip6tesis, Tedesco et al. (2018) caracterizaron el secretoma de macréfagos derivados tanto de THP-
1 como de PBMC y observaron que los macréfagos M1 secretaban principalmente citoquinas
proinflamatorias como IL-1B, TNF-a, IL-6, GM-CSF y VEGF-A, mientras que los macrdfagos M2 se
caracterizaban por una mayor produccion de TGF-a e IL-4, entre otros mediadores asociados a un fenotipo
inmunorregulador. Asimismo, Unuvar Purcu et al. (2022) demostraron que la secrecion de estas citoquinas
es un proceso dindmico, observandose una liberacion temprana de TNF-o e IL-1B en macréfagos M1,
mientras que citoquinas caracteristicas del fenotipo M2, como IL-10 y TGF-p, alcanzan sus maximos niveles
de secrecion en etapas mas tardias. (Tedesco et al., 2018; Unuvar Purcu et al., 2022)
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Dado que no se realiz6 una caracterizacién directa del secretoma mediante cuantificacion de citoquinas o
analisis protedmico, la composicién del medio condicionado no pudo determinarse experimentalmente. Sin
embargo, los cambios observados en la expresion génica de las células HCT116 permiten inferir que la
inhibiciéon de HDACS6 en los macréfagos modifica la sefializacion transmitida por su secretoma, afectando la
expresion de genes involucrados en la progresion tumoral y la respuesta inmunitaria.

IRAK1 (Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 1) es una proteina con actividad serina/treonina quinasa
que desempefia un papel clave en la transduccion de sefiales mediadas por los receptores de interleucina-1
(IL-1R) y los receptores tipo Toll (TLR), ambas vias fundamentales para la regulacién de la inmunidad innata
y la respuesta inflamatoria. Tras la activacion de estos receptores, IRAK1 promueve la activacion de diversas
cascadas de sefializacion intracelular, incluyendo NF-kB, INK y p38 MAPK, regulando procesos como la
inflamacion, la supervivenciay la proliferacion celular. Ademas, se ha descrito que la activacion del complejo
de sefializacion en el que participa IRAK1 favorece la fosforilacion y activacion de STATS3, estableciendo
un vinculo entre estas vias inflamatorias y la regulacién transcripcional mediada por este factor. La
sobreexpresion de IRAK1 ha sido descrita en diversos tumores sélidos, incluido el cancer colorrectal, donde
se ha asociado con un peor prondstico. En este contexto, Hozaka et al. (2021) demostraron que la inhibicion
de IRAK1 disminuye la proliferacién y la capacidad invasiva de células de cancer colorrectal, destacando su
potencial como diana terapéutica. (Hozaka et al., 2021; Kim et al., 2024) De acuerdo con los resultados
obtenidos (Fig 17A), la exposicion de las células HCT-116 al medio condicionado proveniente de macrofagos
M1y M2 se asocié con un aumento en la expresion de IRAKL respecto al grupo control. En contraste, cuando
las células fueron cultivadas con medio condicionado de macréfagos tratados con Nexturastat A, la expresion
de este gen tendié a disminuir, alcanzando niveles similares a los observados en la condicion control. Estos
hallazgos son de particular interés, considerando que la sobreexpresion de IRAK1 se ha asociado con un peor
prondstico en cancer colorrectal, asi como con un aumento en la proliferacion, capacidad invasiva y potencial
metastasico de las células tumorales (Hozaka et al., 2021). En este contexto, la disminucion de la expresion
de IRAK1 observada tras la inhibicién de HDACS sugiere que las modificaciones inducidas en el secretoma
de los macréfagos podrian atenuar la activacién de vias de sefializacion proinflamatorias y protumorales en
las células de cancer colorrectal.

IFITM2 (Interferon-Induced Transmembrane Protein 2) es una proteina transmembrana inducida por
interferones, clasicamente relacionada con la respuesta antiviral innata. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que también desempefia un papel relevante en la progresion tumoral. En cancer colorrectal, tanto
su expresién génica como proteica se encuentran aumentadas y su sobreexpresion se ha asociado con un peor
pronostico y una menor sobrevida de los pacientes. Asimismo, el silenciamiento (knockdown) de IFITM2
disminuye la proliferacion y la migracion de células tumorales, sugiriendo un papel promotor del crecimiento
y la progresién del cancer. Adicionalmente, una elevada expresion de IFITM2 se ha asociado con un mayor
infiltrado de células inmunes en el microambiente tumoral, incluyendo células dendriticas (DC), células NK,
neutrdéfilos y macréfagos, asi como con una menor respuesta a inmunoterapias, lo que indica que esta proteina
podria participar en mecanismos de inmunosupresion y evasiéon inmune. (Y. Liu et al., 2024) La expresion
de IFITM2 (Fig 17B) en células HCT-116 mostré una tendencia al aumento tras la exposicion al medio
condicionado proveniente de macréfagos M1y M2, siendo la condicion M1 la que presentd el mayor nivel
de expresion. En ambos casos, el tratamiento de los macréfagos con Nexturastat A tendio a disminuir la
expresion de este gen, aproximandola a los niveles observados en la condicién control. Sin embargo, estas
variaciones no alcanzaron significancia estadistica, por lo que no es posible concluir un efecto consistente
del tratamiento sobre la regulacion de IFITM2 bajo las condiciones evaluadas.

MLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8), también conocido como GBL, es una proteina que forma
parte de los complejos mMTORC1 y mTORC?2. Esta subunidad es esencial en la actividad quinasa de mTOR,
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ya que contribuye a la estabilizacion de su sitio catalitico. En cancer colorrectal, tanto la expresion génica
como proteica de MLST8 se encuentran aumentadas, lo que se ha asociado con la activacion de la via mTOR
y con la promocién de procesos como la proliferacion, el crecimiento tumoral, la invasion y la progresion de
las células tumorales. (Kakumoto et al., 2015) La expresién de MLST8 (Fig 17C) en células HCT-116 se
mantuvo cercana a los niveles observados en la condicion control tras la exposicién a los medios
condicionados provenientes de macréfagos M1, M1 tratados con Nexturastat A y M2. Sin embargo, las
células expuestas al medio condicionado de macréfagos M2 tratados con Nexturastat A mostraron una
tendencia a una menor expresion de MLST8, alcanzando niveles aproximadamente un 50 % inferiores al
control. Aunque esta disminucion no alcanz6 significancia estadistica, resulta de interés debido a que la
sobreexpresion de MLST8 se ha asociado con la activacion de la via mTOR, favoreciendo el crecimiento, la
supervivencia y la invasion de las células de cancer colorrectal. En este contexto, la reduccion observada
sugiere que la inhibicion de HDAC6 en macréfagos M2 podria modificar su secretoma de manera que atenle
la activacién de vias protumorales en las células HCT-116.

TYMS (thymidylate synthase) es el gen que codifica para la enzima timidilato sintasa, una proteina esencial
para la replicacion y reparacion del ADN. Debido a su funcidn en la proliferacion celular, la sobreexpresion
de TYMS se ha descrito en diversos tipos de cancer, incluido el cancer colorrectal, donde se asocia con un
peor prondstico, mayor agresividad tumoral, incremento de la capacidad de metéstasis y promocién de la
transicion epitelio-mesenquimal (EMT). (Zhang et al., 2022) Asimismo, la timidilato sintasa constituye la
principal diana molecular del 5-fluorouracilo (5-FU), uno de los agentes quimioterapéuticos mas utilizados
en el tratamiento del cancer colorrectal. En este contexto, la elevada expresion de TYMS se ha relacionado
con resistencia al tratamiento con 5-FU y con una menor respuesta clinica (Zhang et al., 2022) En el presente
estudio, la expresion de TYMS (Fig 17D) en células HCT-116 expuestas a medios condicionados
provenientes de macréfagos M1 mostré un aumento aproximado de dos veces en la expresion de TYMS
respecto del grupo control, mientras que el tratamiento de estos macréfagos con Nexturastat A redujo dicha
expresion hasta niveles inferiores al control. Por otra parte, los medios condicionados derivados de
macréfagos M2, con o sin tratamiento, no modificaron sustancialmente la expresion de este gen.

MAPK12 (Mitogen-activated protein kinase 12) también conocida como p38y, pertenece a la familia de las
proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK), las cuales participan en la regulacion de diversos
procesos celulares, incluyendo la proliferacion, diferenciacion, migracion, supervivencia y apoptosis. Su
activacion puede ser inducida por una amplia variedad de estimulos extracelulares, entre ellos citoquinas
proinflamatorias, factores de crecimiento y diferentes tipos de estrés celular. (Slattery et al., 2012)
Recientemente, MAPK12 (p38y) ha emergido como un potencial regulador de la tumorigénesis. Se ha
demostrado que esta quinasa es capaz de fosforilar la proteina supresora de tumores de retinoblastoma (Rb),
favoreciendo su inactivacion y promoviendo la progresion del ciclo celular. En consecuencia, la
sobreexpresion de MAPK12 se ha asociado con el desarrollo y progresion del céncer colorrectal,
contribuyendo al aumento de la proliferacion tumoral y a un fenotipo mas agresivo. (Su et al., 2019) Ademas,
MAPKI12 (p38y) ha cobrado interés por su rol en la interaccion entre inflamacion y cancer. Se ha descrito
que acta como un efector de la via RAS, ademas, puede promover la progresion tumoral mediante la
activacion de la via Wnt/p-catenina, favoreciendo procesos como la proliferacion, migracion e invasion
celular. (Yin et al., 2016) Los resultados de medicidon de expresion génica mostraron que el medio
condicionado de macr6fagos M1 promovié un aumento en la expresion de MAPK12 en células HCT116. Sin
embargo, cuando los macréfagos M1 fueron tratados con Nexturastat A, este efecto se atenud, alcanzando
niveles de expresion comparables a los observados en el grupo control. En contraste, el medio condicionado
proveniente de macréfagos M2, tanto en ausencia como en presencia del inhibidor, no produjo
modificaciones relevantes en la expresion de este gen. Aungue estas diferencias no alcanzaron significancia

54



estadistica, la tendencia observada sugiere que la inhibicion de HDAC6 en macréfagos podria modificar la
composicion de su secretoma, disminuyendo la induccion de vias asociadas a la progresion tumoral, como
MAPK12, en células de cancer colorrectal.

TRIP6 (Thyroid Hormone Receptor Interacting Protein 6) es una proteina adaptadora que participa en la
regulacion de multiples vias de sefializacion intracelular. Sus funciones se han relacionado con la movilidad
celular, la adhesién, la activacion transcripcional y la regulacion de vias inflamatorias, entre ellas la via NF-
kB. Debido a estas funciones, TRIP6 desempefia un papel relevante en la proliferacion, migracion y
metéstasis de diversos tumores, incluido el céncer colorrectal. Asimismo, estudios bioinformaticos han
evidenciado que una elevada expresién de TRIP6 se asocia con alteraciones en la infiltracion de células
inmunes del microambiente tumoral, observandose una correlacion negativa con la abundancia de linfocitos
T CD8" y neutréfilos, y una correlacion positiva con linfocitos T CD4+, lo que sugiere que TRIP6 podria
contribuir al crecimiento y progresion tumoral mediante mecanismos asociados a la evasion de la respuesta
inmunitaria. Estos hallazgos sugieren que TRIP6 podria contribuir no solo a la progresion tumoral, sino
también a la modulacidn de la respuesta inmunitaria en el cancer colorrectal.(Ren et al., 2025) Tras el cultivo
de las células HCT116 con medio condicionado de macréfagos, se observé que el secretoma proveniente de
macréfagos M1 indujo un aumento en la expresion génica de TRIP6 respecto del grupo control. Sin embargo,
cuando los macrofagos fueron tratados con Nexturastat A, este incremento se revirtio, disminuyendo la
expresion de TRIP6 hasta niveles cercanos a los del control. En el caso del medio condicionado derivado de
macréfagos M2, también se evidencid un aumento en la expresion de este gen, aunque de menor magnitud
que el observado para M1. Asimismo, el tratamiento con Nexturastat A en esta condicién produjo una leve
disminucion en la expresion de TRIP6.

Una caracteristica en comin de los genes analizados es que varios de ellos han sido descritos como blancos
transcripcionales o genes regulados por STATS3. Este factor de transcripcidn puede activarse en respuesta a
multiples estimulos presentes en el microambiente tumoral, entre ellos diversas citoquinas, siendo IL-6 uno
de sus principales activadores a través de la via JAK/STAT3. En el presente estudio, los analisis de RT-gPCR
mostraron que los macréfagos polarizados hacia el fenotipo M1 presentaron la mayor expresion génica de
IL-6, mientras que el tratamiento con Nexturastat A redujo considerablemente su expresién. Si bien no se
cuantificaron los niveles de IL-6 en el medio condicionado, es posible plantear que la disminucién de su
expresion en los macrofagos tratados con Nexturastat A se traduzca en una menor disponibilidad de esta
citoquina en el medio condicionado. Bajo esta hip6tesis, la menor activacion de la via JAK/STAT3 en las
células HCT116 podria contribuir, al menos parcialmente, a la disminucion observada en la expresion de
genes como IRAK1, TRIP6, MAPK12, MLST8 y TYMS. No obstante, esta hipétesis debera ser confirmada
mediante la cuantificacién de IL-6 en el medio condicionado y la evaluacion directa de la activacion de
STATS3 en las células tumorales.

Aunque los cambios individuales no alcanzaron significancia estadistica, cinco de los seis genes analizados
mostraron una tendencia comdn a disminuir su expresion cuando las células HCT-116 fueron expuestas al
medio condicionado proveniente de macrofagos tratados con Nexturastat A. Este patron resulta relevante, ya
que la mayoria de estos genes participa en procesos asociados a inflamacidn, proliferacién, supervivencia
celular e invasién tumoral. En consecuencia, estos resultados respaldan la hip6tesis de que la inhibicion de
HDACS6 no solo modifica el fenotipo de los macréfagos, sino que también altera su secretoma, reduciendo
su capacidad para promover la progresion tumoral.

Finalmente, se evalud la capacidad de fagocitosis de los macréfagos, una de sus principales funciones
principales junto a la presentacion antigénica y la secrecion de mediadores. En el contexto del cancer, la
fagocitosis por parte de los macrdfagos constituye un mecanismo relevante para la eliminacién de células
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tumorales, pero este proceso puede verse influenciado por la polarizacién de estas células. En este sentido,
se plante6 que la inhibicién de HDACS6 podria modificar la capacidad fagocitica de los macr6fagos mediante
cambios en su estado funcional. Para evaluar esta hipétesis, se realiz6 co-cultivo directo de células tumorales
de la linea HCT-116 con macro6fagos polarizados hacia los fenotipos M1 y M2, tratados 0 no con Nexturastat
A. Posteriormente, el porcentaje de macréfagos que habian fagocitado células tumorales se determiné
mediante citometria de flujo.

Para diferenciar macrofagos de células tumorales, se consider6 que acorde a lo descrito por Tedesco et al.,
(2018) los macrofagos conservan la expresion de varios marcadores de superficie, entre ellos CD11b, F4/80,
CD68. Ademas de eso, compararon la capacidad de fagocitosis de estas células y observaron que los
macrofagos M1 fagocitan aproximadamente el doble que los M2. (Tedesco et al., 2018) Acorde a esta
observacién, se espera que tras el tratamiento de inhibicion de HDACS, los macrofagos M2 que parecen estar
sufriendo un proceso de “repolarizacion” aumenten su capacidad de fagocitosis.

La fagocitosis es frecuentemente promovida por sefiales intrinsecas denominadas "eat me", las cuales acttan
como ligandos para receptores de fagocitosis. La interaccidn entre estas sefiales y sus receptores desencadena
una reorganizacién del citoesqueleto, permitiendo el reconocimiento, engullimiento e internalizacion del
blanco celular. Las células tumorales son capaces de evadir la fagocitosis por los macréfagos mediante la
sobreexpresion de proteinas de membrana conocidas como sefiales "don't eat me" (no me comas"). Entre las
sefiales "don't eat me" descritas se encuentran CD47, CD24, PD-L1, la subunidad 2-microglobulina (2M)
del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I), estaniocalcina-1 (STC-1) y GD2 (Y. Liu et al.,
2023)

Los resultados obtenidos mostraron que la proporcion de células CD11b+ no se modificd tras el tratamiento
con Nexturastat A dentro de cada estado de polarizacion. Sin embargo, se observaron diferencias importantes
entre macréfagos M1y M2, ya que aproximadamente un 40% de las células M1 expresaron CD11b, mientras
que en los macréfagos M2 este porcentaje fue cercano al 8%. Debido a esta diferencia en la poblacion
CD11b+, la comparacién directa de la capacidad fagocitica entre ambos estados de polarizacion resulta
limitada, por lo que el efecto de Nexturastat A se analizé de manera independiente dentro de cada fenotipo.

En los macréfagos M1, aproximadamente el 0,7% de las células CD11b+ presentaron fagocitosis, porcentaje
que aumentd significativamente hasta un 1,3% tras el tratamiento con Nexturastat A, representando un
incremento cercano al doble respecto de la condicion sin tratamiento. En contraste, en los macréfagos M2 el
porcentaje de células CD11b+ que realizaron fagocitosis fue cercano al 1,5% y no present6 variaciones tras
la inhibicion de HDACS.

Los resultados obtenidos no fueron completamente concordantes con la hipétesis planteada. Si bien se
esperaba que la inhibicion de HDACS incrementara la capacidad fagocitica principalmente en los macré6fagos
M2, debido al aparente proceso de repolarizacion observado en experimentos anteriores, dicho efecto no fue
evidenciado. En contraste, el aumento significativo de la fagocitosis se observo en los macr6fagos M1
tratados con Nexturastat A, sugiriendo que la inhibicién de HDACG6 podria potenciar funciones efectoras
propias del fenotipo proinflamatorio méas que inducir cambios funcionales detectables en macréfagos M2.

En 2002, Hubbert et al. describieron por primera vez a HDAC6 como la principal desacetilasa citoplasmatica
de la subunidad o-tubulina, un componente fundamental de los microtibulos. La desacetilacion de a-tubulina
constituye una modificacion postraduccional que regula la estabilidad de estas estructuras, siendo los
microtibulos enriquecidos en a-tubulina acetilada (Ac-a-tubulina) los méas estables. En consecuencia, la
actividad de HDACG6 puede influir en diversos procesos celulares dependientes de los microtibulos, entre
ellos el transporte intracelular y la motilidad celular (Hubbert et al., 2002) Posteriormente, estudios
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demostraron que la acetilacion de a-tubulina desempefia un papel importante en el transporte intracelular de
vesiculas y organelos. En particular, la pérdida de esta modificacion disminuye la unién y la motilidad de la
proteina motora kinesina-1, la cual presenta una mayor afinidad por los microtdbulos acetilados. En contraste,
el aumento de la acetilacion de a-tubulina inducido por la inhibicion de HDAC6 favorece el reclutamiento
de kinesina-1 y dineina, facilitando el transporte vesicular a lo largo de los microtlbulos. (T. Li et al., 2018)

Considerando que la maduracion y el transporte del fagosoma dependen de una red funcional de
microtubulos, el aumento de la acetilacion de a-tubulina observado tras el tratamiento con Nexturastat A
podria favorecer estos procesos mediante un transporte vesicular mas eficiente. Esto constituye un posible
mecanismo que contribuiria al incremento de la capacidad de fagocitosis observado en los macrofagos M1
tratados con el inhibidor de HDACS.

En conjunto, los resultados obtenidos en este estudio aportan evidencia que respalda parcialmente la hipotesis
planteada, sugiriendo que la inhibicién de HDAC6 mediante Nexturastat A modula el eje HDAC6/STAT3 e
influye en el estado de polarizacion de los macréfagos. En primer lugar, se confirmé que Nexturastat A inhibe
la actividad de HDACS, lo que se evidencid por el aumento de la acetilacion de a-tubulina, acompafiado de
una disminucién de la fosforilacion de STAT3 sin alterar sus niveles totales. A nivel transcripcional, aunque
los cambios en la expresion génica de marcadores de polarizacion no alcanzaron significancia estadistica, se
observaron tendencias consistentes con una disminucion de la expresion de genes asociados al fenotipo M2
y un incremento de marcadores caracteristicos del fenotipo M1. Estos hallazgos fueron complementados por
los analisis de expresion proteica mediante inmunocitoquimica y citometria de flujo, en los cuales se
evidenci6 un aumento significativo de CD86 y una leve disminucién de CD163 en macrofagos M2 tratados
con Nexturastat A.

No obstante, debido a que algunos de los cambios observados fueron parciales y no siempre alcanzaron
significancia estadistica, estos resultados deben interpretarse como evidencia sugerente mas que concluyente
de un proceso de repolarizacion. En este contexto, los hallazgos son compatibles con una reprogramacion
parcial de los macr6fagos M2 hacia un estado con caracteristicas mas proinflamatorias. Paralelamente, la
inhibicién de HDACS pareci6 potenciar algunas propiedades funcionales de los macréfagos M1, reflejadas
principalmente en el incremento de la expresion de CD86 y en el aumento de su capacidad de fagocitosis. En
conjunto, estos resultados sugieren que la inhibicién de HDACG6 no solo podria limitar la adquisicién o el
mantenimiento del fenotipo inmunosupresor M2, sino también favorecer el fortalecimiento de funciones
efectoras propias de los macréfagos M1. Estos hallazgos aportan antecedentes sobre el papel del eje
HDACG6/STAT3 en la regulacién de los macréfagos asociados al cancer colorrectal y respaldan la necesidad
de realizar estudios adicionales, tanto en modelos in vivo como en sistemas experimentales que reproduzcan
de manera mas fiel la complejidad del microambiente tumoral, con el fin de confirmar el alcance de esta
repolarizacion y evaluar su potencial terapéutico.

Desde una perspectiva bioldgica, estos cambios podrian tener importantes implicancias en el microambiente
tumoral. Los macréfagos M1 producen citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-12 e IL-6, presentan
una mayor capacidad de fagocitosis y expresan altos niveles de moléculas co-estimuladoras como CD80 y
CD86, favoreciendo la presentacion antigénica y la activacion de linfocitos T CD8+ citotdxicos. Asimismo,
la secrecion de IL-12 promueve la activacion y citotoxicidad de células NK e induce respuestas inmunes tipo
Th1, contribuyendo al establecimiento de un microambiente con mayor capacidad antitumoral. En contraste,
los macréfagos M2 favorecen la angiogénesis, la remodelacion de la matriz extracelular, la progresion
tumoral y la inmunosupresion mediante la produccion de IL-10, TGF-B y otros mediadores
inmunosupresores. De esta manera, una estrategia terapéutica capaz de disminuir las caracteristicas
protumorales de los macréfagos M2 y, simultaneamente, potenciar las funciones efectoras de los macrofagos
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M1, podria contribuir a restaurar la inmunovigilancia, favorecer el reclutamiento y la activacion de células
efectoras del sistema inmune, y, en consecuencia, mejorar la respuesta antitumoral.

Recientemente, el paradigma clésico de polarizacién M1/M2 ha sido replanteado gracias al desarrollo de
tecnologias de secuenciacién de ARN de célula Unica. Mulder et al. integraron 178.651 células del sistema
fagocitico mononuclear provenientes de 41 estudios y 13 tejidos humanos, generando un atlas
transcriptdmico de monocitos y macrofagos en condiciones fisioldgicas y patolégicas. Este analisis revel6
una marcada heterogeneidad de los macrofagos, identificando mdltiples estados transcripcionales
conservados entre distintos tejidos y tipos de cancer, incluyendo diversas poblaciones de macréfagos
asociados al tumor (TAMs). Asimismo, los autores demostraron que los diferentes estados de macréfagos
presentan una expresion combinada de genes tradicionalmente asociados a los fenotipos M1 y M2, lo que
pone de manifiesto que la clasificacion binaria clasica resulta insuficiente para describir la complejidad
funcional de estas células. Estos hallazgos tienen importantes implicancias para la interpretacién de los
resultados obtenidos en el presente estudio. En el microambiente tumoral los macréfagos estan expuestos
simultaneamente a citoquinas, factores de crecimiento, y sefiales derivadas de células tumorales capaces de
activar programas transcripcionales parcialmente superpuestos. En consecuencia, la expresion concomitante
de marcadores asociados a los fenotipos M1 y M2 observada en este trabajo podria reflejar una
reprogramacion parcial del estado funcional de los macro6fagos, mas que una transicion completa entre dos
estados opuestos. Asimismo, esta complejidad bioldgica representa una limitacion inherente de los modelos
in vitro basados exclusivamente en la polarizacién con LPS/IFN-y o IL-4/IL-13, los cuales reproducen
Unicamente una fraccidn de la diversidad de estimulos presente en los TAMs in vivo. (Mulder et al., 2021)

Una de las limitaciones de este estudio corresponde a la posibilidad de que la inhibicién de HDAC6 genere
efectos adicionales més all& del eje HDACG6/STATS3, el principal mecanismo evaluado en esta investigacion.
Este aspecto debe considerarse al interpretar los resultados, ya que HDACS6 es una desacetilasa con multiples
blancos citoplasmatico, por lo que su inhibicion puede afectar diversos procesos celulares. En consecuencia,
los efectos observados podrian no depender exclusivamente de la modulacion de STAT3, sino también de la
regulacién de otras vias de sefializacion que, dependiendo del contexto biol6gico, podrian potenciar el efecto
antitumoral o, por el contrario, favorecer mecanismos asociados a la progresién tumoral. En este contexto,
Mardones et al. (2023) evaluaron el efecto de la inhibicion de HDACS6 en células de cancer colorrectal y
observaron una disminucion de la expresién de PD-L1 tanto a nivel transcripcional como proteico. Este
hallazgo podria favorecer la respuesta antitumoral al reducir la sefial inhibitoria ejercida sobre los linfocitos
T citotoxicos (CD8+), promoviendo su activacion y funcién efectora. Como consecuencia, podria generar un
aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias, como IFN-y y TNF-a, lo que contribuiria
indirectamente a favorecer la polarizacién de los macréfagos hacia un fenotipo M1 y reforzar un
microambiente tumoral con caracteristicas mas inmunoestimuladoras, en este caso el tratamiento de
inhibicién de HDACS6 favoreceria el efecto antitumoral. Otro mecanismo mediante el cual HDAC6 podria
influir en la progresion tumoral corresponde a la regulacién del efecto Warburg. A diferencia de las células
normales, las células tumorales obtienen gran parte de su energia a través de la glucdlisis aerébica, incluso
en presencia de oxigeno, proceso que favorece el crecimiento tumoral y contribuye a la remodelacion del
microambiente tumoral. Esta reprogramacidn metabdlica se encuentra regulada, en gran medida, por el factor
inducible por hipoxia lo (HIF-lo), un factor de transcripcion que promueve la expresion de genes
involucrados en la captacion de glucosa y el metabolismo glucolitico. En este contexto, se ha descrito que
HDACS6 puede participar en la regulacion de HIF-1a mediante mecanismos dependientes de su actividad
desacetilasa, favoreciendo su estabilidad y actividad transcripcional. En consecuencia, la inhibicion de
HDACS6 podria reducir la actividad de HIF-1a y limitar la expresion de genes asociados a la glucolisis
aerobica, afectando potencialmente la adaptacion metabolica caracteristica de las células tumorales. (Huo et
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al., 2025) Otro estudio relaciond la actividad de HDACS6 en células de cancer colorrectal con la polarizacién
de macrdfagos a través de la modulacion del microambiente tumoral. Los autores demostraron que HDAC6
favorece la liberacién del receptor soluble de IL-6 (sIL-6R) mediante la activacion de ADAM17, potenciando
la trans-sefializacion de IL-6, mecanismo que promueve la polarizacién de macréfagos hacia un fenotipo M2
inmunosupresor. Estos resultados sugieren que HDAC6 no solo regula procesos intrinsecos de las células
tumorales, sino que también participa en la comunicacion entre las células tumorales y los macréfagos dentro
del microambiente tumoral. (G. Xu et al., 2022)

Es importante sefialar que los estudios mencionados anteriormente no evalGan directamente la inhibicién de
HDACS6 en macrofagos, sino que analizan sus efectos en otros componentes del microambiente tumoral. Sin
embargo, considerando la interaccion constante entre células tumorales y células inmunes, es posible
hipotetizar que la inhibicion de HDAC6 en ambos componentes podria generar efectos sinérgicos sobre el
estado de inmunovigilancia del microambiente tumoral. Esta posibilidad representa una hipétesis que
requiere ser evaluada mediante modelos experimentales que integren simultdneamente células tumorales y
células inmunes.

Aun asi, los hallazgos obtenidos en este estudio son consistentes con la evidencia disponible que posiciona a
HDACS6 como un regulador clave de la polarizacién de macré6fagos y como un potencial blanco terapéutico
para la modulacién del microambiente tumoral. En los Gltimos afios, diversos estudios han evaluado el efecto
de inhibidores selectivos de HDACS6 en distintos modelos de cancer, observando resultados concordantes
con un cambio hacia un perfil inmunolégico mas antitumoral. Knox et al., (2019) utilizaron Nexturastat A
en modelos de melanoma murinos, resultando en una reduccion en la presencia de macréfagos M2 en el TME
y reduccion de citoquinas antiinflamatorias, en otro experimento utilizando macréfagos peritoneales murinos,
ademds de observar una disminucién en la polarizacion M2, pudieron observar un aumento en la polarizacion
de macréfagos M1 al ser tratados con citoquinas proinflamatorias sumado a Nexturastat A (Knox et al., 2019)
Por otra parte Garcia-Hernandez et al, 2023 estudiaron el efecto de Nexturastat A en el eje CD47/SIRPa, en
macréfagos derivados de medula 6sea y células THP-1, en este estudio observaron un aumento de macréfagos
M1, y reduccion de la polarizacion M2, ademas de un aumento en la fagocitosis debido a la disminucion de
SIRPa (Gracia-Hernandez et al., 2024) En un estudio de 2024, los autores reprogramaron ex Vivo
en macrofagos derivados de médula ésea con inhibidores de HDACS6 y luego los implantaron en modelos
murinos y humanizados de melanoma; el resultado fue resistencia a la repolarizacion hacia M2, aumento de
la relacion M1/M2. (Noonepalle et al., 2024) Estos antecedentes respaldan la hipotesis de que la inhibicion
selectiva de HDAC6 constituye una estrategia capaz de modular el estado funcional de los macr6fagos
asociados al tumor, favoreciendo un microambiente con caracteristicas mas inmunoestimuladoras. Si bien
los modelos experimentales y los tipos de cancer utilizados difieren del presente estudio, las tendencias
observadas son concordantes con nuestros resultados.

A pesar del potencial terapéutico observado, la aplicacion clinica de inhibidores de HDACG enfrenta desafios
relacionados con la distribucion del farmaco y la posibilidad de efectos fuera del blanco terapéutico (off-
target). En este sentido, el desarrollo de estrategias de liberacion dirigida representa una alternativa atractiva
para favorecer la acumulacion del inhibidor en el microambiente tumoral, reduciendo la exposicion de tejidos
sanos y los posibles efectos adversos. Recientemente se han desarrollado diversos sistemas de administracion
dirigidos a macréfagos asociados al tumor (TAMS), basados en nanoparticulas con ligandos capaces de unirse
a receptores expresados preferentemente por estas células. Estas nanoparticulas pueden emplearse para
transportar diferentes moléculas terapéuticas, incluyendo microARN, inhibidores de HDAC y otros agentes
inmunomoduladores, permitiendo una liberacion especifica dentro del microambiente tumoral (Shi & Gu,
2021) Asimismo, se han incorporado estrategias que buscan imitar estructuras bioldgicas, como el
recubrimiento de las nanoparticulas con membranas de eritrocitos, 1o que permite prolongar su tiempo de
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circulacion, disminuir su reconocimiento por el sistema inmunitario y mejorar su acumulacién en el tejido
tumoral (He et al., 2026), Por otra parte, también se han explorado estrategias de terapia celular, consistentes
en el aislamiento de monocitos o macréfagos autélogos, su polarizacion ex vivo hacia un fenotipo M1y su
posterior transferencia adoptiva al paciente. Un nuevo enfoque destaca por el desarrollo de las denominadas
"mochilas celulares” (cellular backpacks), microparticulas resistentes a la fagocitosis que se anclan a la
membrana de los macrofagos y liberan de forma sostenida citoquinas como IFN-y u otros agentes
inmunoestimuladores, promoviendo el mantenimiento del fenotipo M1 (Na et al., 2023; Shields et al., 2020)
En conjunto, estos avances ponen de manifiesto que la combinacion de inhibidores epigenéticos con sistemas
de liberacion dirigida o plataformas de ingenieria celular podria aumentar significativamente la eficacia
terapéutica, favoreciendo la repolarizacién de los macréfagos asociados al tumor y minimizando los efectos
adversos derivados de la administracion sistémica.

Bajo esta perspectiva, estos avances constituyen una base prometedora para futuras investigaciones. En caso
de que estudios posteriores confirmen de manera més robusta la capacidad de Nexturastat A como inhibidor
de HDACG6 para modular la polarizacién de los macrofagos asociados al CCR, la combinacién de este
inhibidor con sistemas de liberacion dirigida podria representar una estrategia prometedora, pues la
incorporacion de estas tecnologias permitiria optimizar la entrega del farmaco al microambiente tumoral,
favoreciendo la repolarizacion de los macréfagos y minimizando los efectos adversos que puedan surgir de
la administracion sistémica del farmaco.

En sintesis, este estudio aporta nueva evidencia sobre el papel del eje HDAC6/STAT3 en la regulacion de la
plasticidad de los macrofagos asociados al cncer colorrectal y sugiere que la inhibicion selectiva de HDAC6
podria constituir una estrategia terapéutica promisoria para modular el microambiente tumoral, favoreciendo
una respuesta inmune con mayor potencial antitumoral.
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