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1 RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en Chile y el mundo.
Actualmente el cancer colorrectal es una de las neoplasias con mayor incidencia
en nuestro pais, siendo ademas, la quinta causa de muerte en él y la tercera
causa de muerte en la Region del Biobio. El cancer colorrectal se desarrolla
gradualmente por alteraciones genéticas y epigenéticas, entre estas, se
considera la actividad de Histona Deacetilasa 6 sobre proteinas no histonicas,
como es STAT3. El cual, al sufrir ciertas modificaciones modula la expresion del
receptor PD-L1, el que actia como un mecanismo de resistencia inmune. PD-L1
se encuentra expresado en células de céancer colorrectal. Sin embargo, se
desconoce el efecto de la inhibicion de HDACG6 en la expresion de este receptor
en cancer colorrectal. En este estudio se sugiere que la inhibicion de HDAC6
disminuiria la expresion de PD-L1 en células de cancer colorrectal sin afectar la
expresion de STAT3. Para lo anterior, se evalud el efecto de la inhibicion de
HDACSG6 en la viabilidad celular, niveles de expresion de PD-L1 Y STAT3, y se
analizaron sitios de union in silico para STAT3 en el promotor de PD-L1. Los
resultados mostraron que inhibir HDAC6 modula negativamente la expresion de
PD-L1 sin afectar la expresion de STAT3, ademas de inducir apoptosis y
disminucion de la viabilidad celular en células de cancer colorrectal, y que STAT3
estaria participando en la expresion de PD-L1 por encontrarse varios sitios de

uniodn a este factor en la regién promotora de PD-L1.
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2 INTRODUCCION

2.1Cancer

Céncer es un término genérico que designa un grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo y que posee caracteristicas
comunes que incluyen 1) hiperproliferacion celular, 2) evasién de factores
supresores de crecimiento, 3) activaciéon de la invasibn y metastasis, 4)
inmortalidad replicativa, 5) induccion de la angiogénesis y 6) resistencia a la
apoptosis. Dentro de los factores desencadenantes estan: las mutaciones
somaticas, alteraciones en el control de la integridad genémica y replicativa, un
microambiente inflamatorio, sobre expresion y/o baja expresion de genes
relacionado con la adhesion celular, factores de transcripcion, entre otras

causales (Hanahan & Weinberg, 2011)

Todos estos factores conllevan a la multiplicacion rapida de células anormales

gue se extienden mas alld de sus limites habituales propagandose a otros

organos, en un proceso denominado metastasis (OMS, 2020).
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2.2Epidemiologia del cancer

El cancer es un importante problema de salud publica en todo el mundo (Siegel,
Miller, & Jemal, 2017) ya que es la segunda causa de muerte a nivel mundial
segun el ultimo reporte de la Organizacién Mundial de la Salud (12 de septiembre
de 2018). En la mayoria de los paises con un alto indice de desarrollo humano,
las tasas de mortalidad por cancer estan disminuyendo, principalmente como
resultado de los recientes éxitos en la lucha contra el cancer mediante
intervenciones eficaces de prevencion que reducen el riego al evitar el consumo
de tabaco, sobrepeso, incentivando la actividad fisica y buena alimentacion, una
deteccion temprana reconociendo los sintomas de los tipos de cancer mas
comunes y acceso a cribados antes del desarrollo de sintomas, y finalmente
tratamientos adecuados, eficaces y oportunos.. En cambio, en los paises en
transicion, las tasas de mortalidad siguen aumentando o, en el mejor de los
casos, se estan estabilizando en muchos tipos de cancer, incluidos el cancer de

mama, el cancer de préstata y el cancer colorrectal (OMS, 2020).

En 2015 se atribuyeron a esta enfermedad 8,8 millones de defunciones donde
los primeros tres tipos de cancer que causaron mayores muertes fueron cancer
pulmonar (1,69 millones de defunciones), cancer hepatico (788 000 defunciones)
y cancer colorrectal (774 000 defunciones) (OMS, 2020). Para el afio 2020,
GLOBOCAN presento un numero estimado de nuevos casos de incidencia y

mortalidad por cancer a nivel mundial, donde los tres tipos de cancer con mayor
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incidencia fueron el cancer de mama con un 11,7% (2.261.419), cancer de
pulmén 11,4% (2.206.771) y en tercer lugar el cancer colorrectal con un 10%
(1.931.590); sin embargo, el nUmero de muertes por cancer para el mismo afo,
muestra al cancer de pulmén en primer lugar (18%), pero no asi para el cancer

colorrectal que ascendi6 a segundo lugar (9,4%) (Figura 1).

Ya que el cancer colorrectal esta ubicado dentro de los tres tipos de cancer con
mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial es de importancia indagar mas
sobre los mecanismos moleculares que llevan a desencadenar esta enfermedad
y aspectos celulares que permiten la progresion a estadios mas graves, ya que
en nuestro pais este tipo de cancer es el segundo con mayor incidencia (11,5%)
y tercero con mayor mortalidad (11,1%) (Figura 2). En la region del Biobio la tasa
de mortalidad por cancer supera a la de enfermedad de sistema circulatorio, y
mas especificamente el cancer colorrectal ocupa el tercer lugar en el tipo de

cancer con mayor incidencia. (DEIS/MINSAL 2018).
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NuUumero estimado de casos nuevos en 2020, en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades

Breast
2261419(11.7%)

Lung

2206771 (11.4%)
Other cancers Colorecturm
B 879 B43 (46%) 1931 590 (10%)
Prostate
1414259 (7.3%)
Stomach
1082103 (5.6%)
Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789
NUmero estimado de muertes en 2020, en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades

T

g
1796 144 {18%)

Other cancers
3932 768 (39.5%)
Colorectum
935 173 (9.4%)
Liver
B30 180 (8.3%)
Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) 768 793 (7.79)

Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9958 133

Figura 1. Incidencia y numero de muertes por cancer a nivel mundial. A) Numero
estimado de nuevos casos de cancer en 2020 B) Numero de muertes en 2020
por cancer. En color amarillo se encuentra el cancer colorrectal para ambas
figuras Datos para todos los canceres, ambos sexos y todas las edades. (“Global
Cancer Observatory").
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NUmero estimado de casos nuevos en 2020, Chile, ambos sexos, todas las edades

Prostate
B 157 [15%)

Other cancers Colorectum

22399 (41.3%) 6219 (11.5%)
Breast
5331(9.8%)
Pancreas Stomach
1776 (3.3%) 4 208 (7.834)

Kidney Lung
2168 (4%) 3969 (7.3%)

Total : 54 227

Numero estimado de muertes en 2020, Chile, ambos sexos, todas las edades

Lung
3550 (12.4%)

Stomach

Other cancers 3317 (11.6%)
11 374 (39.8%)
Colorectum
3179 (11.1%)
Liver Prostate
1473 (5.2%) 2 296 (8%)

Breast Pancreas
1674 (5.9%) 1721 (69s)

Total : 28 584

Figura 2. Incidencia y muerte por cancer en Chile. A) Niumero estimado de
nuevos casos de cancer en 2020. B) Numero de muertes en 2020. En color
amarillo se encuentra el cancer colorrectal para ambas figuras. Datos para todos
los canceres, ambos sexos, todas las edades. (“Global Cancer Observatory”)
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2.3Cancer Colorrectal.

El cancer colorrectal (CCR) se desarrolla gradualmente durante el tiempo,
presentando signos y sintomas poco especificos cédmo debilidad, cansancio,
dolor abdominal, colicos, pérdida de peso y cambio en el aspecto de las
deposiciones (diarrea o estrefiimiento) (MINSAL/SEREMI DE SALUD BIOBIO).
La deteccién de pequefios pdélipos adenomatosos se asocian a un mayor riesgo
de CCR al igual que otras condiciones, como inflamacion intestinal, presencia de

colitis ulcerosa y antecedentes familiares de la patologia (Moore & Aulet, 2017).

La etiologia del CCR es multifactorial; la edad, el sexo, factores ambientales,
estilo de vida y la predisposicion genética, aumentan el riesgo de desarrollar la

enfermedad.

Entre el 15-20% de los CCR son de tipo hereditarios como el cancer colorrectal
hereditario sin poliposis (HNPCC) y la poliposis adenomatosa familiar (PAF),
mientras que el resto son de tipo esporadicos, donde no hay antecedentes
personales y solo el 25% de las personas que lo padecen presentan
antecedentes familiares de la enfermedad (Migheli & Migliore, 2012). Este tipo
de CCR se subclasifica en 4 grupos a) hipermutado, b) no hipermutado, c)
presencia de fenotipo metilado en Islas CpG que normalmente estan restringidas
a la metilacion y d) alteracion en microsatélites (Zamani, Hosseini, & Mokarram,

2018).
16



Entre todos los factores que contribuyen al riesgo de desarrollar CCR, se estima
qgue el CCR causado por factores genéticos ocurre en aproximadamente el 30%
de los casos (Moore & Aulet, 2017) y esta dado por acumulacion progresiva de
alteraciones genéticas y epigenéticas que superan los mecanismos de control
de cada célula causando desregulacion de la homeostasis y conduciendo a la
neoplasia (Zamani et al., 2018). Estos dos escenarios pueden desarrollarse por

si solos, o coexistir en un mismo individuo (Wright, Beaty, & Ternent, 2017).

Las alteraciones epigenéticas, a diferencia de las genéticas, son reversibles y
abarcan alteraciones que controlan la expresion genética sin cambiar la
secuencia primaria de nucleétidos en el ADN, mediante la adaptacién de la
cromatina, y tienen un papel central en la patogénesis de varios tipos de cancer,
incluido el CCR. (Allis & Jenuwein, 2016; Jung, Hernandez-lllan, Moreira,
Balaguer, & Goel, 2020). Cambios en la metilacion del ADN, modificaciones de
histonas y/o alteracion en ARN no codificantes pueden ser inducidas por factores
externos o internos que podrian tener efectos similares a las alteraciones
genéticas y se producen como eventos tempranos en el proceso de
carcinogénesis, por lo cual las hacen potenciales objetivos terapéuticos para el
desarrollo de nuevos tratamientos (Afanador A & Muiieton P, 2018; Jung et al.,
2020; Migheli & Migliore, 2012; Terranova, Thomas, & Munster, 2016; Zamani et

al., 2018).
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2.4Tratamientos para el cancer colorrectal.

Existen diversos métodos convencionales de tratamiento del cAncer colorrectal
que incluyen: cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia, terapia dirigida,
terapia hormonal, trasplante de células madre. Estos son aplicados a los
pacientes diagnosticados dependiendo del tipo de tumor y el estado avanzado
de la enfermedad y muchas veces se usan en combinacion para potenciar los
efectos, sin embargo, los resultados de estos estan limitados por la toxicidad y
los efectos adversos que generan en los pacientes sometidos. Algunos de los
efectos adversos que provocan estos tratamientos, son la alopecia, anemia,
delirios, diarreas, nduseas y vOmitos, entre otros mas, que evidentemente

afectan la calidad de vida del paciente (Instituto Nacional del Cancer).

Entre los tratamientos disponibles la terapia dirigida y la inmunoterapia son
alternativas mas especificas contra el cancer por el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos a ciertos puntos de control. Los anticuerpos
administrados pueden marcar a las células cancerosas para que el sistema
inmunologico las detecte y destruya con mayor facilidad o, detener directamente

el crecimiento y provocar su autodestruccion.

Anticuerpos como bevacizumab, cetuximab y panitumumab son utilizados en
conjunto con quimioterapia adyuvante. Bevacizumab actta bloqueando la acciéon

del Factor de crecimiento de Endotelio Vascular (VEGF) y, cetuximab y

18



panitumumab actian bloqueando el receptor del Factor de crecimiento
Epidérmico (EGFR). Ambos blancos terapéuticos estan involucrados en la
migracion celular, proliferacion y crecimiento de las células tumorales.

(MINSAL/Evaluacion cientifica basado en evidencia)
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2.5Sistema inmune en el cancer colorrectal.

Cada vez hay més evidencia que sugiere que el sistema inmunolégico también
desempefia un papel importante en la regulacion del desarrollo del CCR.

Para garantizar que el sistema inmunitario no dafie al huésped cuando reacciona
a un antigeno extrafio, los humanos han desarrollado proteinas y mecanismos
de control inmunitario para frenar rapidamente una respuesta inmunitaria, estos
son los llamados puntos de control inmunitarios (PCl). Los PCI son un
componente vital del sistema inmune ya que protegen los tejidos adyacentes y
sanos del dafio cuando el sistema inmune esta combatiendo a un patégeno. Sin
embargo, los tumores pueden desregular la actividad de estas proteinas del
punto de control inmunitario como un mecanismo de resistencia inmune (Dyck &

Mills, 2017).

Los dos PCI que mas se han estudiado son el antigeno 4 asociado a los linfocitos
T citotoxicos (CTLA-4) y la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1)
descubiertos por Tasuku Honjo y James Allison (Premio Nobel de Fisiologia y

Medicina 2018)

CTLA-4 es un receptor que reside intracelularmente, pero se trasloca
rapidamente a la superficie de células T activadas y regula la amplitud de las
etapas tempranas de la activacion de las células T al unirse a receptores CD80

y CD86 (pertenecientes a la familia de receptores B7) presente en ceélulas
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presentadoras de antigenos (APCs). La funcién principal de CTLA-4 es
contrarrestar la actividad del receptor co-estimulador de células T CD28. Ya que
al interaccionar con CD80/CD86 este provoca una sefial negativa a la activacion
de las células T al hacer que CD80 / CD86 esté menos disponible para CD28,
impidiendo una inmunidad excesiva y minimizando el dafio a los tejidos normales

adyacentes (Qind 2019) (Figura 3a).

PD-1 también conocido como CD279 es una molécula co-estimuladora del
sistema inmune. Es un receptor de la superficie celular que interacciona con sus
ligandos PD-L1 y PD-L2 en APCs suprimiendo la activacion y funcion de las
células T para regular negativamente la respuesta inmune en el mantenimiento

de la tolerancia periférica (S. Qin, Xu, Yi, Yu, & Wu, 2019; Wright et al., 2017)

En ciertas células tumorales, se ha observado un aumento de la expresion de
PD-L1/PD-L2, en un intento de bloquear la respuesta inmune. La interaccion de
PD-1y su ligando conduce a una mayor inhibiciéon de la actividad de las células
T a favor de la supervivencia de las células tumorales. (Byun, Wolchok,
Rosenberg, & Girotra, 2017). El ligando primario expresado en los tumores
sélidos son PD-L1 y las respuestas mediadas por las células T antitumorales se
inhiben por la expresion de este en las células cancerigenas (Y. Iwai et al., 2002)

(Figura 3b).
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Nature Reviews | Endocrinology

Figura 3. Mecanismo de accién de terapia de bloqueo de puntos de control. a)
Se muestra la interaccion normal del antigeno 4 de los linfocitos T citotoxicos
(CTLA4) con el ligando co-estimulador B7. La primera sefial de activacién se
inicia cuando el receptor de células T (TCR) se une al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) presentando un antigeno en una célula presentadora
de antigenos (APC) (1). Una segunda sefial de activacién se inicia cuando el
receptor CD28 se une al ligando co-estimulador B7 en la APC (2). Los receptores
CTLA4 que estan presentes en las células T funcionan como un punto de control
e inhiben la activacion de las células T al superar a los receptores CD28 para
unirse al ligando B7, lo que anula el efecto de la segunda sefial de activacion (3).
B) Las células tumorales evitan la deteccion de células T imitando una APC con
un ligando de muerte celular programada 1 (PD-L1) inhibiendo el ligando al
anular el efecto de la segunda sefial de activacion. Esto desactiva la célula T
(Byun et al., 2017).

22



Una de las inmunoterapias para el tratamiento del cancer se basa en la utilizacion
de anticuerpos monoclonales para bloquear puntos de control del sistema
inmune, como el antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) y receptor
de muerte celular programada (PD-1) presente en linfocitos T, y el ligando de
PD-1, presente en células tumorales. Se ha demostrado que el bloqueo de PD-
1 suprime la metastasis tumoral de lineas celulares de melanoma B16 y células
de carcinoma de colon CT26 (Yoshiko lwai, Terawaki, & Honjo, 2005). Lo mismo
ocurre al utilizar un anticuerpo monoclonal contra PD-L1, ya que este puede
bloquear la via de supresion (es decir, una interaccion PD-1/PD-L1) y dar como
resultado una regulacion positiva de la respuesta inmune e inhibicion del
crecimiento tumoral, aumentando el reconocimiento del tumor como extrafio con

el objetivo de activar el sistema inmune (Figura 4).
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Figura 4. Puntos de control inmunitario receptor PD-1y ligando PD-L1 A) Ligando
PD-L1 se une a su receptor en la célula T e impide que destruya la célula tumoral.
B) Blogueo de PD-1 o PD-L1 con anticuerpo monoclonales permite que la célula
T destruya la célula tumoral. (National Cancer Institute. Printed with permission
© 2015 Terese Winslow LLC, U.S. Govt. has certain rights.)
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A pesar de lo ventajoso que se ve esto, el porcentaje de pacientes que no
responde a esta terapia sigue siendo alto, ya que las células cancerosas tienen
una capacidad inherente de aprovechar diferentes vias de sefializacion y de
factores de crecimiento para obtener ventajas de crecimiento y supervivencia
celular. Por esto se ha dado paso a nuevos tratamientos para mejorar la eficacia,
enfocados en el uso combinado de la inmunoterapia con la reguladores del
procesos epigenéticos (Coutzac et al., 2017) ya que permiten dirigirse
especificamente a estas vias para mejorar los tratamientos actualmente

utilizados.
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2.6 Regulacion epigenética en Cancer colorrectal.

En los ultimos afios, se han acumulado pruebas que indican que, aparte de los

cambios genéticos, las alteraciones epigenéticas desempefian un papel

importante en el inicio y la progresion de la CCR (Migheli & Migliore, 2012). Entre

los mecanismos epigenéticos mas comunes se encuentran:
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Metilacion de ADN. Es la mejor caracterizada y consiste en la adicion de
grupos metilos a residuos de citosina por enzimas Metiltransferasas y esta
relacionado estrechamente con una baja actividad transcripcional (Jung
et al., 2020).

ARN no codificantes. Los miRNAs son especies de ARN monocatenarias
cortas (18-25 nucledtidos de longitud) que actian como represores
postranscripcionales al unirse a secuencias diana complementarias
controlando la traduccion de genes que pueden codificar proteinas que
regulan procesos tumorigénicos como proliferacion, diferenciacion celular
y apoptosis (Jung et al., 2020).

Modificaciones de Histonas. Las histonas, ademas de ser proteinas de
empaquetamiento de ADN, pueden regular las secuencias de ADN
subyacentes a través de complejas modificaciones postraduccionales en
sus colas N-terminales, como la acetilacion, metilacion o fosforilacion

especifica de aminoacidos entre otras.



En particular, la mayoria de los estudios de CCR estan enfocados en la
metilacion de regiones promotoras de genes, pero la modificacion de las colas
de histonas se ha convertido en un mecanismo epigenético critico en el CCR

(Allis & Jenuwein, 2016; Migheli & Migliore, 2012).

En condiciones normales el ADN se envuelve alrededor de un complejo proteico
octamérico que comprende un par de 4 proteinas histonas H2A, H2B, H3 y H4.
Cada proteina del nucleo del octdmero de histonas posee una cola caracteristica
que esta enriquecida en residuos de lisina y arginina, y que estdn sometidos a
modificaciones postraduccionales como acetilacién, metilacién o fosforilacion,
comunmente realizadas en las histonas H3 y H4. Estas modificaciones permiten
el acceso y restriccion de factores de transcripcion a la region promotora de los
genes involucrados influyendo de esta forma en la expresién génica, activando

o reprimiéndola (Bannister & Kouzarides, 2011).

El mecanismo de modificacion de histonas es llevado a cabo entre otras, por un
grupo de enzimas clasificadas en Histonas Acetiltransferasas (HAT) vy
Deacetilasas de Histonas (HDAC). Las primeras son las encargadas de agregar
grupos acetilos a los residuos de lisina neutralizando la carga positiva del
aminoacido para debilitar las interacciones entre las histonas y el ADN, y las

segundas removiendo estas modificaciones restaurando la carga y estabilizando
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nuevamente la arquitectura de la cromatina local respectivamente (Allis &
Jenuwein, 2016).

Las modificaciones de histonas son un control fisiolégico de toda célula, sin
embargo, una desregulacion de estas modificaciones puede afectar la expresion
de genes involucrados en la regulacibn de las mismas, es decir, una
desregulacion en la acetilacion o metilacion de histonas puede afectar a los
genes que codifican para las enzimas, como por ejemplo la Histonas
acetiltrasferasas, que cumplen el rol de acetilar residuos de Lisina en las colas
de histonas. Estas desregulaciones en las modificacién de las histonas se ha
encontrado en una variedad de tipos de cancer, incluso en cancer colorrectal

(Fraga et al., 2005).
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2.7Deacetilasa de Histonas.

Se ha documentado que la hipoacetilacion de histonas en regiones promotoras
de genes supresores de tumores, genera una represion transcripcional de estos,
mientras que la hiperacetilacion de histonas estda asociada con una alta
expresion de protooncogenes. Este doble rol en el estado de acetilacion de las

histonas lo pueden cumplir las HDAC.

Se han identificado 18 HDAC humanas, las que se han agrupado en 4 clases
que van de la clase | a la IV, donde la clase Il se subdivide en lla y lIb. Esta
agrupacion se basa en la homologia que hay con proteinas deacetilasas de

histonas en levaduras (Mariadason, 2008) (Tabla I).

Tabla I: Clasificacion de Histona deacetilasa de levaduray humana. Modificado de
Marks et al., 2001

Grupo HDAC HDAC levadura HDAC humana
Clase | Rpd3 HDAC1
HDAC2
HDAC3
HDAC8
Clase lla Hdal HDAC4
HDACS
HDAC7
HDAC9

Clase llb HDAC6
HDAC10
Clase Ill Sir2 SIRT1
Hstl SIRT2
Hst2 SIRT3
Hst3 SIRT4
Hst4 SIRT5
SIRT6
SIRT7
Clase IV HDAC11
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La mutacidon o expresion aberrante de las HDACSs, se ha observado a menudo
en varias enfermedades humanas, especialmente en algunos tipos de cancer
(Fraga et al., 2005). EI mal funcionamiento, ya sea por una alta o baja actividad
de las HDACs, cumple un importante rol en el desarrollo y progresion del cancer

(Jung et al., 2020).

Investigaciones han demostrado que existe una alteracion en los niveles de
acetilacion de ciertas histonas en células de cancer. La acetilacion de H4Lys9 en
células primarias de cancer de colon es significativamente mayor que células de
mucosa normal, sin embargo otro estudio mostré6 que en lineas celulares de
cancer de colon HCT116 hay una disminucién de la monoacetilacién de H4 en
comparacion con células de mucosa de colon normal (Fraga et al., 2005). Esto
respalda que el estado de acetilacién controla la expresion/represion de diversos

genes involucrados en el proceso tumorogénico.

Se conoce desde hace un tiempo que la deacetilacién de la histona H3K9 en
lineas celulares de tumores colorrectales se relaciona con la represion
transcripcional de E-cadherina, proteina involucrada en la adhesion célula-
célula, lo que conlleva una pérdida de la adhesién celular, provocando la
invasion de tejidos adyacentes y metastasis, sin embargo se desconoce lo que

provocaria la actividad de HDAC sobre estas histonas (Liu et al., 2008).
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Sumado al importante rol que cumplen las HDACs en la regulacién de la
expresion génica, se ha demostrado que las modificaciones por deacetilacion
también se presentan en una amplia variedad de proteinas no histonicas.

Algunas proteinas que sufren modificaciones cumplen un rol clave en los
procesos de fisiologia y/o fisiopatologia. Entre ellas podemos encontrar
proteinas de la familia STAT relacionadas con la transcripciéon de genes del
sistema inmune y vias oncogénicas, p53 en la reparacion de dafios al ADN y
control del ciclo celular, HSP90 (proteina de choque térmico) que participa en el
plegamiento de proteinas entre otras, donde la deacetilacidén afecta las funciones
por diversos mecanismos como desregulacion de la estabilidad de las proteinas,
actividad enzimatica, localizacion subcelular o control de las interacciones
proteina-proteina y proteina-ADN (L. Chen, Fischle, Verdin, & Greene, 2001,
Kovacs et al., 2005; Narita, Weinert, & Choudhary, 2019; Sharma et al., 2016;

Yuan, Guan, Chatterjee, & Chin, 2005).

Las HDACs inicialmente fueron descritas para su accion en el nucleo
modificando la acetilacion de histonas, determinando su ubicacion nuclear, sin
embargo, la accion de HDAC sobre proteinas no histénicas, especialmente sobre
proteinas de ubicacion citoplasméatica es gracias a que se ha descrito que
algunos HDAC de clase Il tienen sitios de fosforilacion conservados en dominio
N-terminal , lo que les permite su translocacion al citoplasma (Parra & Verdin,

2010).
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Dentro de la clase Il de HDACs, se encuentra HDACG6, deacetilasa de histona
predominantemente citoplasmatica debido a la presencia de una secuencia de
exportacion nuclear (NES) y un motivo SE14, que se requiere para la retencion

citoplasmatica (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de los dominios de proteina HDAC6. La HDACG6 contiene dos
dominios cataliticos funcionales (DD1 y DD2), que catalizan la actividad de
desacetilacion por ejemplo para a-tubulina y HSP90. La sefial de exportacion
nuclear (NES) promueve la localizacion citoplasmatica de la proteina, y la regién
del tetrapéptido que contiene Ser-Glu (SE14) asegura un anclaje estable de la
enzima en el citoplasma. Aunque contiene una secuencia de localizacion nuclear
(NLS), HDAC6 es predominantemente citoplasmatica. EI dominio ZnF-UBP,
también conocido como el dominio PAZ, BUZ o DAUP e interactta con proteinas
ubiquitinadas y media la regulacion de la degradacion mediada por ubiquitinacion
(T. Lietal., 2018).
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2.8Histona deacetilasa de ubicacién citoplasméatica: HDAC6

Se ha descrito la participacion de HDAC6 en varios sustratos de proteinas no
histonas de procesos criticos, como la desestabilizacion de microtubulos por la
hipoacetilacion de a-tubulina, el buen funcionamiento de las proteina HSP90
promoviendo a la maduracién del receptor de glucocorticoide y la viabilidad
celular en respuesta al estrés por proteinas mal plegadas ayudando al
reclutamiento a motores de dineina (Hubbert, Guardiola, & Shao, 2002;
Kawaguchi et al., 2003; Kovacs et al., 2005) y por ser la Unica que contiene un
dominio de union a ubiquitina, siendo clave en la promocién de la degradacion
dependiente de la autofagia por el sistema ubiquitina-proteasoma (Pandey et al.,

2007).

En conjunto, HDACG6 parece estar involucrada en la regulacién de varias
funciones celulares criticas intimamente relacionadas con el cancer a través de
diversas vias, como la transformacién de células oncogénicas, regulacion del
ciclo celular, reclutamiento hacia regiones promotoras de genesy en la migracion

e invasion de células cancerosas (Sakamoto & Aldana-Masangkay, 2011)

Ademas, la actividad HDAC6 puede afectar la expresion génica de algunas

moléculas criticas del sistema inmunitario, incluidos los antigenos asociados a
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tumores como el receptor de muerte programado-1 (PD-1) y el ligando-1 de

receptor de muerte programada (PD-L1) (T. Li et al., 2018).

También se ha visto que HDAC6 desempefia un papel importante en el
mantenimiento de la tolerancia inmune ya que es un regulador de la via STATS3.
Con respecto a esto ultimo, se ha informado que HDAC6 desempefia un papel
importante en el reclutamiento a regiones promotoras del factor de transcripcion

STAT3 (Cheng, Lienlaf, Wang, et al., 2014).
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29STAT3y PD-L1

La familia de proteinas STAT esta compuesta por 7 miembros, cumplen las
funciones de transduccién de sefiales en el citoplasma y de factores activadores
de la transcripcion en el nucleo. La activacion de proteinas STAT constan de la
fosforilacién y dimerizacién por medios de kinasas asociadas a receptores, que
luego permiten su translocacion al ndcleo para cumplir sus funciones reguladoras

al unirse a sus genes diana en el ADN (Reich & Liu, 2006).

En particular, el factor de transcripcion STAT3 es un importante promotor
transcripcional, y se ha visto que esta involucrado no solo en la patogénesis y el
desarrollo sostenible de muchos tumores malignos, sino también en la induccion
y el mantenimiento de la tolerancia inmune tumoral ya que es esencial para la
transduccion de sefiales extracelulares, ademas de ser un factor de transcripcion
nuclear necesario para la regulacion de genes involucrados en la proliferacion,
supervivencia, angiogénesis e invasion tumoral, y promover mediadores
inflamatorios como citoquinas y quimioquinas. (Yu, Pardoll, & Jove, 2009). Estas
citoquinas reguladas por STAT3, como IL6, a su vez pueden activar aun mas
este factor de transcripcion al unirse a sus receptores kinasas promoviendo una
retroalimentacion positiva y un microentorno inflamatorio.

La forma activada de STAT3 se ha asociado a algunos tipos de cancer, como
cancer de pulmén, cancer de mama, cancer gastrico y cancer colorrectal, y esta

estrechamente relacionado con resultados clinicos adversos (Morikawa et al.,
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2011). STAT3 juega un papel relevante en la regulacién de protooncogenes y
proteinas antiapoptoticas, como el caso de c-myc y MCL1 en lineas celulares

HCT116 de cancer colorrectal (Wei et al., 2019)

La principal via de activacion de STAT estd mediada por Janus kinasa (JAK)
asociada a receptores. Esta via JAK/STAT esta involucrada en procesos
fisiolégicos como funcion inmune, crecimiento celular, diferenciacion vy
hematopoyesis. Sin embargo, también media el crecimiento, supervivencia,
migracion e invasion de células cancerigenas (Xiong et al., 2008). La sobre
estimulacién de la via JAK/STAT promueve la forma activa de STAT3 y en CCR
se ha visto un aumento de citoquinas inflamatorias como IL6, que reclutan
células inmunes productoras de citoquinas proinflamatorias. IL6 es un ligando de

los receptores activadores de la via JAK/STAT (Chung & Chang, 2003).

Los supresores de la familia de proteinas de sefializacién de citoquinas (SOCSs)
son reguladores negativos de la via JAK/STAT evitando la fosforilacion de la
quinasa y asi la posterior activacion de STAT. Sin embargo, la expresion de
SOCSs esta disminuida en algunos cénceres, lo que correlaciona la fuerte

actividad de STAT3 (Isomoto, 2009; Trengove & Ward, 2013).

Se ha reportado ademas que STATS3 juega un papel relevante en varias vias

relacionadas con el sistema inmune como el comportamiento de células
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presentadoras de antigenos tolerogénicas regulando la expresion de PD-L1

(Wolfle et al., 2011).

Estudios recientes han aclarado que STAT3 regula la expresion de PD-L1 en las
células presentadoras de antigeno, asi como en una serie de células tumorales,
como cancer de pulmoén, el melanoma, y cancer colorrectal con el fin de inhibir
la respuesta inmune frente al tumor (Abdelhamed, Ogura, Yokoyama, Saiki, &

Hayakawa, 2016; P. Li et al., 2019; Lienlaf et al., 2016).

La regulacion de la expresion de PD-L1 por STAT3 ha sido demostrada en
diferentes estudios. En células de melanoma con baja expresién de STATS3, se
mostré que pese a ser estimuladas con IL6 habia una disminucién de la
expresion proteica de PD-L1 (Figura 6) (Jiang, Zhou, Giobbie-Hurder, Wargo, &
Hodi, 2013). Ademas, en células de cancer de ovario, al sobreexpresar SOCS-1
se observé el mismo efecto por la inhibicién de la via JAK/STAT3 (Nakagawa et
al. 2016). Por ultimo, en un estudio en células de cancer colorrectal, al estimular
la via JAK/STAT3 por medio del receptor FGFR2 para el factor de crecimiento
de fibroblastos, se observo un aumento de la fosforilacion de STAT3 y aumento
de la expresion de PD-L1, lo que no ocurria al bloquear la via con inhibidores de
JAK, esto refuerza aun el rol que cumple STAT3 en la regulacion de la expresion

de PD-L1 (P. Li et al., 2019).
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Con el fin de disminuir la activacion de STAT3, se encontré que al utilizar
inhibidores de HDAC como TSA, en células de cancer colorrectal la activacion
de STATS3 se veia afectada por el consiguiente aumento de los bloqueadores de
la via JAK/STAT3 (SOCS1 Y SOCS3) regulando indirectamente la activacion de

STAT3 y los genes dianas involucrados (Xiong et al., 2012).
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Figura 6. Expresion de receptor PD-L1y STAT3. Células de melanoma WM983A
se trataron con IL6 (30 ng/mL) y otras se dejaron sin tratamiento. Se evaluo6 la
presencia de STAT3, PD-L1 y GAPDH como control de carga, mediante
WesternBlot. NT: no tratadas, STAT3KD: knockdown (Lienlaf et al., 2016)
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2.10 HDACG6 modula la activacion de la via STAT3

Se ha descrito que HDAC6 es una enzima citoplasmatica, sin embargo se ha
encontrado en extractos nucleares de APCs y se ha visto su participacion en la
regulacion de factores de transcripcion especificos y promotores de genes que
participan en la mediacién de respuestas inflamatorias e inmunes (Cheng,
Lienlaf, Perez-villarroel, et al., 2014; Seidel, Schnekenburger, Dicato, &

Diederich, 2015). Por ello se ha probado su rol en la activacion de STATS3.

Se conocia previamente que HDACG6 estaba involucrado en la regulaciéon génica
de IL10 en APCs, y que su ausencia provocaba la disminucion de esta citoquina
en macrofagos (Cheng, Lienlaf, Perez-villarroel, et al., 2014). Se conocia también
que la expresion de IL10 esta mediada por el factor de transcripcidén
STAT3 (Ray, Lee, Hou, Boldogh, & Brasier, 2008; R. Wang, Cherukuri, & Luo,
2005). Estos antecedentes llevaron a sugerir que la participacién de la HDAC6
en la activacion de la ruta de STAT3 puede ser regulada si se interviene e influir

en la actividad transcripcional de genes diana.

Estudios en APCs y células cancerigenas de melanoma y osteosarcoma
mostraron que en ausencia o inhibicion genética de HDAC6 se encontraba una
menor fosforilacion de STAT3 en su residuo Y705 (Figura 7) modificacion
importante para su activacion, ademas un menor reclutamiento en la region

promotora de sus genes diana, como IL10 y SOCS3, sin alterar su expresion, ni
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estado de acetilacion. (Cheng, Lienlaf, Perez-villarroel, et al., 2014; Keremu,

Aimaiti, Liang, & Zou, 2019; Lienlaf et al., 2016).

Ademas, en uno de los mismos estudios se evidencié que HDACSG interacciona
formando un complejo proteico aun no caracterizado con STAT3 para ser
reclutados en la misma secuencia de la regiébn promotora del gen de IL10,
demostrando asi su importante rol fuera de las modificaciones de histonas

(Cheng, Lienlaf, Perez-villarroel, et al., 2014).
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Figura 7. Activacién de factor de trascripcion STAT3. La baja expresion de
HDACG6 (HDAC6KD) altera la activacién de factor de transcripcidon STAT3 en
células de melanoma. Células de melanoma WM793 se trataron con IL6 y otras
se dejaron sin tratar. Se evalud la presencia de HDAC6, STAT3, ambas
isoformas de STAT3 fosforilada (p-STAT3 705 y p-STAT3 727) y STAT3
acetilada (ac-STAT3 685), Se utiliz6 GAPDH como control de carga. NT: no
tratadas, KD: knockdown (Lienlaf et al., 2016)
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2.11 HDACSG controla indirectamente la expresion de PD-L1.

Como se menciond anteriormente, se ha reportado que STAT3 es un regulador
transcripcional de la molécula co-estimuladora inmune PD-L1 a través de
diferentes rutas, siendo la mas estudiada la via JAK/STAT3, y en adicion a esto,
HDACG6 puede modular la actividad de este factor de transcripcion en células de
melanoma, osteosarcoma y células del sistema inmune. Por consiguiente, se
sugiere que HDACG6 podria controlar indirectamente la expresion de PD-L1
mediante la modulacion de la activacion de STAT3. Diferentes estudios
demuestran que la inhibicién farmacoldgica o genética de HDACSG, en distintos
modelos celulares conlleva una disminucion de los niveles de ARNm y expresion
proteica para PD-L1 (Figura 8) dando una correlacion en la disminucién de estos,
al ser comparado con sus modelos normales, tratadas y no tratadas con

estimuladores de la via STAT3, como IL6 (Lienlaf et al., 2016).
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Figura 8. Modulacion de expresion de PD-L1 por HDACG6. A) Se aisléo ARN total
en células de melanoma WM793 tratadas con IL6 (30ng/mL) y sin tratar. La
expresion de ARNm de PD-L1 se analizé mediante qRT-PCR cuantitativa. B)
Analisis de Inmunotblot de PD-L1, tubulina acetilada y proteinas GAPDH en
células de melanoma no tratadas (NT) y HDAC6KD WM793 bajo estimulacién
de IL-6 (30 ng/mL) (Lienlaf et al., 2016)
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2.12 Inhibidores de HDAC.

Las histonas deacetilasas son el objetivo de varios compuestos estructuralmente
diversos conocidos como inhibidores de HDAC (HDACInh), clasificados como
pan-Inhibidores o especificos para cada una de las HDACs descritas. Estos
compuestos pueden inducir diferenciacién celular, detencién del ciclo celular y
apoptosis de células transformadas (Villagra, Sotomayor, & Seto, 2010). A pesar
de los efectos bien documentados de los HDACinh en el control del ciclo celular
y la apoptosis, no se conoce completamente su participacion en las vias

relacionadas con el sistema inmune.

Con todo lo documentado sobre la participacion de HDAC6 en la modulacion de
la expresion de PD-L1 en células de cancer, se abre la posibilidad de intervenir
indirectamente la expresion de PD-L1 a través de la inhibicion especifica de la
HDACSG, que por consiguiente regularia la fosforilacion del factor de transcripcion
STAT3 y posteriormente podria generar inactivacion de sus genes diana,
incluyendo niveles de citoquinas y genes relacionados con el sistema inmune
(Cheng, Lienlaf, Wang, et al., 2014). Por lo tanto, este tratamiento podria dar
paso a una terapia combinada en conjunto con el bloqueo especifico de
receptores de punto de control inmune para el tratamiento de este tipo de cancer,

asi como otras neoplasias.
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Finalmente, ante los antecedentes expuestos, y dada la incidencia del cancer
colorrectal en Chile, ademas del desconocimiento de como la modulacién de
HDACSG6 por inhibicion especifica, afectaria la activacion y la expresion de STAT3
y moléculas co-estimuladoras del sistema inmune como PD-L1 en este tipo de
cancer, surge la pregunta ¢ Cudl es el rol de HDACS6 en la expresion del receptor
PD-L1 y la funcionalidad del factor de transcripcion STAT3 en células de cancer

colorrectal?, por lo que se sugiere la siguiente hipotesis.
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3 HIPOTESIS

“La inhibicién especifica de HDAC6 disminuye la expresion de PD-L1 sin
afectar la expresion del factor de transcripcion STAT3 en lineas celulares de

cancer colorrectal”
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4 OBJETIVOS

4.10bjetivo general:

Evaluar el efecto de la inhibicion de HDAC6 sobre la expresion de PD-L1 y

STAT3 en lineas celulares de cancer colorrectal.

4.2 Objetivos especificos.

Evaluar el efecto citotoxico de los compuestos inhibidores de

4.2.1
HDACSG6 en lineas celulares de cancer colorrectal.

422 Determinar los niveles de expresion de PD-L1 y STAT3 en células
de cancer colorrectal luego del tratamiento con inhibidor de HDACS.

423

Analizar la presencia de sitios de unién para el factor de

transcripcion STAT3 en la region promotora del gen PD-L1.
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5 MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular y lineas celulares.

5.1
Se trabajé con células no tumorales de epitelio normal de colon CCD841 CoN

(ATCC® CRL1790™), células de carcinoma de colon HCT116 (ATCC®
CCL247™) y célula de adenocarcinoma de colon HT29 (ATCC® HTB38™). El
cultivo se realiz6 en placas con medio DMEM, suplementado con suero fetal
bovino 10% (GE Healthcare), L-glutamina 4 mM (Hyclone), bicarbonato de sodio
1,5 mg/mL y glucosa 4,5 mg/mL. A cada medio se le adicion6é 50 U/mL de
penicilina/estreptomicina (Hyclone). La incubacion de todas las lineas celulares

fue a 37°C con un ambiente al 5% de COa2.

5.2

Inhibidores de Histonas deacetilasas.

Se utilizaron 2 inhibidores de HDACSs, uno especifico para HDACG6, Nexturastat
Ay como control se utilizé el pan-inhibidor de HDACs, Panobinostat. En un
principio, los inhibidores de HDACs fueron donados por el Dr. Alejandro Villagra

(USA), posteriormente fueron adquiridos en MedChemExpress (USA).
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Ensayo de citotoxicidad.

Paga evaluar el nivel de toxicidad de algunos compuestos, se analiz6 la viabilidad
celular por el método XTT. Este ensayo se basa en la modificacién del método
MTT, en el cual se mide la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa, generando cristales insolubles. EI XTT tiene base en
la reduccion de la sal de sodio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-
tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) por las deshidrogenasas mitocondriales hasta
cristales de formazan (solubles), reaccion acelerada por la adicion de un
acoplador de electrones como es el Fenasin Metosulfato (PMS). Para esto se
sembraron 10% células en placas de 96 pocillos, donde los pocillos de los bordes
se utilizaron solo con PBS para evitar el secado de la placa. Las células se
cultivaron en medio DMEM suplementado a 37°C con 5% CO2 por 24 horas con
tratamientos exploratorios a diferentes concentraciones; 0.1nM, 10nM, 100nM y
1000nM de inhibidores Panobinostat y Nexturastat A, y tratamiento de inhibicion
especifica de Nexturastat A a concentraciones 0.5uM, 1uM, 5uM y 10uM. La
viabilidad celular se detectd mediante el kit Cell Proliferation de Biological
Industries (20-300), el cual se diluy6é en medio de cultivo DMEM sin rojo fenol
preparado como se indica anteriormente la preparacion del medio DMEM. Se
incub6 por 4-5h hasta observar coloracion naranja. Finalmente se leyo

absorbancia a 490 nm en lector de microplacas ELx800 (BioTek Instrument).
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Ensayo de apoptosis con Incorporacion de loduro de Propidio
(IP) y Anexina V.

5.4
Se cultivaron 2x10° células en placa de 12 pocillos y fueron expuestas a 0,1 nM,

100nMy 1000nM por 24 horas con Nexturastat A. Se recolecté el medio en tubos
Falcon de 15mL y se lavaron con PBS 1X para posteriormente recolectar las
células por arrastre mecanico.

Los tubos con células se centrifugaron a 2000 rpm por 5 minutos y se descarto
el sobrenadante. Se resuspendio el pellet en 1 ml de PBS 1X, repitiendo el lavado
dos veces. Luego de la ultima centrifugacion, se re suspendi6 el pellet en 200 uL
de Staining Buffer 1X. Se colectaron 100uL de cada muestra en tubos Can para
citometria y se agregaron 5uL de loduro de Propidio y 5uL de Anexina V. Se
incubo por 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente
se adicionaron 400 uL de Staining Buffer 1X y se analiz6 en citbmetro de flujo

(FACS Canto Il, BD) en menos de 1 hora manteniendo en frio y oscuridad.
5.5

Aislamiento de ARN y Retrotranscripcion

Con el objeto de caracterizar las lineas celulares en nuestras condiciones de
estudio y determinar la expresion de genes asociados al fenotipo y de respuesta
inmune se realizaron ensayos de RT-PCR para los ARNm de diferentes genes
con el fin de obtener ADNc.
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Las células fueron sembradas a 5x10° células por placa y se trataron con 1 uM
y 5uM de Nexturastat A inmerso en DMEM por diferentes periodos de tiempo;
2h, 4h, 8h, 16h a 37°C con 5% CO2. Como control se usaron células que no
fueron expuestas a tratamiento y fueron retiradas junto con las muestras de 16
horas. Para todos los ensayos se aisldo ARN total desde las células utilizando el
reactivo TRIzol (Invitrogen), segun las instrucciones del fabricante. Luego de la
obtencion del ARN, se sintetizaron los correspondientes ADNc por
retrotranscripcion mediante la utilizacion de transcriptasa reversa (M-MLV
Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante en termociclador ABI

(Modelo MiniAmp Plus) Applien Biosiystem (ThermoScientific).

5.6
PCR en tiempo real.

Para cuantificar los experimentos de transcripcion reversa, se analizaron los
productos en experimentos de PCR en tiempo real. Luego de la obtencién de los
ADNCc se realizaron amplificaciones mediante PCR en tiempo real utilizando
partidores especificos para los diferentes genes detallados en la tabla I
solicitados a Integrated DNA Technologies. Estos experimentos se realizaron en
el equipo LightCycler 480 de Roche, mediante el uso del Kit KAPA SYBR® FAST
Universal (ROCHE-SigmaAldrich). La cuantificacién relativa de cada gen se

calculé usando 224¢t, ytilizando 18S como gen de referencia.
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Partidores para deteccion de expresion de ARNm y analisis de

sitios de union.

5.7
Los partidores especificos disponibles es nuestro laboratorio y los nuevos

especificos para este trabajo, se enviaron a sintetizar a IDT (Fermelo) (Tabla Il y

1

Tabla II: Oligonucledétidos sintetizados para analisis de RT-PCR

Gen especifico |Secuencia5b'- 3’

Hu PD-L1 Fw E4 | TCCTGAGGAAAACCATACAGC
Hu PD-L1 Re E5 |GATGGCTCCCAGAATTACCA
hSTAT3 Fw E15 |CTTTGAGACCGAGGTGTATCACC
hSTAT3 Re E16 |GGTCAGCATGTTGTACCACAGG
18S F GTAACCCGTTGAACCCCATT
18S R CCATCCAATCGGTAGTAGCG

Tabla lll: Oligonucledétidos sintetizados para analisis de sitios de unién.

PD-L1_F1-264 |ATCTTCGAAACTCTTCCCGG
PD-L1_R1-131 |CGGAAGCTTTCAGTTTAGGT
PD-L1_F2-222 ACTGGACTGACATGTTTCACT
PD-L1_R2-93 GCCGGGCGTTGGACTTTC
PD-L1_F3-446 ATGTCAAGATGTTCAGTCACC
PD-L1_R3-319 |CCAACATCTGAACGCACCTTG
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Obtencidn de extractos totales de proteina

Las célulgg fueron sembradas a 5x10° células por placa y se trataron con 1 uM
y 5uM de Nexturastat A inmerso en DMEM para diferentes periodos de tiempo;
4h, 8h, 16h y 24h a 37°C con 5% CO2. Como control se usaron células que no
fueron expuestas a tratamiento y fueron retiradas junto con las muestras de 24
horas. Luego del tratamiento se lavaron 2 veces con PBS 1X, se adicioné PBS
1X y se colectaron las células por arrastre mecénico en tubos Eppendorf de 1,5
mL. Luego los tubos se centrifugaron por 10 minutos a 2000 rpm a 4°C. Se
descarto el sobrenadante y se adiciono al pellet obtenido 40uL de tampon de lisis
[50 mM Tris-HCI pH 7,4; 10% glicerol; 200 mM NacClz; 2,5 mM MgClz; 1% Triton
X-100; inhibidores de proteasas; inhibidor de fosfatasa (Sigma)]. Se dej6é en
agitacion por 20 minutos a 4 °C, momento en que se centrifugaron los lisados
celulares a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se colect6 el sobrenadante y
finalmente, se obtuvo la concentracion de proteinas totales por el método

Bradford (Segun datos del fabricante).

5.9 Electroforesis de proteinas y Western blot.

La caracterizacion de las lineas celulares en nuestras condiciones de estudio
involucré también electroforesis de proteinas y ensayos de Western blot

utilizando anticuerpos especificos para la expresion de diferentes proteinas PD-
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L1, STAT3 y HDACG6. Para la electroforesis de proteinas, las muestras se
denaturaron en buffer de carga (50 mM Trizma-Cl pH 6,8, 100 MM DTT, 2% SDS,
0,1% azul de bromofenol, 10% glicerol). Luego las muestras se cargaron en un
gel de poliacrilamida (29:1) /SDS 0.1% al 10%. La electroforesis se llevé a cabo
a 120 Volt constante por 180 minutos en buffer de corrida 1X (25 mM Tris-Base,
250 mM glicina, 0,1% SDS) en una minicamara (Mini PROTEAN 3, BIO-RAD).

Una vez terminada la electroforesis las proteinas se transfirieron a una
membrana PVDF immobilon-E (Thermo scientific) en buffer de transferencia 1X
(39 mM glicina, 48 mM Tris-Base, 0,037% SDS, 20% metanol) a 250 mA
corriente constante durante 2h. La membrana se bloqueé con solucién
TBS/Tween 0.1%/leche descremada 5%. La membrana bloqueada y lavada con
TBS/Tween se incubo6 con anticuerpos especificos para los ensayos a realizar,
en solucion TBST overnight a 4°C. Luego se lavaron las membranas con TBST,
durante 5 minutos repitiendo esto 3 veces. Después la membrana se incub6 con
un segundo anticuerpo dirigido contra el primer anticuerpo y acoplado a
peroxidasa (IgG mouse o rabbit HRP) en solucion TBST a temperatura ambiente
entre 1-2 horas. Finalmente, se realizarén lavados de la misma manera que para
el primer anticuerpo y la deteccién se llevd a cabo con reactivos ECL de
quimioluminiscencia SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo Scientific™) y se visualizd en equipo fotodocumentador para

guimioluminiscencia OmegalLumG (Aplegen).
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2.10 Analisis in silico de promotor de PD-L1.

Se obtuvieron secuencias del promotor para PD-L1 de dos especies diferentes,
humano y ratén, utilizando el programa online Eukariotic Promoter Database

disponible en https://epd.epfl.ch/ seleccionando la regidon a analizar, 1000pb

corriente arriba (-1000) desde el TSS y unos 100pb del 5’UTR.

Luego de obtenidas las secuencias se realizd un alineamiento de las secuencias
mediante el servidor Clustalw disponible en

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Finalmente, se utilizo el programa TFBind disponible en http://tfbind.hgc.jp/ para

encontrar sitios de unién especificos para el factor de transcripcion STAT3 en la
secuencia de ADN de la region promotora de PD-L1 para ambas especies

analizadas.

5.11 Optimizacién de PCR para analisis de sitios de union.

La mezcla de PCR se prepar6o en 10 uL de reaccion final utilizando 50ng de ADN
gendmico o cromatina sonicada de células HEK-293 (humano) previamente
dispuesta en el laboratorio, en presencia de 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgClz,
20 pmoles de cada partidor (Tabla 1ll), 2 unidades de TAQ Sapphire Amp
(Takara). La reaccion de PCR se llevd a cabo empleando distintas temperaturas
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de alineamiento de 50-55-60°C para determinar las condiciones Optimas para
cada fragmento en particular. Cada regiéon contempla su respectivo control
negativo de reaccién. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un

termociclador ABI (Modelo MiniAmp Plus) (Applied Biosystem).

5.12 Analisis estadistico

Todos los ensayos son resultado del promedio de 3 o 5 experimentos
independientes realizados en triplicado o quintuplicado, donde se obtuvo la
desviacién estandar de cada experimento (incorporado en cada figura). Los
analisis estadisticos fueron realizados por t-Student (valores de significancia * =

p < 0.05; * = p < 0.01; *** = p < 0.001).
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6 RESULTADOS

1.1 Evaluacion del efecto citotdxico del tratamiento con inhibidores
de HDACSG en células de cancer colorrectal.
1.1.1 Determinacion de la funcién mitocondrial en células en cultivo

tras un tratamiento exploratorio.

Para evaluar el efecto de inhibidores HDACs sobre la viabilidad celular in vitro,
se realizd un tratamiento exploratorio sobre las lineas celulares de colon
CCD841, HT29 y HCT116 a diferentes concentraciones gradualmente crecientes
con el pan-inhibidor Panobinostat y un inhibidor selectivo de HDACG6 Nexturastat
A a concentraciones final de 0.1, 10, 100, 1000 nM, el cual fue analizado con el

ensayo XTT luego de 24 horas de incubacion.

El ensayo mostré que ambos inhibidores afectan de forma dependiente de la
concentracion a las tres lineas celulares de colon (Figura 9). A partir de 0,1nM
se observa un notorio descenso de la viabilidad celular en el tratamiento con
Panobinostat, mientras que con Nexturastat A la disminucién de viabilidad se
evidencia a una concentracion de aproximadamente 100nM para las tres lineas
celulares. A la maxima concentracion estudiada de ambos inhibidores 1000nM,
se observa que Panobinostat disminuye la viabilidad celular a aproximadamente

la mitad, siendo la linea HCT116 un poco mas resistente al pan-inhibidor, sin
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embargo, con Nexturastat A la viabilidad celular solo disminuye a un 70%
aproximadamente al utilizar esta misma concentracion en las tres lineas
celulares comparados con sus respectivos controles sin tratamiento con los

inhibidores de HDACs

60



120+ )
-o- Panobinostat

100+ -= Nexturastat A
80

40

% Viabilidad
8

20+

0 T T T T

N & ) & R
Concentracion (nM)
B Cc
120 120~
100+ 100-
°
ﬁ 80 \} E 80
3 6o, 5 60
> S
2 404 = 404
204 204
c ) L T T T c T T L] T L)
Q o O & ,@QQ Q o K & \@Q
Concentracion (nM) Concentracion (nM)

Figura 9: Viabilidad celular luego de tratamiento con inhibidores HDACs. Analisis
de viabilidad celular realizado mediante ensayo XTT, luego del tratamiento
exploratorio con dos inhibidores de HDACs (Panobinostat, Nexturastat A) a
diferentes concentraciones. Linea celular de colon CCD841 (A) y linea celular de
cancer de colon HT29 (B) y HCT116 (C). Los resultados son el promedio de 6
experimentos independientes con tratamiento de exposicion de 24 horas.
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1.1.2 Determinacion de la muerte celular por apoptosis.

Para investigar el efecto inductor de apoptosis del inhibidor Nexturastat A en las
tres lineas celulares de colon CCD841, HT29 y HCT116, se realiz6 un ensayo
de Apoptosis por Incorporacién de loduro de Propidio y Annexina V por citometria

de flujo.

Primero las células de colon normal y cancer de colon fueron reconocidas segun
tamafo y granularidad caracteristica en un dot plot, donde estos parametros
fueron indicados por forward scatter (FSC) y side scatter (SSC). Dentro de las
células se selecciond un grupo de células individuales o singletes para luego
seleccionar la poblacion de células apoptoticas, esto ultimo se logra utilizando
tincion dual de loduro de Propidio y Annexina V-FITC como marcador. Cada linea

celular se analiza de forma independiente.

Las tres lineas celulares CCD841, HT29 y HCT116 se trataron con
concentraciones crecientes de Nexturastat A (0.1nM, 100nM, y 1000 nM) durante
24 horas. El analisis de citometria de flujo mostr6 aumentos del porcentaje de
células apoptéticas de una manera dependiente de la concentracion en las tres

lineas celulares (Figura 10A).
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Al estudiar el aumento de la muerte celular de las tres lineas celulares con
respecto al control sin tratamiento con Nexturastat A se observa que a la
concentracion minima estudiada de 0,1nM de inhibidor no hay cambios para las
lineas celulares CCD841 y HT29, mientras que para HCT116 se evidencia un
pequefio aumento en 0,2 veces con respecto al control sin tratamiento (Figura

10B).

Al aumentar la concentracién a 1000nM de Nexturastat A se observa que en las
tres lineas celulares la muerte aumenta con respecto al control, y la linea celular
HCT116 sigue mostrando un aumento mayor en la muerte en comparacion con
las otras dos lineas celulares en 0,5 veces sobre el control, mientras que la lineas
celulares CCD841 y HT29 solo aumentaron 0,2 y 0,4 veces respectivamente con

respecto al control sin tratamiento.
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Figura 10: Muerte celular por tratamiento con Nexturastat A. Analisis de muerte
celular por citometria de flujo utilizando IP y Annexina V luego del tratamiento
con Nexturastat A en células CCD841, HT-29 y HCT-116. Porcentaje de células
apoptéticas (A) representan las células muertas contadas en relacion al total de
la poblacién celular, y veces de aumento de muerte sobre el control sin
tratamiento (B). Los resultados son el promedio de tres experimentos
independientes con 24 horas de tratamiento.
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1.1.3 Disminucion de la viabilidad celular dependiente de la

concentracion de Nexturastat A.

Luego de la exploracion del efecto del inhibidor selectivo Nexturastat A a bajas
concentraciones, se indagoé su efecto con tratamientos a concentraciones mas

altas, aumentando el rango hasta los 10uM.

El ensayo de viabilidad XTT mostré que las tres lineas celulares de colon
utilizadas nuevamente presentan una sensibilidad al tratamiento, con una

respuesta dependiente de la concentracion (Figura 11).

A una concentracion de 0,5uM de inhibidor ya se observa una leve disminucién
de aproximadamente un 10% en el porcentaje de viabilidad celular comparadas
con sus controles respectivos sin tratamiento en las tres lineas celulares
estudiadas. A partir de 1uM de inhibidor la viabilidad celular para las dos lineas
de cancer de colon HT29 y HCT116 desciende en un porcentaje mayor en
comparacion con la linea celular de colon normal CCD841. Para la concentracién
mas alta utilizada de Nexturastat A se muestra una disminucion de la viabilidad
en aproximadamente un 60% para ambas lineas de cancer de colon, sin

embargo, solo un 30% aproximadamente para la linea CCD841.
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Figura 11: Viabilidad celular luego de tratamiento con Nexturastat A a mayor
rango de concentraciones. Andlisis de viabilidad celular realizado mediante
ensayo XTT, luego del tratamiento con inhibidor selectivo de HDAC6 Nexturastat
A a concentraciones gradualmente crecientes durante 24 horas. Control sin

tratamiento (OuM). Los resultados son el promedio de 3 experimentos
independientes.
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1.2 Determinar los niveles de expresion de PD-L1y STAT3 en células
de céancer colorrectal luego del tratamiento con inhibidor de

HDACSG.

Con el objetivo de determinar la expresion de proteina y ARNm de PD-L1 y
STAT3 luego de la exposicion al inhibidor selectivo de HDACG6 en lineas celulares
normales y cancerigenas de colon CCD841, HT29 y HCT116, se realiz6 un
tratamiento con 1uM y 5uM de Nexturastat A a distintos tiempos de incubacion,
dependiendo si se quiere evaluar transcripcion (ARNm) o traduccién (proteina).
El grupo control fue tratado con el vehiculo de droga, en este caso DMSO, bajo
las mismas condiciones de tratamiento. Luego de la transcripcion inversa del
ARN total y extraccion de proteinas totales de las lineas celulares utilizadas, se
procedié a la cuantificacion relativa de ARNm mediante PCR en tiempo real y

analisis de expresion de proteinas por WesternBlot respectivamente.

1.2.1 Determinacion de los niveles basales de expresion

transcripcional de las moléculas inmuno-estimuladoras.

Para tener claridad sobre la expresion transcripcional de PD-L1y STAT3, y poder
realizar una comparacion en el aumento o disminucion de los niveles, se realiza
un analisis sin tratamiento con inhibidores en las tres lineas celulares estudiadas

y se determinaron los niveles relativos de expresion basal de estos genes.
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Los resultados obtenidos indican que las tres lineas celulares expresan los genes
de las moléculas inmuno- estimuladoras PD-L1 y STAT3. Sin embargo, los
niveles de expresion difieren en cada una de las lineas. Se observa que los
niveles relativos de ARN mensajero para PDL1 y STAT3 son bajos para la linea
de colon normal CCD841 y mas altos en las dos lineas celulares de cancer
colorrectal. Sin embargo, la linea HCT116 posee niveles mas altos de PD-L1 en
comparacion a HT29 (Figura 12A). De forma contraria, para los niveles de
STATS3, la linea HCT116 presenta menores niveles relativos de ARNm que la
otra linea de cancer HT29 y la linea CCD841 sigue presentando niveles bajos en

comparacion con las de cancer (Figura 12B).
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Figura 12: Niveles relativos de ARNm de moléculas inmuno-estimuladoras en
lineas celulares de colon CCD841 y cancer colorrectal HCT116 y HT29. (A)
Niveles relativos de ARNm para PD-L1 (B) Niveles relativos de ARNm para
STAT3. Representacién corresponde a tres experimentos independientes.
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1.2.2 Cuantificacion relativa de la expresion de genes inmuno-
estimuladores luego del tratamiento con inhibidor de HDACSG.

1.2.2.1 Cuantificacion relativa de expresion del gen PD-L1.

Los resultados de la estimacion de los niveles de expresion relativa del gen PD-
L1 utilizando PCR en tiempo real luego del tratamiento con 1 uM de Nexturastat
A en las tres lineas celulares de colon mostraron que los niveles de ARNm no
presentan cambios significativos en la linea celular CCD841 en ningun tiempo
de incubacion con Nexturastat A en comparacion con el control sin tratamiento

(Figura 13A).

En cambio, ambas lineas celulares de cancer de colon HT29 y HCT116 muestran
una disminucion de la expresion de PD-L1 dependiente del tiempo luego del

tratamiento con Nexturastat A (Figura 13 By C).

Para la linea celular de adenocarcinoma HT29 se observa que esta disminucién
de los niveles relativos de ARNmM es significativa a partir de las 8 horas de
incubacion con el inhibidor (Figura 13B), mientras que en la linea celular de
carcinoma HCT116, es significativo a partir de las 2 horas de incubacién con

Nexturastat A (Figura 13C).
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Figura 13: Cuantificacion relativa de los niveles de expresion de ARNm de PD-
L1 con Nexturastat A 1uM. Cuantificacion relativa de ARNm de PD-L1 luego del
tratamiento con 1uM de Nexturastat A a diferentes tiempos de exposicion en
lineas celulares CCD841 (A), HT29 (B) y HCT116(C). Los resultados son el
promedio de 3 experimentos independientes. Analisis estadistico por t-Student
(valores de significancia * = p < 0.05; * = p < 0.01; ** = p < 0.001). La
cuantificacion relativa de expresion de PD-L1 se calculé usando 2 22T con 18S
como gen de referencia.

71



Para evaluar si la concentracion utilizada del inhibidor afecta la expresion relativa
de ARNm de PD-L1 se utilizd una concentracion de 5uM de Nexturastat A, en

las mismas condiciones que los ensayos anteriores de tiempo.

Para lo cual se obtuvo que en la linea celular CCD841 se vuelve a observar que
no hay efectos significativos en la expresion relativa del mensajero en
comparacion con el control sin tratamiento (Figura 14A). La misma tendencia de
disminucién dependiente del tiempo se observan para las dos lineas celulares
de cancer de colon (Figuras 14B y C). La expresion relativa de PD-L1 en la linea
celular HT29 ahora se ve significativamente disminuida a partir de las 4 horas de
exposicién al inhibidor frente al control sin tratamiento (Figura 14B), mientras que
en la linea celular HCT116 la disminucion significativa en los niveles relativos de

ARNM nuevamente ocurre a partir de las 2 horas de incubacion.
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Figura 14: Cuantificacion relativa de los niveles de expresion de ARNm de PD-
L1 con Nexturastat A 5uM. Cuantificacion relativa de ARNm de PD-L1 luego del
tratamiento con 5uM de Nexturastat A a diferentes tiempos de exposicion en
lineas celulares CCD841 (A), HT29 (B) y HCT116(C). Los resultados son el
promedio de 3 experimentos independientes. Analisis estadistico por t-Student
(valores de significancia * = p < 0.05; * = p < 0.01; ** = p < 0.001). La
cuantificacion relativa de expresion de PD-L1 se calculé usando 2 22CT con 18S
como gen de referencia.
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1.2.2.2 Cuantificacion relativa de expresion de STATS3.

Paralela a la evaluacién de la expresion transcripcional de PD-L1, se analizé la
expresion del gen STAT3 para indagar cual es el efecto del inhibidor de HDACG6
frente al factor de transcripcion que participa en la expresiéon de PD-L1. Se
utilizaron las mismas concentraciones y condiciones de tiempo descritas

anteriormente.

Los resultados muestran que el tratamiento con Nexturastat A 1uM a distintos
tiempos no producen efectos significativos en los niveles de ARNm de STAT3 en
ninguna de las lineas celulares de colon en comparacion con el control sin

tratamiento con el inhibidor (Figuras 15A, By C).
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Figura 15: Cuantificacion relativa de los niveles de expresion de ARNm de
STAT3 con Nexturastat A 1uM. Cuantificacion relativa de ARNm de STAT3 luego
del tratamiento con 1uM de Nexturastat A a diferentes tiempos de exposicion en
lineas celulares CCD841 (A), HT29 (B) y HCT116(C). Los resultados son el
promedio de 3 experimentos independientes. Analisis estadistico por t-Student
(valores de significancia * = p < 0.05; * = p < 0.01; ** = p < 0.001). La
cuantificacion relativa de expresion de STAT3 se calculé usando 2 22T con 18S
como gen de referencia.
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Similar a lo realizado para la cuantificacion relativa de PD-L1, se evaluo el efecto
al aumentar la concentracion del inhibidor de HDAC6 a 5uM para ver la

dependencia que tiene en la expresion de PD-L1.

Los resultados evidencian un leve aumento en los niveles relativos del mensajero
de STAT3 en la linea celular CCD841 dependiente del tiempo de exposicion al
inhibidor, sin embargo, este aumento solo es significativo a las 4 horas frente al

control sin tratamiento (Figura 16A).

Para las lineas celulares de cancer de colon los niveles relativos de ARNm de
STAT3 se mantienen constantes a traves del tiempo (Figura 16B y C). Solo en
la linea celular HT29 se muestra un aumento significativo al maximo tiempo
estudiado de 16 horas en comparacion con el control sin tratamiento (Figura

16B).

76



g
°

-
]
1

-
o
1

b=
.
1

o
<

[
<
=
(7]

E
4
(4
<

(V]
T

[=]
2
k.

[

=
°
Z
z

@©

Nivel relativo de ARNm STAT3

©  h (NexA 5uM)

Figura 16: Cuantificacion relativa de los niveles de expresion de ARNm de
STAT3 con Nexturastat A 5uM. Cuantificacion relativa de ARNm de STAT3 luego
del tratamiento con 5uM de Nexturastat A a diferentes tiempos de exposicion en
lineas celulares CCD841 (A), HT29 (B) y HCT116 (C). Los resultados son el
promedio de 3 experimentos independientes. Analisis estadistico por t-Student
(valores de significancia * = p < 0.05; * = p < 0.01; ** = p < 0.001). La
cuantificacion relativa de expresion de STAT3 se calculé usando 2 22CT con 18S
como gen de referencia.
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1.2.3 Expresion basal de proteinas inmuno-estimuladoras.

De forma similar a los niveles de expresion basal de ARNm, se establecio la
expresion de proteina para las moléculas inmuno-estimuladoras PD-L1y STAT3
en las tres lineas celulares antes de ser sometidas a tratamiento con el inhibidor
con el fin de poder establecer la expresién diferencial luego del tratamiento con

Nexturastat A en las distintas condiciones estudiadas.

En los resultados se observa una mayor expresion de PD-L1 y STAT3 en la linea
HCT116 en comparacion con HT29 y CCD841. Sin embargo, se puede confirmar
que pese a su diferencia de expresion, todas las lineas celulares expresan PD-
L1y STAT3, y se confirma la expresion de HDACG6, importante para la actividad

del inhibidor en estudio (Figura 17).
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Figura 17: Analisis WesternBlot para expresion de moléculas inmuno-
estimuladoras sin tratamiento con inhibidor de HDAC6. Los resultados
corresponden a un experimento.
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1.2.4 Deteccion diferencial de la expresiéon de las moléculas inmuno-
estimuladoras después del tratamiento con inhibidor de

HDACSG.

Para estudiar la expresion de PD-L1 y STAT3 luego del tratamiento con
Nexturastat A se analizé6 mediante WesternBlot los extractos totales de proteinas
de las tres lineas celulares utilizadas. Los andlisis se realizaron con una
concentracion de 5uM de inhibidor ya que en el estudio previo de niveles relativos
de ARNm se observa una mayor variacidon en comparacion con la concentracion

de 1uM.

Se detectd la expresion de HDACG6 para verificar que la utilizacién del inhibidor
no afecta su expresion en las diferentes condiciones de tratamiento y se utilizo
actina como control de carga para asegurar que la cantidad de proteina total

analizadas es la misma en todas las condiciones estudiadas.

Los resultados indican que frente al tratamiento con el inhibidor la expresiéon de
PDL1 disminuye de forma dependiente del tiempo en ambas lineas celulares de
cancer colorrectal, sin embargo, esta disminucién es mas notoria a partir de las
4 horas de exposicién al inhibidor en la linea celular HCT116 (Figura 18A),
mientras que en la linea HT29 solo se observa una disminucién a las 16 horas

de tratamiento con Nexturastat A (Figura 18B).
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Con respecto a la expresion de STAT3, se observa que no cambia con las horas
de tratamiento en ninguna de las dos lineas celulares de cancer colorrectal

(Figura 18 Ay B).
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Figura 18: Deteccion de proteina mediante Western Blot para lineas celulares de
cancer colorrectal a distintos tiempos de tratamiento con 5uM de inhibidor
HDACSG6. Lineas celulares de cancer colorrectal (A) HCT116 (B) HT29. Los

resultados corresponden a un experimento.
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1.3 Identificar sitios de union para el factor de transcripcion STAT3 en
la region promotora del gen PD-L1.

1.3.1 Analisis in silico del promotor del gen PD-L1.

Con el fin de analizar una potencial regulacion transcripcional de PD-L1 por
efectos del factor de transcripcion STAT3, se obtuvo la secuencia nucleotidica
del promotor para PD-L1 de humano y raton desde la base de datos Eukariotic
Promoter Database. Estas secuencias fueron alineadas utilizando el servidor
ClustalW, con la finalidad de dilucidar la homologia entre ambas secuencias.
Luego se realiz6 una busqueda de los sitios de unién para el factor de
transcripcion STAT3 en 700 pares de bases de la region promotora desde la
posicion -1 del gen PD-L1 mediante un programa de busqueda de sitios de unién

.para factores de transcripcion disponibles online, TFBind (Figura 19).
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Figura 19: Alineamiento de regién promotora del gen de PD-L1 de humano y
ratén. En color verde se destacan los sitios de unién de STAT3 para humano y
raton. En color amarillo se sefiala GC-box para ambas especies.
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Se lograron encontrar varios sitios de unién para el factor STAT3 con una
secuencia consenso TTCCCRKAA, donde R puede ser Ao Gy K puede ser G o
T, los cuales fueron marcados en la secuencia promotora analizada (Figura 20).
En base a ellos, se generaron oligonucledtidos para un analisis posterior de estos
sitios de union mediante un ensayo de unién ADN-proteina mediante

Inmuniprecipitacién de cromatina (ChlP).

Los oligonucledtidos generados flanquean 5 de los sitios de unién para STAT3
encontrados y se disponen segun la Figura 17 para generar fragmentos de 127,
133, 129pb para la regién proximal del promotor y 171pb para la region distal, la

cual abarca dos sitios de union.
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>FP013056 CD274 1 :+U EU:NC; range —-6599 to 100.

gggtggcagaatatcagggaccctgagecattcttaaaagatgtagectocgggatgggaagttettttaatgacaaagecaaat
gaagtttcattatgtcgaggaactttgaggaagtcacagaatccacgatttaaaaatatatttecctattatacaccecatac
acacacacacacacctactttctagaataaaaaccaaagccatatgggteoctgetgectgactttttatatgttgtagagtta
tatcaagttatgtcaagatgttcagtcaccttgaagaggctt_gggggacgcct_aggttaagg
ggtaaccttaagctecttaccectectgaaggtaaaatcaaggtgogttcagatgttggeottgttgtaaatttetttttttat
taataacatactaaatgtggatttgctttaatcttcgaaactcttceccggtgaaaateteat llNEEEEa2actggacty
acatgtttcactttctgtttcatttctatacacagetttallMMEECaccaacactagatacctaaactgaaagette
cgccgat_ggtcaggaaagtccaacgcccggcaaactggatttgctgccttgggcagaggtgggcgggacccc
geccteocgggeoctggecgcaacgctgagecagetggegegteccgegecggccccAGTTCTGOGCAGCTTCCCGAGGCTCCGCAC
CAGCCGECGCTTCTGTCCGCCTGCAGGTAGGGAGCGTTGTTCCTCCGCGGETGCCCACGGCCCAGTATCTCT

GC-box [p-value = 0.001]: -&60
STAT3 [p-value = 0.0011: -590, -515, -410, -389, -228, -169 (TTCCCREKAA)

Figura 20: Sitios de unién de factor de transcripcion STAT3 en el promotor PD-
L1 humano. Se destacan con subrayado los sitios de unién de STAT3
encontrados mediante TFBind en la secuencia del promotor de PD-L1 abarcando
699 nucledtidos corriente arriba. En color verde se destacan los sitios que seran
flanqueadas por los oligonucledtidos generados para analisis de funcionalidad
del factor de transcripcion STAT3.
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Figura 21: Esquema representativo de oligonucleétidos generados para analisis
de sitio de union de STAT3 en region promotora de PD-L1. En verde se
encuentran los 5 sitios de uniéon de STAT3 a analizar. Las fechas indican los
oligonucledtidos generados con sus respectivos nombres segun tabla 1.

87



Los oligonucledtidos generados (Tabla Ill) fueron estandarizados a diferentes
temperaturas y se combinaron para generar fragmentos en regiones distales y
proximales del promotor de PD-L1. La combinacion con los oligonucleotidos F3-
446/R3-319 genera fragmentos en la region distal dentro del promotor de PD-L1
abarcando dos sitios de union a STAT3, mientras que la combinacion de F1-
264/R1-131, F2-222/R2-93 y F1-264/R2-93 generan fragmentos en la regiéon
proximal del promotor, y esta Ultima abarca tres sitios de union a STAT3.

En la optimizacion mediante PCR convencional se utiliz6 ADN gendmico y
cromatina sonicada de células humanas (HEK-293), ya disponible en el
laboratorio, para estandarizar el comportamiento de esta regidén del genoma ante
el proceso de fraccionamiento de este, asi anticipar el andlisis previo a células
de céncer colorrectal, esto se realizo a tres temperaturas diferentes (50°C, 55°C
y 60°C) de alineamiento (Figura 22). Al comprar las distintas temperaturas, se

observa que a 55y 60°C presenta mejor amplificacion de las regiones a analizar.
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A ADN genomico HEK-293
pb PM 50 55 60 50 55 60 50 55 60

50 55 60 T° (30 ciclos)
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F1-R1 F1-R2 F2-R2 F3-R3

B Crom sonicada (ChIP) HEK-293
pb PM 50 55 60 50 55 60 50 55 60 50 55 60 T° (30 ciclos)

1.4

1000
500
100

F1-R1 F1-R2 F2-R2 F3-R3

Figura 22: Estandarizacion de oligonucleétidos para sitios de unién a STAT3.
Ensayo PCR convencional a tres temperaturas distintas de alineamiento.
Fragmentos generados son visualizados en gel de agarosa a 1%. Linea celular
HEK-293 (A) ADN genomico (B) Cromatina sonicada.
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7 DISCUSION

El cancer colorrectal es una enfermedad que afecta a un gran numero de
personas a nivel mundial y nacional. Solo en la region del Biobio el cancer
colorrectal se posiciona en el tercer lugar dentro de los canceres con mayor
incidencia. A pesar de que existen diferentes tratamientos, estos conllevan
diversos efectos adversos y/o pueden no ser del todo satisfactorios, es por esto
que tratamientos alternativos o complementarios a los actuales estan en
constante busqueda. Dentro de estos, la propuesta de utilizar tratamientos
combinados de inmunoterapia con moduladores epigenéticos como inhibidores
de histonas deacetilasas (HDACinh) es una atractiva alternativa contra el cancer
colorrectal ya que se ha demostrado que pueden actuar de manera selectiva en
las células cancerosas provocando detencion de la proliferacion celular o
induccion de la apoptosis mediante la regulacion de la acetilacién de histonas y
proteinas no histénicas (Aztopal et al., 2018; Bolden, Peart, & Johnstone, 2006;
Gilardini Montani et al., 2017) incluidos diferentes modelos de cancer colorrectal

(Dai et al., 2019; Sohaib & Ezhilarasan, 2020).

Varios tipos de cancer expresan PD-L1 en la membrana de células tumorales
suprimiendo la actividad de células T del sistema inmune como un mecanismo
de evasion. Esta proteina ya es blanco terapéutico contra algunos tipos de

cancer (Topalian, Drake, & Pardoll, 2015) y evidencia muestra que esta proteina
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se encuentra regulada indirectamente por accion de HDACG6 sobre el factor de
transcripcion STAT3 en varios tipos de cancer, por ello indagar en los efectos y
mecanismos de accion de los inhibidores de Histonas Deacetilasa es de gran

importancia, y se aborda en esta investigacion.

En el presente estudio se investigd como la inhibicion de HDAC6 mediante el
uso de Nexturastat A, un inhibidor selectivo, modula la expresion de PD-L1 en
modelos celulares de cancer colorrectal, y ademas se exploré el rol de HDAC6

en la actividad del factor de transcripcidon STAT3 sobre la expresion de PD-L1.

Los resultados de esta investigacion revelaron que el efecto de Nexturastat A
dependen del contexto celular. En ensayos exploratorios de viabilidad e
induccion de la apoptosis, se observo que el tratamiento con Nexturastat A afecta
de manera dosis dependiente a las lineas celulares de cancer colorrectal. A
concentraciones altas de tratamiento se observé una notoria disminucion de la
viabilidad en los dos modelos celulares de cancer colorrectal de
aproximadamente 40%, y muy bajo efecto sobre células de colon normales,
manteniendo la viabilidad en aproximadamente 70%. A concentraciones bajas
de inhibidor esta disminucién fue de solo el 80% aproximadamente para las tres
lineas celulares en comparacion con un inhibidor de HDAC de amplio espectro

gue disminuyo la viabilidad en un 50% aproximadamente.
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Previamente, se ha reportado que los inhibidores de histonas deacetilasas
afectan la sobrevivencia de células tumorales (Bolden et al., 2006). Los hallazgos
obtenidos en esta investigacién concuerdan con lo reportado en literatura, donde
se evidencia la potente actividad contra células de cancer que ejerce
Panobinostat (Chao et al., 2013; Edwards, Li, Atadja, Bhalla, & Haura, 2007,
Helland et al., 2016; Mehdi et al., 2012; G. Qin et al., 2019), incluidos estudios
en células de cancer colorrectal in vitro (Shao et al., 2008) en contraste con el
menor efecto de Nexturastat A. A pesar de esto, el inhibidor Nexturastat A ha
mostrado generar un aumento en la induccién de apoptosis en células de
mieloma y cancer de ovario (Moufarrij et al., 2020; Sun et al., 2019; Wilson et al.,
2013), esto sugiere que la inhibicion selectiva de HDACG6 provocaria cambios
epigenéticos limitados y controlados, ya que es una deacetilasa
predominantemente citoplasmatica, afectando a proteinas que regulan funciones
de adhesion, ciclo celular, estabilizacién y degradacion de proteinas entre otras,
en comparacién con un inhibidor de alto espectro que afecta a multiples vias de
sefalizacion a la vez, desregulando los estados de acetilacion y deacetilacion

mayoritariamente de histonas (T. Li et al., 2018).

En relacién a los modelo celulares de cancer colorrectal, la linea HCT116 mostr6
ser mas sensible al tratamiento con Nexturastat A observandose una disminuciéon
de la viabilidad de un 20%, y aumento de la apoptosis de 0,5 veces en

comparacion con las otras dos lineas. Esto puede ser respuesta a que esta linea
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celular de carcinoma colorrectal no presenta alteraciones en las vias de p53, via
encargada de regular la apoptosis en células dafiadas. En cambio, la linea
celular HT29 presenta una mejor tolerancia ante este tratamiento, lo cual se
puede deber a una mutacion del gen p53 (Ahmed et al., 2013). Previamente, se
ha documentado que la inactivacion de HDAC6 en células de carcinoma
hepatocelular previene la degradacion de p53 por poliubiquitinacién (Ding et al.,
2013), eso sugiere que su inhibicion podria estar relacionada con la baja

viabilidad obtenida en los modelos celulares de cancer de colon.

También se ha reportado que la inhibicion de HDACG6 con otros inhibidores de
deacetilasa de histonas selectivos como MPT0G612, Tubastatin Ay ACY-1215
disminuyen la viabilidad celular de manera dependiente de la concentracion en
lineas celulares de cancer colorrectal, donde se observa que la linea celular
HCT116 es mas sensible a los tres inhibidores descritos al igual que en los
resultados de este trabajo (M. C. Chen, Lin, Liao, Liou, & Chen, 2019). Sin
embargo, la disminucion de la viabilidad no predice el destino final de la célula.
Para confirmar esto Ultimo seria necesario complementar nuestros ensayos
analizando la expresion de proteinas apoptéticas frente al tratamiento con

Nexturastat A.

En relaciéon a la expresiéon de PD-L1, se ha informado previamente que la

inhibicion de HDAC6 puede modular la expresién de esta proteina en varios
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modelos de cancer mediante el factor de transcripcion STAT3 (Keremu et al.,
2019; Lienlaf et al., 2016). Por ello investigamos mediante RT-gPCR vy

WesternBlot si en nuestro modelo esto ocurre de forma similar.

Primero, nuestros resultados sobre la expresion de PD-L1 en las tres lineas
celulares en condiciones basales, previas al tratamiento con inhibidor
demostraron que existe expresion basal de PD-L1 a nivel de ARNm y proteina.
Esto concuerda con otros estudios previos donde se muestra la alta expresion
de esta molécula inmuno-estimuladora en varios tipos de cancer (X. Wang, Teng,
Kong, & Yu, 2016). En conjunto con esto, datos obtenidos de The Human Protein
Atlas también reportan expresion de PD-L1 en células de colon y recto. Se
observa que los niveles de ARNm y proteina de PD-L1 son mas altos en la linea
celular de carcinoma colorrectal HCT116 ya que esta linea se clasifica como
CCR con MSI los que se han descrito con una sobreexpresion de proteinas de

control inmunitario, en especial PD-L1 (Ahmed et al., 2013; Llosa et al., 2015).

En conjunto con lo anterior, se comprueba también la presencia de STAT3 en
las tres lineas celulares. Los niveles relativos de ARNm son mas altos en las
lineas de cancer colorrectal doblado la cantidad en el caso de la linea HCT116 y
casi el cuadruple en HT29 en comparacion con la linea de colon normal ya que
se sabe que STAT3 es un factor de transcripcion que se activa constitutivamente

en una amplia variedad de céncer, incluido en cancer colorrectal (Klampfer,
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2008). A diferencia de PD-L1 la expresion de STAT3 a nivel de ARNm es mas
alta en la linea HT-29 y se observa una mayor expresion nivel de proteina en la
linea HCT-116. Sin embargo, la tasa de traduccion en cada linea celular puede
ser diferente por lo que ambas lineas celulares no pueden ser comparadas, y la
expresion de proteinas en ambos casos, solo es una aproximacion, ademas se
debe realizar una cuantificacién normalizada de la expresién en condiciones sin
tratamiento con Nexturastat y como se menciond anteriormente, solo se puede

afirmar que las lineas en estudio expresan ambos genes de interés.

Luego de los tratamientos con el inhibidor de HDAC®6, se pudo comprobar que
en células de cancer colorrectal HT29 y HCT116 existe una correlacién con lo
publicado en investigaciones anteriores, observando una notoria disminucién de
los niveles de PD-L1 a nivel de ARNm y proteina de forma dependiente de la
concentracion y el tiempo de tratamiento utilizado, mientras que en células
CCD841 no se observo efectos en los niveles de PD-L1. Se pudo observar
también gue los niveles de STAT3 como ARNm y proteina no son alterados bajo
la inhibicion de HDAC®6 en ninguna de las condiciones analizadas, resultados
gue también se observaron en la eliminacién genética de HDAC6 en modelos de
melanoma y osteosarcomas, respaldando que HDACG6 es capaz de modular la

expresion de PD-L1 indirectamente (Keremu et al., 2019).
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El rol de HDACSG en la regulacion de la via STAT3 se ha informado anteriormente
en células APCs y células de melanoma (Cheng, Lienlaf, Wang, et al., 2014;
Lienlaf et al., 2016). Aunque el mecanismo regulador exacto no se comprende
completamente, se ha demostrado que la eliminacion genética y la inhibicion
farmacoldgica de HDACG6 disminuirian la fosforilacion de STAT3, afectando la
expresion genética de varios blancos del factor de transcripcion, incluidos PD-
L1. Como se menciond anteriormente, los niveles de ARNm de STAT3 no fueron
afectados a ninguna concentracion ni tiempo de tratamiento estudiado, esto
sugiere y respalda que la inhibicion de HDACG6 solo podria afectar la
funcionalidad de este factor de transcripcion y no su expresion. Sin embargo,
gueda pendiente analizar en profundidad las modificaciones covalentes que
sufre este factor de transcripcién, principalmente, en su forma activada por

fosforilacion.

Al realizar un analisis in silico de la region promotora de PD-L1 se hallaron varios
sitios de unién para STAT3, afirmando que este podria estar participando en la
cascada de sefalizacion de PD-L1. Sin embargo, STAT3 solo puede activar la
transcripcion de sus genes diana al ser reclutado al promotor si es fosforilado y
activado previamente (Fang et al., 2014; Fujita et al., 2015; Lienlaf et al., 2016).
El reclutamiento de STAT3 a los sitios de union encontrados en el promotor de
PD-L1 no fueron analizados en este trabajo, pero la estandarizacién de los

oligonucledtidos generados mostraron que si existe una amplificacion de estas
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regiones en cromatina sonicada de células HEK-293, lo que genera la posibilidad
de reproducir este ensayo de forma efectiva con cromatina sonicada de lineas
celulares de cancer colorrectal y posteriormente determinar la union de STAT3
a dichos sitios putativos bajos las condiciones de tratamiento con inhibidor de

HDACSG.
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8 CONCLUSION Y PROYECCIONES.

Los resultados de esta tesis apuntan a que el efecto que produce la inhibicion
selectiva de HDACG es capaz de inducir apoptosis y disminuir la viabilidad celular
de ambos modelos de cancer colorrectal estudiados, en comparacién con el
modelo de células normales de colon. Sin embargo, la eficacia de esto depende
del contexto celular, de la dosis y el tiempo de tratamiento. Para comprender
mejor el efecto en la viabilidad celular hace falta analizar el efecto de otros
inhibidores de HDAC6 en estos mismos modelos celulares, estudiar el
comportamiento en la expresion de PD-L1 luego de la suspension de la dosis de

inhibidor y analizar la expresion de proteinas apoptéticas frente al tratamiento.

La inhibiciébn de HDAC6 demostrd disminuir la expresion de PD-L1 en ambos
modelos, y confirmé la hipétesis de que HDACS6 esta involucrado en la regulacion

transcripcional de PD-L1.

Para lograr dilucidar mejor el mecanismo de accion de HDACG6 en la expresion
de PD-L1 y su rol en la activacion de STAT3 hace falta realizar ensayos donde
se evidencie que la activacion de STAT3, ya sea por presencia de acetilacion en
el residuo 685 y/o fosforilaciones especificas en los residuos 705 y 727, que se
pueden ver afectadas por la inhibicion de HDACSG y si esto impide que STAT3 se

una a la region promotora de PD-L1. Sin embargo, ya se realiz6 un analisis previo
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de la region promotora para definir los posibles sitios de unién para STAT3, con
lo que se definid y se testeo las regiones promotoras que se analizaran mediante
gPCR para posteriormente realizar un ensayo de Inmunoprecipitacion de

cromatina (ChIP) para el factor de transcripcion STAT3.

Pese a que quedan muchas incognitas sobre el mecanismo por el cual se regula
la expresion de PD-L1, nuestros resultados sugieren que el uso de inhibidores
selectivos de HDACs, como es el efecto de la inhibicion de HDACG6, nos podria
permitir considerarlo como un agente antitumoral en el cancer colorrectal y su
uso complementario como coadyuvante de las inmunoterapias dirigidas a los
puntos de control inmunitario, al regular negativamente la expresion de PD-L1.
Por lo cual, seguir investigando sobre este receptor y el efecto que generaria la
inhibicién de HDACG6 en un modelo in vivo que permita observar las interacciones
celulares entre células cancerigenas y células del sistema inmune es de gran
importancia, permitiendo llegar a futuros tratamientos dirigidos y efectivos contra

el cancer colorrectal y otros tipos de cancer.
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11  ANEXO

Procedimientos de tratamientos de desechos biolégicos y quimicos.

La ejecucion de este proyecto comprende las siguientes actividades sujetas a
consideraciones de Bioseguridad segun el “Manual de Normas de Bioseguridad”
de CONICYT (2da ed., 2008):

a) Manipulacién de ADN recombinante.
b) Cultivo de lineas celulares humanas previamente establecidas.

c) Uso de reactivos toxicos.

Las actividades que involucran los aspectos arriba mencionados se realizaran
en el Laboratorio de Epigenética e Inmunoterapia, a cargo del Dr. Matias Hepp
Castro (Investigador Principal), parte Laboratorio de Investigacion en Ciencias
Biomédicas del Departamento de Ciencias Béasicas de la Facultad de Medicina
de la Universidad Catodlica de la Santisima Concepcion. Este laboratorio posee
la experiencia y el equipamiento béasico requerido para trabajo con ADN
recombinante, sala de cultivo celular debidamente equipadas, para trabajo
normal y con virus, asi como el manejo de reactivos téxicos.

Los aspectos de descontaminacion, eliminacion y transporte de los desechos
generados estaran coordinados con la empresa internacional “Stericycle”, segun
lo que indica el “Plan de Manejo de Sustancias y Residuos Peligrosos” de la

Universidad y la empresa externa en cuestion (https://stericyclelatam.com/cl/).
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