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RESUMEN

La IL-17A es una citocina pleiotropica involucrada en la inflamacion, la
autoinmunidad y el cancer. Esta citocina es producida por varias poblaciones
inmunoldgicas en varios tipos de cancer y se ha asociado tanto con funciones
antitumorales como protumorales. Se ha descrito que sefializa a través del complejo
de receptores IL-17RA y RC, los cuales se expresan en varios linajes celulares,
incluyendo células tumorales de ovario. A la fecha se han realizado varios estudios
gue demuestran el papel de la IL-17A en modelos de cancer in vitro e in vivo; sin
embargo, la funcién del receptor IL-17RA sigue siendo poco estudiada. En este
proyecto, utilizando el modelo murino singénico inmunocompetente de células ID8
de cancer de ovario, encontramos que la estimulacion con las citocinas ligando IL-
17A, F y A/F en forma homodimérica o heterodimérica, no produjeron un efecto
significativo en la proliferacion celular, pero si un efecto antitumoral en la
quimioresistencia y migracién de las células ID8 in vitro. Sin embargo, in vivo, la
deficiencia del receptor IL-17RA indujo un retraso en el desarrollo tumoral, y también
se observd un retraso en la formacion de ascitis debido a una reduccién en la
activacion de las cinasas ERK1/2, lo que aument6 en la sobrevivencia global de los
ratones y sugiere que el IL-17RA es necesario para el desarrollo tumoral. En
general, demostramos que IL-17RA promueve la tumorogénesis en un modelo

murino de células ID8 de cancer de ovario.
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ABSTRACT

IL-17A is a pleiotropic cytokine involved in inflammation, autoimmunity, and cancer.
This cytokine is produced by various immune cell populations in multiple types of
cancer and has been associated with both anti-tumor and pro-tumoral functions. It
signals through the IL-17RA and RC receptor complexes, which are expressed in
various cell lineages, including ovarian tumor cells. To date, several studies have
demonstrated the role of IL-17A in in vitro and in vivo cancer models; however, the
function of the IL-17RA receptor remains poorly studied. In this project, using the
immunocompetent syngeneic murine model of ID8 ovarian cancer cells, we found
that stimulation with the ligand cytokines IL-17A, F, and A/F in homodimeric or
heterodimeric form, did not produce a significant effect on cell proliferation, but did
produce an antitumor effect on ID8 cells chemoresistance and migration in vitro.
However, in vivo, IL-17RA receptor deficiency induced a delay in tumor
development, and a delay in ascites formation due to a reduction in ERK1/2 kinase
activation, leading to an increase in the overall survival of mice, suggesting that IL-
17RA is required for tumor development. Overall, we demonstrate that IL-17RA

promotes tumorigenesis in a murine model of ID8 ovarian cancer cells.
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INTRODUCCION

Generalidades del cancer de ovario

El cancer de ovario (CaOv) es considerado uno de los canceres ginecoldgicos mas
comunes, el cual se diagnostica en etapas avanzadas debido a la falta de sintomas
especificos durante las etapas iniciales. En México, el CaOv ocupa el tercer lugar
de incidencia entre los tumores ginecolégicos (después de cancer de mama vy el
cervicouterino), reportandose 4963 casos nuevos al afio y en términos de mortalidad
se estima que cada afo se producen alrededor de 3038 muertes relacionadas con
esta enfermedad (https://gco.iarc.fr/today/home, GLOBOCAN, 2020).

Alrededor del 47.4% de las mujeres fallece dentro de los primeros 5 afos tras el

diagnéstico, ya que se presenta en estadios avanzados (Il y IV) de la enfermedad.
La mayoria de los casos se diagnostican en mujeres de entre 40 y 59 afios, aunque
también existe un numero considerable de casos en mujeres menores de 30 afios
(1).

La edad se destaca como el factor de mayor riesgo para desarrollar CaOv, con una
prevalencia del 80% en mujeres postmenopdausicas. Otros factores de riesgo
relacionados con hormonas abarcan la menarca temprana, la menopausia tardia, la
nuliparidad, el uso de terapia de remplazo hormonal, la infertilidad, el sindrome de
ovario poliquistico y la endometriosis. Ademas, se han descrito factores de riesgo
no hormonales como el tabaquismo, una dieta rica en grasas y el sobrepeso (2,3).
Ademas de los factores mencionados previamente, también se debe tener en
cuenta el factor de riesgo genético, que implica un patrén hereditario donde dos
miembros de la familia en linea directa presentan cancer de mama y ovario. Si
ademas se comprueba la presencia de mutaciones en los BRCA 1 o BRCA 2, el
riesgo de desarrollar CaOv aumenta entre 35-45% y 15-25%, respectivamente (2).
Existen diferentes tipos de cancer de ovario, agrupados segun el tipo de célula del
gue procedan; 1) células epiteliales, que representan del 85 al 95% de los casos en
mujeres mayores de 50 afios, 2) células estromales, que causan del 5 al 8% de los
casos en mujeres de todas las edades, y 3) células germinales, que causan de 3 a

5% de los casos en mujeres jovenes de 15 a 19 afios (4).
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Microambiente tumoral

El microambiente tumoral consta de varios tipos de células adyacentes al tumor que
liberan citosinas o factores de crecimiento que promueven la progresion tumoral, la
diseminacién del cancer y la evasion de la respuesta inmune (5). Particularmente,
el liquido ascitico (LA) puede servir como microambiente en diversas patologias. La
ascitis es una acumulacion excesiva de liquido en la cavidad abdominal y se
presenta con diversas patologias, como: cirrosis hepatica (81% de los casos),
insuficiencia cardiaca (3%), tuberculosis (2%) y neoplasias malignas (10%). Sin
embargo, la composicion del LA depende de la enfermedad con la que se asocia.
El principal tipo de cancer asociados a la formacion de ascitis es el CaOv en un 38%
de los casos (6).

La presencia de ascitis es un indicador de enfermedad avanzada y de mal
prondstico, ya que solo el 11% de los pacientes sobreviven mas de 6 meses. En el
cancer de ovario epitelial (COE) la mayoria de las pacientes en etapas avanzadas
(etapa lll o etapa 1V) pueden desarrollar ascitis; sin embargo, se considera un factor
pronéstico independiente para el tiempo de recaida, o que sugiere que su presencia
no esta limitada a un subtipo histolégico especifico (7). La acumulacion de liquido
en la cavidad abdominopélvica debido a la ascitis causa molestias como dolor,
saciedad temprana y afecciones en el sistema respiratorio, gastrointestinal y urinario
(6).

En el COE, el LA funciona como un microambiente tumoral debido a la presencia
de componentes celulares y factores solubles que contribuyen a la progresion
tumoral, metastasis y evasion inmune. Entre las células presentes en el LA se
encuentran las tumorales, células NK, fibroblastos, adipocitos, células mesoteliales,
macrofagos y células T. Todas ellas liberan diversas citocinas, entre las que se
encuentran la IL-6, el TGF-B, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (5). Asimismo, podemos encontrar
células Thl7, las cuales se asocian con la inflamacion, la progresion tumoral y la
respuesta inmune alterada. La presencia de factores solubles tales como IL-6 y

TGF-B en el LA puede influir en el reclutamiento y activacion de las células Th17 en
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el microambiente tumoral, las cuales secretan IL-17 (8). De los factores solubles
descritos que se encuentran en el LA, se han identificado varios genes blanco de la
via de sefializacién de IL-17 como son IL-6, IL-8, TNF-a, VEGF, CCL2, CXCL10 y
GM-CSF (9,10).

LalL-6 y el TGF-B han sido implicados en procesos de proliferacion celular, invasion
y metastasis en CaOv. Estas citocinas pueden promover la transicién epitelio-
mesénquima (TEM, por sus siglas en inglés), un proceso mediante el cual las
células tumorales adquieren caracteristicas mas invasivas y metastasicas,
permitiéndoles diseminarse a otros tejidos (11,12).

La IL-8, el EGF y el VEGF son factores que estan relacionados con la angiogénesis
en CaOyv, el cual es un proceso crucial para la acumulacion de ascitis en la cavidad

abdominopélvica de las pacientes con CaOv (6) (Figura 1).
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Figura 1. Componentes celulares y factores solubles en el microambiente tumoral.
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Relacion entre la inflamacién créonicay el cancer de ovario

La inflamacion desempefia un papel fundamental en el desarrollo y progresion del
cancer. Numerosos estudios han demostrado la estrecha relacion entre la
inflamacion crénica y la carcinogénesis, asi como la promocion de metastasis
tumorales (14).

El CaOv se origina principalmente en el epitelio de la superficie ovarica. Debido a la
ubicacion especifica de las células epiteliales ovaricas en la cavidad peritoneal,
estan expuestas de manera distintiva a varios factores proinflamatorios. Existen
diversas fuentes de este tipo de inflamacion. Se ha descrito que la ovulacion en si
misma es un proceso potencialmente inflamatorio y mutagénico. Durante la
ovulacion, las células epiteliales en las inmediaciones del foliculo ovarico
experimentan una proliferacion, destruccién y apoptosis, lo que provoca la ruptura
de la pared del foliculo y su posterior remodelacion y reparacién. Se cree que esta
secuencia de eventos causa estrés oxidativo debido al aumento de factores
proinflamatorios como citocinas, interleucinas, factores de crecimiento,
prostaglandinas y eicosanoides. Otro factor que relaciona la ovulacién, la
inflamacion, el crecimiento y la propagacién del tumor es la actividad de las
colagenasas, enzimas que destruyen la matriz extracelular. Los ciclos repetidos de
dafio y reparacion celular en un entorno altamente oxidativo favorecen errores
durante la replicacion del ADN. En pacientes con CaOv, el peritoneo, que cubre la
mayoria de los 6rganos intraabdominales, muestra manifestaciones macroscopicas
tipicas de inflamacion como hinchazén, enrojecimiento, aumento de la densidad de
los vasos sanguineos, adherencias o acumulacién de ascitis. Esto implica que la
inflamacion cronica puede desempefiar un papel en la iniciacion y progresion del
CaOv. La presencia de células inflamatorias, la secrecion de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias, asi como la activacién de vias de sefializacion inflamatorias en las
células tumorales, pueden contribuir a la proliferacion celular descontrolada, la
angiogénesis, la invasion, la metastasis, la resistencia a la terapia y la evasion del
sistema inmunoldgico (15).

El infiltrado de células inmunolégicas en el tumor contribuye de manera importante

al microambiente tumoral al interactuar con las células tumorales. Entre las diversas
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citocinas producidas por estas poblaciones de células inmunoldgicas, se destaca la
IL-17. Particularmente la IL-17A desempefia un papel importante en la inflamacion,
la autoinmunidad y el cancer. Esta citocina, producida principalmente por células
del sistema inmunolégico, ha sido ampliamente estudiada debido a su capacidad
para regular la respuesta inflamatoria y modular la respuesta inmune en diversas
enfermedades.

En el contexto de la inflamacion, la IL-17A juega un papel clave en la respuesta
inmune frente a los patdgenos y la proteccion de las barreras epiteliales. Se ha
demostrado que la IL-17 estimula la produccion de otras citocinas proinflamatorias,
como TNF-a, IL-1B e IL-6, lo que amplifica la respuesta inflamatoria local. Ademas,
induce la produccién de quimiocinas que reclutan células inflamatorias al sitio de la
lesion o infeccion.

Con relacién a la autoinmunidad, la IL-17A ha sido implicada en la patogénesis de
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, la esclerosis multiple y la
psoriasis. Se ha observado que la IL-17 promueve la inflamacién crénica y la
destruccion de tejidos en estas enfermedades y su bloqueo terapéutico ha
demostrado ser eficaz en el control de los sintomas en algunos casos (16,17).

En el cancer, la IL-17A desempefia un papel contradictorio. Se ha descrito que la
IL-17 puede tener efectos tanto pro-tumorales como anti-tumorales. Por un lado,
puede estimular la proliferacién, la sobrevivencia y la invasion de las células
tumorales, promoviendo asi el crecimiento y la progresién del cancer. Por otro lado,
puede contribuir a la eliminacion de células tumorales al reclutar células citotoxicas
del sistema inmunoldgico y activar respuestas inmunes antitumorales (18).

La complejidad de la funcién de IL-17 en la inflamacion, la autoinmunidad y el cancer
sugiere que su regulacion y su papel especifico dependen del contexto y las

interacciones con otras moléculas y células del sistema inmunoldgico (Figura 2).
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Figura 2. Mediadores inflamatorios que contribuyen a la progresion, metastasis y
angiogénesis en cancer de ovario epitelial.

Tomado de Savant, et al, 2018 (19)

Familia de citocinas IL-17 y sus receptores

a) Las IL-17
La IL-17A, el primer miembro descrito de esta familia de citocinas y el mas
estudiado, fue clonada por primera vez en 1993 y nombrada inicialmente como
antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos 8 (CTLA-8, por sus siglas en inglés) (20).
La familia de citocinas de la IL-17 estd compuesta por 6 miembros que incluyen a
IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (también conocida como IL-25) e IL-17F.
Estas citocinas constituyen un grupo de proteinas secretadas y glicosiladas, que
presentan una homologia en su secuencia del 20-55 % con la IL-17A, siendo la IL-
17E la que presenta menor homologia con otros miembros de la familia (21,22). La
IL-17A y la IL-17F pueden formar homodimeros o heterodimeros y se expresan
conjuntamente por genes vinculados (23). Estructuralmente, las proteinas de la
familia IL-17 tienen un extremo C-terminal conservado con cuatro residuos de

cisteina, que forman puentes disulfuro intramoleculares (24,25).
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Las citocinas de la familia de la IL-17 son producidas por células del sistema inmune,
como linfocitos T CD4+ (Th17), linfocitos T CD8+ (Tc17), células natural killer (NK),
células Tyd, células linfoides innatas grupo 3 (ILC3), neutrdfilos, microglia y células
cebadas. Otras fuentes principales de IL-17 incluyen a las células mieloides en

rinon, pulmon y las células de Paneth en las criptas intestinales (24,26).

b) Receptores de IL-17

Esta familia de citocinas se une a cinco miembros de la familia de receptores, de la
IL-17RA a la IL-17RE, expresados en células blanco de la IL-17, para realizar sus
funciones biolégicas. Los IL-17R se expresan en una variedad de poblaciones
celulares, incluyendo queratinocitos, fibroblastos, células mesoteliales, células
epiteliales y leucocitos (22). Cada uno de estos receptores puede formar complejos
de sefalizacion especificos con diversas combinaciones de subunidades. El
receptor primario para la IL-17A, la citocina mas estudiada de la familia IL-17, es el
IL-17RA. La IL-17A se une a IL-17RA, lo que desencadena la activacion de diversas
vias de sefalizacion intracelular. Esta interaccion con IL-17RA también puede
ocurrir en combinacién con otros miembros de receptores, como IL-17RC (24).

El heterodimero IL-17A/IL-17C sefializa a través del complejo de receptores IL-
17RA/IL-17RC, activando varias vias de sefalizacion, incluyendo las de NF-«B,
MAPK y C/EBP (27-29) (Figura 3). Estas vias de sefializacion inducen la expresion
de diversos genes blanco, entre los que se encuentran aquellos involucrados en la
produccion de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, IL-1B8, TNF-a), quimiocinas
(CXCL10, CXCL2, CXCL5, CCL2, CCL20), moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-
1), factores de crecimiento y angiogénesis (VEGF, GM-CSF, G-CSF) y proteinas de
remodelacion tisular (MMP1, MMP2, MMP3, MMP13) (30).

19



IL-17F
a8 o ',
3

ILATANLATF
€ ?
ILATE IL-17C IL-17A IL-178 IL-17D &
. oD el e AEDA MAE@A

¥ 4 ix N ix

/

RR AN ERS AP LEARE RIS LR RN Ao Ry ANSSEIFS IR RBSVPFNERARE DS PR LIPS (ECBRIRFRRES S TSR N Rt RO N] bR as PRV RIS RN .'j?-‘hgu?’l?l/) AN SARES

OO S AN A o 5 S XA X Gy S s

E o ’ga Wume |y o
IL-17RB M ILATRE IL-17RA ? IL-17RB 2 7 IL-17RD
& < > Lucn

IL-17RA IL-17RA ‘ TRAFE
TRAF2S | e

+ ’ TAK1

Estabilizacion de
mRNA

Ol

Yy v

| C/EBP | MAPK | NF«B

Transcripcion de genes blanco

Figura 3. Familia de citocinas de IL-17 y sus receptores.

Tomado de Brembilla, et al, 2018 (31).

En general, todos los miembros de la familia de receptores IL-17R son moléculas
de un solo pase transmembranal con caracteristicas estructurales conservadas
(32). Especificamente contienen dos dominios extracelulares tipo-fibronectina Ill, un
dominio citoplasmico conservado llamado SEFIR/SEFEX, un dominio en el extremo
C-terminal de SEFIR llamado TILL (loop tipo-TIR, por sus siglas en inglés) y un
dominio de activacion de C/EBP llamado CBAD (33,34) (Figura 4).

Los dominios tipo-fibronectina Il son una regién estructural del receptor IL-17RA
involucrada en la interaccion proteina-proteina. Este dominio se encuentra en la
region extracelular del receptor y se compone de una estructura plegada que se
asemeja a un modulo de fibronectina. Esta estructura tridimensional permite que el
dominio interactue especificamente con la IL-17 y desencadene la activacion de las
vias de sefializacion NF-xB y MAPK (35).
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El dominio SEFIR/SEFEX, también conocido como dominio tipo-TIR
(Toll/interleukin-1 receptor like), comparte similitudes estructurales con el dominio
TIR presente en los receptores de la IL-1 y en los tipo Toll (TLRs). Este dominio
permite la interaccion para reclutar y activar proteinas adaptadoras como es Actl
(Activador de transcripcion 1), causando la formacién de un complejo de activacion
de las vias de sefializacion NF-xB y MAPKs (36,37).

Los dominios SEFIR carecen de ciertos elementos presentes en los TIR, lo que
impide su interaccion con adaptadores-TIR. Sin embargo, en el receptor IL-17RA,
se identificé un dominio llamado TILL que muestra similitud con el loop-BB presente
en los dominios TIR. Esta region es crucial para la funcion de IL-17RAy se cree que
puede interactuar con una molécula de sefalizacién aun desconocida. A diferencia
de otros receptores de la IL-17, el dominio TILL es exclusivo de IL-17RA, lo que
podria explicar por qué IL-17RA actla como una subunidad compartida por varios
receptores en la familia de IL-17 (36,38).

El dominio CBAD tiene la funciéon de activar el factor de transcripcion C/EBP(
(C/ICAAT Enhancer-Binding Protein beta). Este dominio es necesario para la
fosforilacién inducible mediada por IL-17A de C/EBPf en la treonina 179, que esta
mediada por la glucégeno sintasa cinasa 3p (GSK3pB) (33).
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Figura 4. Esquema representativo de los dominios del gen del receptor IL-17RA
de humano.

Tomado de Mojsilovi¢, 2018 (39).

Inicialmente, la sefializacién del receptor de IL-17 activa el reclutamiento de Actl,
una proteina adaptadora multifuncional, a través de interacciones SEFIR-SEFIR
necesarios para su interaccion. Posteriormente, Actl puede ubiquitinar a TRAF6 y
a la ligasa de ubiquitina E3. Tras la union del ligando, Actl puede interactuar con
TRAF2/5, TRAF4 y TRAF6 y estabilizar los mRNA al activar proteinas de unién a
RNA como son Arid5a, HUR y DDX3X (24) (Figura 5).

Es importante destacar que la sefalizacion de IL-17 no es exclusiva de una célula
especifica. Esto permite que la IL-17 ejerza sus efectos en una amplia gama de
células y tejidos, contribuyendo asi a la regulacion de respuestas inflamatorias,
autoinmunes y tumorales. Esto sugiere que los efectos descritos de IL-17 asociados
a cancer pueden ser una consecuencia tanto de funciones indirectas como directas
(18).
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Figura 5. Vias de sefializacion del receptor IL-17R.

El complejo del receptor esta formado por IL-17RA e IL-17RC; se muestran las
principales vias de sefalizacion activadas por este receptor. Tomado de Gaffen,
2011 (40).

Funciones indirectas y directas de laIL-17 en cancer

Dentro de las funciones indirectas_de la IL-17 en cancer, se ha observado que esta
citocina desencadena respuestas inflamatorias en el microambiente tumoral. Estas
respuestas pueden tener efectos protumorales por la inflamacién crénica inducida
por la IL-17 que puede favorecer la proliferacion y la sobrevivencia de las células
tumorales, asi como la angiogénesis y la invasion de tejidos circundantes. Esto se
debe a la capacidad de IL-17 para estimular la produccion de citocinas
proinflamatorias, como el TNF-a y la IL-6, que pueden contribuir al crecimiento y
progresion de los tumores (41). Asimismo, entre los efectos antitumorales tenemos
respuestas inmunitarias mediadas por células, en donde la IL-17 estimula la

produccion de quimiocinas, como CCL20, que atraen células inmunitarias, como los
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linfocitos T citotoxicos y las células naturales killer (NK), al sitio del tumor, ejerciendo
una respuesta antitumoral al eliminar las células tumorales. Ademas, la IL-17 puede
activar respuestas inmunitarias adaptativas, como la proliferacién y la diferenciacion

de los linfocitos T CD8+ y CD4+, lo que contribuye a la respuesta antitumoral (42).

En cuanto a las funciones directas de la IL-17 en cancer, se ha observado que esta
citocina puede tener efectos tanto protumorales como antitumorales, dependiendo
del tipo de cancer y del microambiente tumoral especifico. Por ejemplo, en cancer
de pulmén, la IL-17 promueve la inflamacion crénica y la progresion tumoral al
estimular la produccién de factores de crecimiento y enzimas de degradacion de la
matriz extracelular por las células tumorales (43). Sin embargo, en cancer
colorrectal, la IL-17 promueve el reclutamiento de neutrofilos antitumorales en el
tumor, lo cual estimula una respuesta de células T y se correlaciona con una mejor
sobrevivencia global (44). Ademas de estos efectos, la IL-17 estimula una mayor
invasion de las células de cancer de mama (45), promueve metastasis a través de
la expresion de MMPs en hepatocarcinoma (46), exacerba la inflamacion en
condiciones de hiperinsulinemia y obesidad promoviendo el desarrollo del cancer
de préstata (47) e induce mayor proliferacion y tumorigénesis en cancer de células

escamosas (48) (Figura 6).
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Figura 6. Funcion de IL-17 en la progresion tumoral.

Tomado de Llosa, et al, 2014 (49).

Funciones de IL-17A en cancer de ovario

En muestras de pacientes con CaOv, se ha observado que hay una expresion
elevada del mRNA de IL-17, fenbmeno que promueve la angiogénesis tumoral (50),
y que a su vez se correlaciona con etapas clinicas avanzadas y el grado de
diferenciacion (51). Ademas, la infiltracion de células productoras de IL-17
contribuye a una mayor sobrevivencia libre de progresion en pacientes con CaOv
epitelial avanzado (52). Por otra parte, se sabe que IL-17A promueve la
autorrenovacion de las células madre tumorales CD133+ contribuyendo al
crecimiento tumoral, metastasis y resistencia a farmacos (53).

El grupo de Rei y cols, (2014) describieron que las células Tyd CD27(-) Vy6(+)
productoras de IL-17A desempefian un papel importante en el crecimiento del CaOv
al movilizar macrofagos peritoneales pequefios con un fenotipo tipo-M2
protumorales (54); mientras que Yu y cols, (2020) encontraron que la IL-17A
promueve la captacion de acidos grasos a través del eje IL-17A/IL-17RA/p-
STAT3/FABP4 para proporcionar energia para el crecimiento del CaOv en un
microambiente rico en adipocitos, destacando el posible papel metabdlico de IL-17A

en el desarrollo tumoral (55) (Figura 7).
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Figura 7. La IL-17A promueve una mayor captacion de acidos grasos en CaOv.

En un microambiente rico en adipocitos las células productoras de IL-17 inducen la
expresion de FABP4 (proteina de union a acidos grasos 4) a través de la via p-
STAT3. Los &cidos grasos producidos por los adipocitos son transportados por
FABP4 y después utilizados como fuente de energia para la produccion de ATP.
Tomado de Yu, et al, 2020 (55).

Aunque varios estudios han demostrado el papel de la IL-17A en el desarrollo del
cancer, utilizando modelos tanto in vitro como in vivo, algunos de ellos utilizando
modelos murinos deficientes en IL-17A, se sabe poco sobre el papel de IL-17A
directamente en las células tumorales enfocandose en el estudio del receptor IL-
17RA.

Modelo murino de cancer de ovario

El estudio del CaOv ha sido posible gracias al uso de modelos de trasplantes de
tumores humanos en ratones atimicos, xenoinjertos y lineas celulares tumorales
gue se inoculan por via subcutanea o intraperitoneal. Sin embargo, dichos modelos

no se asemejan a lo que sucede en el humano. Por esta razon, en la Ultima década
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se desarroll6 un modelo que utiliza células epiteliales de la superficie ovarica de
raton (MOSE, por sus siglas en inglés) que sufrieron una transformacion después
de 20 pases in vitro. Estas células fueron inoculadas por via subcutanea (s.c.) e
intraperitoneal (i.p.) en ratones C57BL/6 inmunocompetentes y en ratones Nu/Nu
atimicos y singénicos, observando que mediante la via s.c. la formacién de tumores
después de 4 meses exclusivamente en el sitio de inoculacion; mientras que en los
ratones inoculados por via i.p. se observoé la formacion de implantes tumorales en
la cavidad peritoneal, asi como la produccion de ascitis hemorragica. La capacidad
de estas células para formar tumores en animales con un sistema inmune intacto
proporciona un modelo en el cual las interacciones en el establecimiento, progresion
y tratamiento del CaOv pueden investigarse de una mejor manera (56).

Una de las lineas clonales que mayor carga tumoral presenté en el estudio anterior
fue la linea celular ID8. La inoculacion ortotopica de células ID8 en la corteza ovarica
de ratones C57BL/6 mediante escisidbn quirdrgica, mostré un crecimiento
significativo del tumor después de las 8 semanas de inoculacion y un aumento de
16 veces mas el peso y 7 veces mas el volumen del tumor a las 12 semanas
postinoculacion. Asimismo, se observo que los ratones generaron metastasis en la
cavidad peritoneal e implantes tumorales en peritoneo, estbmago, higado, bazo,

intestino y el ovario inoculado (57) (Figura 8).
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Figura 8. Formacion de ascitis en ratones C57BL/6 inmunocompetentes con
inoculacién ortotopica de células ID8 parentales.

A) Imagen representativa de un raton inmunocompetente C57BL/6 inyectado
ortotopicamente con células ID8 mostrando formacion de ascitis (animal de la
izquierda) y de un ratén control inyectado con PBS (animal de la derecha). By C)
Cambios en funcion del tiempo del peso corporal y la circunferencia abdominal de
ratones con tumor y control. D) Muestras de ascitis obtenidas de ratones tras 12 y
14 semanas de crecimiento tumoral. E) Cuantificacion y localizacion de lesiones
metastasicas en higado y epiplon tras 12 semanas postinoculacién. Tomado de
Cho, et al, 2013 (57).

A pesar de lo atil que ha resultado el modelo murino de CaOv utilizando células ID8
para el estudio del sistema inmunoldgico durante la progresion de la enfermedad,
las células ID8 de este modelo no tienen las mutaciones caracteristicas del subtipo
histol6gico seroso de alto grado, el cual es el mads comun en las pacientes con
CaOw.

Con el fin de mejorar este modelo, una de las primeras modificaciones que se
hicieron a las células ID8 fue la expresion estable de la B-defensina 29 (Defb29) y

Vegf-A, lo que dio lugar a las células ID8-Defb29/Vegf-A. Defb29 es un péptido

28



antimicrobiano que pertenece a la familia de las p-defensinas, el cual al
sobreexpresarse en células ID8 tumorales conduce al reclutamiento de precursores
de células dendriticas (DCs, por sus siglas en inglés) protumorales, que contribuyen
con el proceso de vasculogénesis dentro del microambiente tumoral. Estos
precursores de DCs en presencia del factor angiogénico Vegf-A, promueven la
formacion de vasos sanguineos, favoreciendo asi el crecimiento tumoral y
convirtiéendose en un modelo con un fenotipo mas agresivo y con sobrevivencia
reducida (7 semanas) en comparacion con el modelo de células ID8 parentales (12-
14 semanas) (58) (Figura 9).
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Figura 9. Seguimiento del desarrollo tumoral del modelo murino de células ID8-
Defb29 Vegf-Luc mediante 2D y 3D IVIS.

Desarrollo de CaOv en 7 semanas. Tomado de Chambers, et al, 2020 (59).
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JUSTIFICACION

La IL-17 es una citocina proinflamatoria que se expresa de forma ubicua en diversos
tejidos y células normales, incluso en células tumorales.

Se ha demostrado que IL-17 podria desempefiar un papel oncogénico al inhibir la
apoptosis de células tumorales, alterar las respuestas antitumorales, promover la
angiogénesis, la metastasis y la invasion en distintos tipos de cancer.

En pacientes con CaOv la expresion de IL-17 en tejido tumoral se ha asociado con
una mayor angiogénesis; y en los modelos murinos se ha demostrado que la IL-17
también tiene un papel protumoral, debido a que promueve el reclutamiento de
macrofagos que inducen angiogénesis. Sin embargo, poco se conoce del papel de
la IL-17 directamente sobre las células tumorales. Por lo anterior, es relevante
analizar el papel de IL-17A/IL-17RA en las células ID8 en el desarrollo tumoral en

un modelo murino de CaOwv.
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HIPOTESIS

El eje IL-17A/IL-17RA promueve el desarrollo tumoral en un modelo murino de

CaOv, mediante un efecto directo sobre las células tumorales.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la participacion de IL-17A/IL-17RA en el desarrollo tumoral en un modelo
murino de cancer de ovario, centrandose en el efecto directo sobre las células

tumorales.

Objetivos especificos

e Analizar la expresion de IL-17RA en células ID8 y células recuperadas de LA.
e Estudiar los efectos de la estimulacion con IL-17 en células 1D8.
e Generar células ID8 modificadas en IL17RA y analizar el crecimiento tumoral

in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

La linea celular ID8, se obtuvo de MERCK Millipore-SIGMA (SCC145) y las células
ID8-Defb29 Vegf-Luc, denominadas méas adelante como ID8dv-Luc, fueron una
amable donacion del Dr. T.C. Wu (School of Medicine, Johns Hopkins University,
Baltimore, MD, USA) y al Dr. Fidel P. Zavala (W. Harry Feinstone Department of
Molecular Microbiology and Immunology, Bloomberg School of Public Health, Johns
Hopkins University, Baltimore, MD, USA) a través de “Johns Hopkins University
Technology Ventures”. Estas células se mantuvieron en DMEM con alto contenido
en glucosa (Sigma, D6429) suplementado con 4% de SFB inactivado por calor y
con 5 ug/mL de insulina, 5 ug/mL de transferrina y 5 ng/mL de selenito sédico (1X
ITS; Sigma, 13146) a 37 °C en un incubador humidificado con 5% de COx.

Ratones

Ratones C57BL/6J hembras de 6-8 semanas de edad (The Jackson Laboratory), se
criaron y se mantuvieron en condiciones libres de patégenos, con comida y agua ad
libitum en las instalaciones del CINVESTAV-UPEAL (Unidad de Producciéon y
Experimentaciéon de Animales de Laboratorio) bajo el protocolo No. 0288-19
(CDMX, México).

Asimismo, se mantuvieron ratones en las instalaciones del bioterio de Bloomberg
School of Public Health, Johns Hopkins University, Baltimore, Maryland, USA para
experimentos de desarrollo tumoral monitoreados mediante imagenologia por
bioluminiscencia. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la guia
ARRIVE (Animal Research: Reporting of in vivo experiment), el cual fue aprobado

por el Comité de Uso y Cuidado de Animales del Cinvestav.

Western blot

Las células se cultivaron en diferentes condiciones hasta su confluencia. Primero,

se lavaron con PBS 1X frio y se lisaron directamente con un scraper en la caja de
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cultivo con buffer de lisis RIPA (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5%
deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 4 mM EDTA mas un cocktail de inhibidores de
proteasas (cOmplete Mini, Roche) e incubadas durante 30 min en hielo. Después,
el lisado celular se centrifugd a 14,000 rpm por 10 min a 4 °C, se obtuvo el
sobrenadante y se realizé una cuantificacion de proteinas empleando un protocolo
de Lowry modificado (500-0114, BioRad). Los extractos de proteina total (30 pg) se
resolvieron en geles de poliacrilamida al 10% y enseguida las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa por toda la noche a 25 volts. La
transferencia de proteinas se confirmé por tinciébn con rojo de Ponceau. Las
membranas se bloquearon con leche desnatada al 5% en amortiguador Tris-HCI
con Tween 20® (TBS-T al 0.1%) por 1 h a temperatura ambiente (TA), lavadas 3X
con TBS-T durante 15 min cada uno e incubadas con los siguientes anticuerpos
primarios durante toda la noche a 4 °C: IL-17RA (dilucién 1/1000, conejo policlonal,
ProSci, 7419) y p-ERK (dilucién 1/2000, raton monoclonal, E-4, Santa Cruz
Biotechnology, sc-7383). Como control de carga, se normalizaron los niveles de
proteina detectados con la incubacion de los siguientes anticuerpos p-actina
(dilucion 1/1000, raton monoclonal, C4, Santa Cruz Biotechnology, sc-47778) y ERK
1 (dilucién 1/2000, conejo policlonal, K-23, Santa Cruz Biotechnology, sc-94).
Después, se incubaron con los respectivos anticuerpos secundarios diluciéon
1/10,000 durante 1 h a TA: cabra anti-conejo HRP (IgG) (Jackson ImmunoResearch,
111-035-003) y cabra anti-raton HRP (IgG) (Jackson ImmunoResearch, 115-035-
003). Finalmente, las membranas se lavaron y revelaron con Super Signal West
Femto (Thermo Fisher Scientific, 34094) para su visualizacién usando el sistema de
imagen Newton 7.0 (Vilber, Francia). El andlisis densitométrico se realiz6 usando el

software ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, MD.) version 1.52.

Citometria de flujo

Las células ID8 se cultivaron bajo diferentes condiciones vy tripsinizadas para la
obtencion de una suspension celular. Para la tincion extracelular, las células se
fijaron con 4% de paraformaldehido durante 5 min a TA, lavadas con PBS 1X,

bloqueadas con bloqueador de receptores Fc de ratén (anticuerpo CD16/32,
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BioLegend, 101330) durante 30 min a TA y teflidas con anticuerpo primario IL-17RA
(dilucién 1/200, conejo policlonal, ProSci, 7419) durante toda la noche a 4 °C.
Después, las células se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario cabra
anti-conejo FITC o burro anti-conejo Alexa Fluor 647 durante 1 h a TA.

Para la tincion intracelular, las células fueron lavadas, fijadas y permeabilizadas con
reactivo de lavado y permeabilizacién basado en saponina (Invitrogen, C10632)
durante 15 min a TA, lavadas 2 veces y tefiidas con los anticuerpos primarios IL-
17RA y WT-1 (dilucion 1/200, raton monoclonal conjugado con PE, Novus
biologicals, NBP2-47931PE) durante toda la noche a 4 °C. Después, las células se
lavaron y se incubaron con cabra anti-conejo FITC durante 1 h a TA. La adquisicion
de las células se realizd en un citometro de flujo BD Fortessa LSR-Il. Los datos se

analizaron usando el software FlowJo (BD Biosciences) version 10.6.

Ensayo de proliferacion CFSE

Las células fueron cultivadas y marcadas usando un kit de proliferacion celular
CellTrace™ (CFSE, Thermo Fisher Scientific, C34554), el cual atraviesa la
membrana celular y se une covalentemente a las aminas libres en el interior de la
célula diluyéndose a traves de las generaciones de células proliferantes, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Las células fueron lavadas con PBS 1X estéril,
tripsinizadas y resuspendidas a una densidad de 1 x 108 células/mL en una solucién
de trabajo de tincion (5 uM en PBS) durante 20 min a 37 °C. Después, para detener
la tincién se agregaron 5 volumenes de medio de cultivo, y después las células
fueron contadas con una camara de Neubauer y se cultivaron en cantidades iguales
en una placa de 24 pozos. Al dia siguiente, las células fueron mantenidas en ayuno
(medio de cultivo sin SFB/ITS) durante 4 h y después estimuladas con 10, 50 y 100
ng/mL de citocinas IL-17 recombinantes murinas: IL-17A (BioLegend, 576004), IL-
17F (Novus biologicals, NBP2-76309-5ug) e IL-17A/F (Novus biologicals, NBP2-
76246-5ug) durante 24 h a 37 °C. Las células marcadas con CFSE no estimuladas
fueron usadas como control (no proliferantes). Finalmente, las células fueron

tripsinizadas, fijadas con 4% paraformaldehido y adquiridas usando un citdmetro de
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flujo Attune Next (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA.). Los datos se analizaron

usando el software FlowJo (BD Biosciences) version 10.6.

Ensayo de quimiorresistencia

Para determinar el efecto de la IL-17 sobre las células ID8 en la quimiorresistencia
a carboplatino, las células fueron cultivadas en placa de 48 pozos a una densidad
de 1.5 x 10* y fueron tratadas solo con carboplatino (1 mg/mL, Sigma, C2538) o en
combinacion con las proteinas recombinantes murinas IL-17A, IL-17F, IL-17A/F (10
ng/mL) durante 24 h a 37 °C. Después, las células se tifieron con Annexina V- PE
(ficoeritrina) (BD Pharmingen™ PE Annexin V, 51-65875X) y LIVE/DEAD™ Fixable
Scarlet (723) viability (dilucion 1/1000, Invitrogen, L34987) para monitorear la
apoptosis celular en cada condicién de la siguiente manera: las células fueron
lavadas, tripsinizadas, resuspendidas en medio de cultivo completo, incubadas
durante 20 min a 37 °C, lavadas con PBS 1X y resuspendidas en solucién de tincion
con 5 uL de Annexin V-PE y 0.1 uL de Scarlet (diluidos en 100 puL de buffer de unién
de Annexina) durante 15 min a TA. Finalmente, las células fueron lavadas y
resuspendidas en buffer de unién para su adquisicion en el citbmetro de flujo Attune
Next (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA.). Los datos se analizaron usando el

software FlowJo (BD Biosciences) version 10.6.

Ensayo de migracion celular en camaras Transwell

Las células ID8 fueron cultivadas a una densidad de 5 x 10* en una placa de 48
pozos. Al siguiente dia, las células fueron mantenidas en ayuno (medio de cultivo
sin SFB/ITS) durante 4 h y tratadas con 10 ng/mL de citocinas recombinantes
murinas IL-17A, IL-17F, IL-17A/F durante 24 h a 37 °C. Se utiliz6 mitomicina C (10
ug/mL, Sigma, M4287) para inhibir la proliferacion celular incubando a las células 2
h antes de que terminara el tiempo de estimulacion. Posteriormente, las células
fueron tripsinizadas, se contaron y se cultivaron a una densidad de 5 x 10* células
(diluidas en 200 pL de medio libre de SFB/ITS) en la cAmara superior de soportes

transwell de membranas de policarbonato con poro 8.0 um en placa de 24 pozos
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(Corning, 3422). En la camara inferior se agregé medio de cultivo completo y en el
caso de la condicién “control negativo” se agregé medio de cultivo sin SFB/ITS y se
dejaron durante 14 h de migracion a 37 °C. Después, las células que migraron a
través de la membrana fueron fijadas con 4% de paraformaldehido y las que no
migraron fueron removidas de la superficie superior de la membrana por raspado
con hisopo. Después, las membranas fueron tefiidas con 0.5% de cristal violeta y/o
DAPI, y las células fueron visualizadas con un microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse Ti-E. Para el analisis de las imagenes se capturaron 4 campos de vision a
un objetivo 10x de cada membrana, se contaron las células usando el software Fiji
(National Institutes of Health, Bethesda, MD., version 2.3.0) y se obtuvo el promedio

de los 4 campos analizados.

Generacion de células ID8-Defb29 Vegf-Luc modificadas en IL-17RA
mediante CRISPR-Cas9

El disefio del RNA guia (sgRNA) fue realizado usando la herramienta digital
http://crispr.dbcls.jp/ y se escogié una de las opciones de RNA guias obtenidas en
el software con solo una coincidencia en la busqueda 20mer+PAM y 12-mer+PAM,
siendo una secuencia blanco altamente especifica. Se disefi6 un RNA guia contra
el exdn 13 del gen de raton IL17RA (5"-CGAGGGCTGCACACCCTCTG-3") y un par
de oligonucleétidos agregando el sitio de restriccion de Bbsl (Forward: 5'-
CACCCGAGGGCTGCACACCCTCTG-3, Reverse:5’-
AAACCAGAGGGTGTGCAGCCCTCG-3’). Los oligonucleotidos sentido y anti-
sentido fueron hibridados y clonados en el sitio de Bbsl en el plasmido
pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (donado por Feng Zhang, Addgene, 62988),
el cual esta dirigido por el promotor U6 y codifica la endonucleasa Cas9 necesaria
para el funcionamiento del sgRNA, utilizando el protocolo descrito por Ran et al,
2013 (60). ElI DNA plasmidico se uso para transformar bacterias y se realizo PCR
colony para verificar la correcta ligacion del inserto mediante amplificacion por PCR
y secuenciacion a partir del promotor U6 utilizando el oligonucle6tido U6-Fwd (5°-
GAGGGCCTATTTCCCATGATT-3") y el oligonucleétido sgRNA-Rev. El constructo
de DNA plasmidico CRISPR/Cas9-sgRNA se purifico mediante el kit QlAprep SPIN
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Miniprep (Qiagen). Las células ID8-Defb29 Vegf-Luc fueron transfectadas con 2 ug
de DNA plasmidico en 100 uL de solucion de Nucleofector (Amaxa® Cell Line
Nucleofector Kit V), en una cubeta certificada usando un dispositivo Amaxa
Nucleofector (Lonza). Tras 8 h de transfeccion, el medio se cambié a medio
completo y después de 48 h las células se cultivaron selectivamente por su
resistencia a puromicina, utilizando 3 pug/mL de puromicina (MP Biomedicals™,
0219453910).

Inmunofluorescencia

Para confirmar los cambios en la expresion a nivel de proteina de IL-17RA en la
linea celular generada anteriormente, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia. Células ID8dv-Luc WT y células ID8dv-Luc modificadas en
IL17RA (ID8dv-Luc-AlL-17RA) fueron cultivadas en cubreobjetos hasta que
alcanzaron confluencia. Las células se fijaron con 4% de paraformaldehido durante
10 min a TA, se permeabilizaron con 0.2% de Triton X-100 en PBS 1X durante 10
min y se bloquearon con 10% de SFB durante 1 h. Se realizaron 3 lavados con PBS
1X entre cada paso. Después, las células fueron incubadas durante toda la noche
a 4 °C con el anticuerpo primario anti-IL-17RA (dilucién 1/100, conejo policlonal,
ProSci, 7419), lavadas e incubadas con el anticuerpo secundario burro anti-conejo
IgG acoplado con Alexa Fluor® 647 (dilucién 1/100, BioLegend, 406414). Posterior
a la tincion, se lavaron las células y se montaron en portaobjetos con ProlongGold
con DAPI. Finalmente, las laminillas se visualizaron en un microscopio de
epifluorescencia Zeiss Axiolmager M2 tomando 3 campos diferentes por muestra y
las imagenes se analizaron con el software Fiji (NIH), version 2.3.0 obteniendo los

pixeles de fluorescencia por célula.

Modelo tumoral intraperitoneal singénico y monitoreo del crecimiento tumoral
mediante bioluminiscencia por imagenologia

Ratones C57BL/6 hembra de 6-8 semanas de edad fueron inoculadas via

intraperitoneal con 5 x 108 células ID8dv-Luc-WT (n=6) o células ID8dv-Luc-AlL-
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17RA (n=8). Los animales fueron monitoreados una vez por semana por
imagenologia y se tomaron mediciones fisicas como son el peso corporal (g) y el
diametro abdominal sagital (mm). Asimismo, todos los animales se mantuvieron
hasta su punto final humanitario, basado en que alcanzaran mas de 30 g de peso,
letargia o dificultad para moverse, para la obtencion del tiempo de sobrevivencia
global. Para la imagenologia realizada semanalmente, los animales fueron
inyectados via intraperitoneal con 100 upL de D-Luciferina (30 mg/mL,
PerkinElmer,122799), anestesiados con isoflurano inhalado y la bioluminiscencia se
observé usando el equipo IVIS® Spectrum In Vivo Imaging System (PerkinElmer).
Todas las imagenes de bioluminiscencia se cuantificaron durante 5 min, con un
tiempo de exposicién de 30 seg, a intervalos de 1 minuto. Los datos se analizaron
usando la emisién de flujo total de fotones (Photons/sec, que indica la intensidad de
la sefal emitida por la luciferasa) en las regiones de interés cubriendo todo el

abdomen del animal.

Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media + desviacion estandar. La normalidad de
los datos se analiz6 mediante las pruebas de SaphiroWilk o Kolmogorov test. La
prueba estadistica especifica, los valores de p y el numero de muestras o células
(n) analizados se mencionan en la leyenda de cada figura. Todos los analisis
estadisticos y generacion de los graficos se realizaron con el programa GraphPad
Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA.).
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RESULTADOS

Las células murinas ID8 de CaOv expresan IL-17RA y son sensibles a la
estimulacion con IL-17A recombinante, activando a ERK1/2.

Inicialmente, se analizé la expresion de los MRNA de los 5 miembros de la familia
de receptores de IL-17 en células ID8 basado en datos de RNA-seq obtenidos por
Cai et al, 2018 (61). Encontramos que la mayoria de los diferentes miembros de
receptores descritos se expresan en las células ID8, aunque en diferentes
proporciones (Figura 10); el de mayor expresion fue IL-17RD, seguido de RA, RCy

RE; mientras que el transcrito de RB no se encontré (Figura 10).
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Figura 10. Expresion relativa de mRNA de los genes IL-17RA, RB, RC, RD y RE
en células ID8.

Cada punto representa el promedio de dos réplicas. Grafica generada con datos
obtenidos de RNA-seq por Cai et al, 2018 (61).

Debido a que el IL-17RA es el principal miembro de receptores que forma complejos
heterodiméricos con los diferentes miembros expresados en las células (38),
analizamos la expresion de IL-17RA a nivel de proteina mediante Western blot (WB)
en las células ID8 (Figura 11). Encontramos que las células ID8 expresan una banda
a 135 kDa correspondiente al peso molecular esperado del receptor IL-17RA. Se
utilizo actina como control de carga (Figura 11A).

Esta descrito que el IL-17RA se localiza en la membrana plasmatica, pero se

preensambla en vesiculas y se moviliza hacia ella para formar los complejos de
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receptores (62); por ello, analizamos su expresion en la superficie (células no
permeabilizadas) y la expresion total (células permeabilizadas) en células 1D8
mediante citometria de flujo para determinar si el receptor también se encontraba
intracelularmente. El histograma representativo del analisis de expresion del IL-
17RA a nivel total y membranal mediante citometria de flujo muestra una proporcién
similar de expresion del IL-17RA en células ID8 (Figura 11B). El andlisis de la
intensidad media de fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés) de la expresién
total y membranal del IL-17RA confirma que no hay diferencias estadisticamente

significativas entre ambos sitios (Figura 11C).
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Figura 11. Expresion a nivel de proteina de IL-17RA en células 1D8.

A) Imagen representativa de la expresion de IL-17RA mediante Western blot (peso
molecular esperado de 135 kDa). B) Histograma representativo de la expresion total
y membranal del IL-17RA en células ID8 mediante citometria de flujo. C) Intensidad
media de fluorescencia (MFI) del IL-17RA total y membranal. Datos de citometria
de flujo de 3 experimentos independientes. Se analizé por prueba t-student.

Para determinar si la expresion del IL-17RA se mantenia en las células a lo largo
del desarrollo tumoral in vivo, analizamos mediante microscopia confocal la

expresion del IL-17RA en células obtenidas de liquido ascitico a las 14 semanas
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postinoculacion de ratones C57BL/6 inoculados con células ID8 via i.p. (CaOv) y en
células obtenidas de lavado peritoneal de ratones control inoculados con PBS
(Control) que se cultivaron sobre cubreobjetos para descartar células por
adherencia (Figura 12). Se encontro que las células adherentes provenientes de los
ratones con CaOv expresan al IL-17RA y ademas su expresion es mayor en
comparacion con la de las células adherentes provenientes de los ratones control
(Figura 12A). Debido a que las células tumorales y otras células encontradas en el
LA como son fibroblastos, macrofagos o células mesoteliales tienen un fenotipo
adherente, se determiné mediante citometria de flujo la expresion de IL-17RA
especificamente en células tumorales ID8 con una doble tincion usando IL-17RA y
WT1 (factor transcripcional expresado en células tumorales 1D8) (63). Encontramos
gue aproximadamente 83% de células ID8 WT1+ expresan IL-17RA (Figura 12B),

indicando que la expresion de IL-17RA se mantiene durante el desarrollo tumoral.
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Figura 12. Expresién de IL-7RA en células derivadas de ascitis.
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A) Imagen representativa de microscopia confocal de la expresion de IL-17RA de
células obtenidas de lavado peritoneal de ratones inoculados con PBS (Control) y
células de liquido ascitico de ratones inoculados con células ID8 (CaOv) a las 14
semanas post inoculacion. B) Histograma representativo de la expresion de IL-17RA
en células WT1+ recuperadas de ascitis de ratones con CaOv. Los datos
representan tres experimentos independientes.

Por otro lado, para determinar si el receptor IL-17RA expresado en las células ID8
era sensible a la estimulacion con IL-17A, uno de sus ligandos conocidos, , se

analizé la activacion (fosforilaciéon) de la proteina ERK de la via MAPKs, la cual ya
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se ha descrito que es una via de sefalizacion que se activa (Figura 13) (64). Las
células ID8 se estimularon con 10 ng/ml de la IL-17A recombinante murina durante
5, 10 y 30 min y se analizé la expresion de la proteina fosforilada ERK1/2 en el
residuo Tyr 204; como control de carga se analizo la proteina ERK1/2 total mediante
WB, observando ambas proteinas en el peso molecular esperado de 42/44 kDa
(Figura 13A). El andlisis densitométrico de la expresion de p-ERK1/2 normalizada
con respecto a ERK total, mostr6 que las células ID8 estimuladas con IL-17A
presentan una mayor activacion de ERK a los 5 min post-estimulacion y esta
diferencia es estadisticamente significativa. La activacion de ERK mostré una
disminucion a los 10 min y regreso a su estado basal a los 30 min (Figura 13B).
Ademas, para analizar si esta activacion era dependiente de la concentracion
utilizada de IL-17A, las células ID8 se estimularon con 10, 50 y 100 ng/ml de IL-17A
durante 5, 10 y 30 min. Los resultados obtenidos muestran que la activacion de
ERKZ1/2 no es dependiente de la concentracién de IL-17A utilizada (Figura 13C). Lo
anterior sugiere que las células ID8 de CaOv expresan el receptor IL-17RA, el cual
responde de manera sensible a la estimulacion con IL-17A, y a su vez activa a
ERK1/2.
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Figura 13. Activacion de ERK1/2 en respuesta a IL-17A en células ID8.

A) Imagen representativa de la expresion de p-ERK1/2 y ERK1/2 analizada por
Western blot de células ID8 estimuladas con 10 ng/mL de la IL-17A recombinante
murina durante 5, 10 y 30 min (42/44 kDa). B) Analisis densitométrico para cada
condicion, normalizado con respecto al control de ERK1/2 total. C) Andlisis
densitométrico de la activacion de ERK en células ID8 estimuladas con 10, 50 y 100
ng/ml de IL-17A durante 5, 10 y 30 min. Los datos representan tres experimentos
independientes. La significancia estadistica se determiné mediante la prueba one-
way ANOVA. P value= *<0.05, **<0.005.

IL-17 no tiene efecto sobre la proliferacién de las células ID8

Esta descrito que en células de cancer de mama la IL-17A induce una mayor
proliferacion (45), debido a ello, aqui analizamos el papel del IL-17RA en la
proliferacion de las células ID8 estimuladas con sus ligandos conocidos en forma
homodimérica o heterodimérica IL-17A, IL-17F e IL-17A/F, mediante el ensayo de
proliferacion por dilucion del marcador CFSE. Las células ID8 previamente
marcadas con CFSE, se estimularon con 10, 50 y 100 ng/mL de las citocinas IL-
17A, Fy A/F recombinantes durante 24 h y se analizo la dilucion del marcador CFSE

mediante citometria de flujo (Figura 14). En histogramas representativos
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encontramos que después de 24 h de estimulacion, la mayoria de las células ID8
sufrieron al menos un ciclo de proliferacion con las diferentes citocinas y a las
diferentes concentraciones utilizadas. Células marcadas con CFSE en medio de
cultivo completo se usaron como control (Ctrl) y células marcadas no estimuladas
se usaron como control negativo de proliferacion (No proliferacion) (Figura 14A). Al
analizar las proporciones de células en proliferacion, observamos que solo una
pequefia parte de las células estimuladas con 10 ng/mL de IL-17A alcanzaron un
segundo ciclo de proliferacion. Sin embargo, cuando se analizaron las proporciones
de células en los diferentes ciclos de proliferacion (ciclo 0, 1y 2), las diferencias no
fueron estadisticamente significativas (Figura 14B), indicando asi que las IL-17A, F

y A/F no inducen cambios en la proliferacion de células ID8.
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Figura 14. Efecto de IL-17A, F y A/F sobre la proliferacion de células 1D8.

A) Histogramas representativos del ensayo de proliferacion por dilucion del
marcador CFSE en células ID8 estimuladas con 10, 50 y 100 ng/mL de citocinas IL-
17A, F o A/F recombinantes durante 24 h. Células estimuladas en medio se usaron
como control (Ctrl). Células marcadas no estimuladas se usaron como control de no
proliferacion (No proliferacion). B) Porcentaje de proliferacion celular a 0 (barra
azul), 1 (barra verde) y 2 (barra rosa) ciclos proliferativos por la dilucion de CFSE.
Los datos representan 3 experimentos independientes. La significancia estadistica
se determino mediante la prueba one-way ANOVA.
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IL-17 promueve una mayor susceptibilidad a carboplatino en células ID8

Se sabe que la IL-17 induce una mayor quimiorresistencia a docetaxel en células
de cancer de mama (45), por lo que analizamos cual es el efecto de la IL-17 en la
quimiorresistencia de las células ID8 a carboplatino. Las células ID8 estimuladas
con 10 ng/mL de IL-17A, F y A/F solas o en co-estimulacion con 1 mg/mL de
carboplatino durante 24 h fueron analizadas por ensayo de apoptosis con la tincion
de Annexin-V y el marcador de viabilidad LIVE/DEAD™ Fixable Scarlet (723)
mediante citometria de flujo (Figura 15A). Encontramos que la coestimulacion de
células ID8 con IL-17A mas carboplatino induce un incremento estadisticamente
significativo en la proporcién de células en apoptosis tardia (Annexin V*, Scarlet*)
comparada con la condicion de medio. No se encontraron cambios significativos en
apoptosis temprana o necrosis (Figura 15B). Estos resultados sugieren que IL-17A

induce una mayor susceptibilidad a la muerte por carboplatino en células 1D8.
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Figura 15. Efecto de IL-17A, F y A/F sobre la quimiorresistencia a carboplatino de

células ID8.

A) Analisis representativo de la estrategia de seleccion de células ID8 estimuladas
con 10 ng/mL de IL-17A, F o A/F recombinantes o en combinacion con 1 mg/mL de
carboplatino durante 24 h. Las células se analizaron por citometria de flujo posterior
a la tincibn con Annexin V/Scarlet viability. B) Graficos del porcentaje de células
vivas (Annexin V-, Scarlet-), en apoptosis temprana (Annexin V+, Scarlet-), en
apoptosis tardia (Annexin V+, Scarlet+) y necrosis (Annexin V-, Scarlet+) analizadas
usando el software FlowJo. Los datos representan 3 experimentos independientes.
La significancia estadistica se determin6 mediante la prueba de comparaciones

multiples de Tukey.

LaIL-17 reduce la migracién de células ID8

Debido a que IL-17 ha sido relacionada a una mayor migracion en diferentes tipos
de cancer (45,65—-67), analizamos el efecto directo de la IL-17 en la migracion in
vitro de las células ID8 de CaOv mediante ensayos de migracion en camaras
transwell de células ID8 previamente estimuladas con 10 ng/mL de IL-17A, Fy A/F,

posteriormente se colocaron en la camara superior del transwell y se les permitié
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migrar durante 14 h hacia el medio completo colocado en la cdmara inferior. Como
control positivo de migracion se utilizaron células no estimuladas que migraron hacia
el medio completo (Ctrl) y como control negativo de migracion se ocup6 medio solo
sin SFB/ITS (Neg) (Figura 16A). Las células que migraron a través de los filtros
transwell se tifieron con DAPI para contarlas mediante microscopia por
epifluorescencia; el promedio del conteo de 4 campos visuales a un objetivo 10x se
muestra en la Figura 16B. Encontramos que la pre-estimulacion con 10 ng/mL de
las citocinas IL-17A, F y A/F durante 24 h antes del proceso de migracion hacia el
medio completo, provocd una disminucién en el nimero de células que pasaron a
través de la membrana, siendo esta disminucion estadisticamente significativa
cuando se compara con la condicion control (Figura 16C). El andlisis del porcentaje
de migracion celular muestra una disminucién con respecto al control de 45, 56 y
32% cuando se estimulan con IL-17A, F y A/F, respectivamente (Figura 16D). Estos
resultados sugieren que la IL-17 tiene un efecto negativo en la migracion celular de

las células ID8 in vitro.
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Figura 16. Efecto de las citocinas IL-17A, F y A/F sobre la migracion de células
ID8.

47



A) Configuracion de camaras transwell del ensayo de migracion de células ID8 pre-
estimuladas con 10 ng/mL de IL-17A, F o A/F durante 24 h. Medio completo (Med
Comp) se usO en la camara inferior como control positivo de migracion y se uso
medio solo (Med) como un control negativo. B) Imagenes representativas de
epifluorescencia de células que migraron durante 14 h a través del transwell (tincién
con DAPI, objetivo 10x). C) Numero y D) porcentaje de células que migraron
observados en las imagenes de epifluorescencia de los filtros transwell (promedio
del conteo de células de 4 campos por muestra). Los datos representan 4
experimentos independientes. La significancia estadistica se determind mediante la
prueba one-way ANOVA. P value=* <0.05, ** <0.005, *** <0.0005.

El IL-17RA serequiere para el desarrollo tumoral y la produccién de ascitis en
el modelo murino de células ID8dv-Luc

Los resultados in vitro mostraron un efecto antitumoral de la IL-17 en el
comportamiento de las células ID8 cuando son tratadas con los ligandos del
receptor IL-17RA, contrario a lo que se ha demostrado para otros tipos de cancer
(45,68-72). Para profundizar en el estudio del efecto del eje IL-17/IL-17RA sobre
las células ID8, se decidi6 realizar una modificacion genética de ILL7RA mediante
CRISPR-Cas9 en el modelo de células ID8-Defb29 Vegf-Luc (ID8dv-Luc). Estas
células generan un tumor mas agresivo, creando un ambiente inmunosupresor, de
tal forma que la enfermedad se completa a las 6 semanas postinoculacion. Este
desarrollo del tumor se puede seguir por imagenologia detectando Ila
bioluminiscencia de la luciferina por accion de la luciferasa que expresan.

Para la modificacion, se realiz6 el disefio de un RNA guia (sgRNA) dirigido contra
el exdn 13 del transcrito del IL-17RA (Figura 17A) y su posterior clonacion en el
plasmido de coexpresion con SpCas9 [pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0]
(Figura 17B), confirmandolo mediante PCR y secuenciacion del DNA plasmidico
(Figura 17C). El constructo sgRNA-Cas9 se transfecté en células ID8dv-Luc y las
células alteradas se seleccionaron por su resistencia a puromicina (cassete de

resistencia que contiene el plasmido PX459).
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Figura 17. Disefio y clonacion de sgRNA contra el gen IL17RA de raton.

A) Para el disefio del sgRNA se utilizé la herramienta http://crispr.dbcls.jp/ para
facilitar la obtencion de la secuencia blanco, la cual resulté altamente especifica
contra el exon 13 del mMRNA de IL17RA con una secuencia PAM (motivo adyacente
protoespaciador) reconocida por Cas9 de S. pyogenes. B) Disefio de
oligonucledtidos forward y reverse del sgRNA agregando sitios de restriccion de
Bbsl para su clonacion en el plasmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 de
expresion de Cas9 (pSpCas9) y la expresion del sgRNA bajo el promotor U6. C)
Verificacion de la clonacién correcta del sgRNA en el pldsmido mediante PCR y
Secuenciacion Sanger, usando el U6-Forward y el sgRNA-Reverse, amplificando
un segmento del DNA plasmidico de 273 pb. El constructo sgRNA-Cas9 se purificd
y se obtuvo el DNA plasmidico para transfectar células ID8dv-Luc generando la
linea celular ID8dv-Luc-IL17RA modificada (AIL-17RA).

La presencia de IL-17RA en la linea celular modificada generada ID8dv-Luc-IL17RA
(AIL-17RA) se analiz6 mediante microscopia de epifluorescencia, encontrando que
la modificacion mediante CRISPR-Cas9 caus6 una reduccidén en su expresion en
comparacion con las células WT (Figura 18A). Al realizar un conteo de intensidad
de pixeles por célula, confirmamos que las células AIL-17RA expresan una menor
cantidad de moléculas del IL-17RA, cuya diferencia con las células WT result

estadisticamente significativa (Figura 18B).
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Figura 18. Expresion de IL-17RA en células ID8dv-Luc WT y modificadas en IL-
17RA (AIL-17RA).

A) Imagenes representativas de epifluorescencia de la expresion de IL-17RA en
células ID8dv-Luc WT y células modificadas en el IL-17RA (AIL-17RA). Tincién azul:
nucleos, Tincién roja: IL-17RA. B) Intensidad de pixeles de la expresion de IL-17RA.
Cada punto representa la intensidad de pixeles de una célula. WT n=24, AIL-17RA
n=31. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t-Student no pareada con
correccion de Welch. P value=**** <0.0001.

Para determinar la consecuencia de la disminucién en la expresion del receptor, se
analizé la activacion de ERK bajo la estimulacion con IL-17A mediante WB como
previamente se realiz0, usando células WT y células AlL-17RA. La fosforilacion de
ERK1/2 en las células ID8dv-Luc-AlL-17RA cambi6é con respecto a las células
ID8dv-Luc-WT bajo la estimulacion con la IL-17A recombinante durante 5, 10 y 30
min (Figura 19A). Al realizar el analisis densitométrico de la expresion de p-ERK
sobre la expresion de ERK total, se observé que las células AIL-17RA presentan
una tendencia a la disminucion en la fosforilacibn de ERK a los 5 min post-
estimulacion en comparacion con las células WT, mientras que a los 10 min se
muestra un ligero aumento sin ser estadisticamente significativo. A los 30 min post-
estimulacion las células AIL-17RA muestran un retraso en la disminucion de la
fosforilacion con respecto a las células WT, y la diferencia entre ambos tipos
celulares resulto estadisticamente significativa. (Figura 19B). Lo anterior indica que
la modificacion del gen IL17RA mediante CRISPR-Cas9 no resultd en una
eliminacion total del receptor, sino que provoco una disminucién en la expresion de
moléculas del receptor. Sin embargo, se observo un retraso en la activacion de ERK,

lo que sugiere una alteracién en el receptor.
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Figura 19. Activacion de ERK1/2 en células ID8dv-Luc WT y AIL-17RA
estimuladas con IL-17A.

A) Expresion de p-ERK y ERK de células ID8 estimuladas con 10 ng/mL de la
recombinante IL-17A durante 5, 10 y 30 min. B) Andlisis densitométrico de p-ERK
normalizado con respecto al control ERK total de células WT (barras azules) y
células AIL-17RA (barras rojas). Los datos representan tres experimentos
independientes. La significancia estadistica se determiné mediante la prueba t-
student no pareada con correccion de Welch. P value= *<0.05.

Para evaluar la disminucién en la expresion del IL-17RA, en la linea celular
modificada (AIL-17RA), en el desarrollo tumoral in vivo, se analizd el crecimiento
tumoral en ratones C57BL/6 inoculados con células ID8dv-Luc-WT o células ID8dv-
Luc-AlIL-17RA, mediante imagenologia por bioluminiscencia. Los ratones se
inocularon con 5 x 108 células via i.p. y se realizaron mediciones del peso corporal
y didametro abdominal desde la semana 1 post-inoculacion. A la semana uno post-
inoculacién no hubo diferencias entre ninguno de los parametros evaluados; sin
embargo, se observaron cambios a partir del dia 21 post-inoculacion. Los ratones

inoculados con células AIL-17RA mostraron una reduccion significativa en la tasa
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de crecimiento tumoral y en la acumulacion de ascitis en la cavidad abdominal
(Figura 20A). El andlisis de bioluminiscencia de la emision total de fotones por
segundo detectado por el sistema de imagen confirm6 la disminucion en el
desarrollo tumoral en comparacion con los animales inoculados con las células WT,
cuya diferencia resultd estadisticamente significativa a partir de los 21 dias post-

inoculacién (Figura 20B).
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Figura 20. Desarrollo tumoral in vivo de células ID8dv-Luc WT y AIL-17RA.

A) Imégenes representativas de VIS bioluminiscencia del desarrollo tumoral de
ratones C57BL/6 inoculados via i.p. con 5 x 108 células ID8dv-Luc WT y AIL-17RA.
B) Emision total de fotones por segundo a través del tiempo (dias post-inoculacion
de las células tumorales) durante el desarrollo tumoral en ratones inoculados con
células ID8dv-Luc WT (linea azul) y AIL-17RA (linea roja). WT n=6, AIL-17RA n=8.
La significancia estadistica se determind mediante la prueba de comparaciones
multiples t-student. P value=** <0.005, *** <0.0005, **** <0.0001.

Con respecto a la medicién del diametro abdominal sagital de los ratones, hubo una
disminucién de este parametro en los ratones inoculados con células AlL-17RA con
respecto a los ratones inoculados con las células ID8dv-Luc WT, diferencia
estadisticamente significativa a partir de los 35 dias post-inoculacion (Figura 21A).
Como ya se menciong, la linea celular AIL-17RA induce un proceso acelerado en el
desarrollo de tumores, por ello se evaluo el desarrollo del tumor y formacion de
ascitis en ambos grupos, el de los ratones inoculados con ID8dv-Luc WT y el de los
inoculados con AIL-17RA. Como era de esperarse, los ratones inoculados con
células ID8dv-Luc WT iniciaron la produccion de ascitis a la semana 4 post-

inoculacion, la cual fue completamente evidente a la semana 7. Por otro lado,
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haciendo las mismas mediciones en los ratones inoculados con células AIL-17RA,
se observo que en estos ratones hubo un retraso en la formacién y acumulacion de
ascitis. Se observd que el didmetro aumenta hasta alcanzar valores similares al
grupo WT hasta los 70 dias post-inoculacién (Figura 21A).

Debido a que los ratones se dejaron hasta su punto final humanitario, se realizé un
analisis de Kaplan-Meier de sobrevivencia global. Se encontré que los ratones
inoculados con células AIL-17RA tuvieron una sobrevivencia de 77%, en
comparacion con el grupo WT que presentd 39% (Figura 21B). Por lo tanto, estos
resultados indican que el receptor IL-17RA ejerce un efecto positivo en el desarrollo
del tumor y en la acumulacién de ascitis en el modelo murino ID8 de cancer de
ovario, ya que, al estar alterado este receptor, dichos procesos sufren un retraso

significativo.
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Figura 21. Medicion del diametro abdominal sagital y andlisis de sobrevivencia
Kaplan-Meier durante el desarrollo tumoral in vivo de células ID8dv-Luc WT y AIL-
17RA.

A) Evolucion del diametro abdominal sagital de ratones inoculados con células
ID8dv-Luc WT y AIL-17RA hasta su punto final de sobrevivencia. B) Andlisis de
sobrevivencia Kaplan-Meier de ratones inoculados con células ID8dv-Luc WT y AlL-
17RA. WT n=6, AIL-17RA n=8. ID8dv-Luc WT (linea azul) y AIL-17RA (linea roja).
La significancia estadistica se determin6 mediante la prueba de comparaciones
multiples t-Student y la prueba Mantel-Cox, respectivamente. P value= **** <0.0001.
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DISCUSION

La IL-17A es una citocina pleiotropica producida por diversos tipos de células y que
se ha asociado con diferentes tipos de cancer. Esta citocina se ha relacionado con
funciones protumorales en cancer colorrectal (73,74), hepatocelular (75), pulmonar
(76), pulmonar de células no pequefias (77), de préstata (78), de ovario (54) y de
mama (45); asi como con funciones antitumorales en cancer de células escamosas
de esofago (79,80), cancer colorrectal (44), cancer de ovario (52) y cancer gastrico
(81). Varios de los hallazgos hechos sobre el papel de IL-17A en cancer se han
obtenido a partir de modelos murinos deficientes en IL-17A (54,55,68,82), y dado
gue existen varias células que expresan el receptor IL-17RA y reconocen esta
citocina, los efectos atribuidos al papel pro o antitumoral de la citocina podrian ser
la suma de efectos directos e indirectos.

En este trabajo, analizamos el efecto directo de la IL-17 sobre las células tumorales
murinas ID8 de CaOv in vitro y confirmamos su papel en el desarrollo tumoral in vivo
mediante la modificacion del receptor IL-17RA. Demostramos que IL-17A en
concentraciones de 10, 50 y 100 ng/mL induce la fosforilacion de ERK1/2 a los 5
min después de la estimulacion, la cual disminuye gradualmente después de los 30
min, alcanzando la fosforilacion basal como se ha demostrado previamente (64,83).
Sin embargo, la fosforilacion de ERK no es dependiente de la concentracion de la
citocina IL-17A, tal como se ha demostrado anteriormente en otros tipos de células
(84). Esto no descarta la posibilidad de que otras vias de sefializacién, como NF-xB
y C/EBP, respondan de manera dependiente de la concentracién, aunque esto no
fue analizado en este estudio.

Para determinar el efecto directo de la estimulacién con IL-17 en células ID8,
analizamos la proliferacién celular, la apoptosis inducida por carboplatino y la
migracion celular, como se ha demostrado en otros tipos de células (45,48,85). Se
encontré que las citocinas recombinantes murinas IL-17A, F y A/F no tienen un
efecto en la proliferacion celular in vitro, como se ha demostrado en estudios previos
(48,86), pero esto es consistente con los resultados obtenidos en algunas células
de cancer de mama y cervical en donde no se observa un efecto sobre la

proliferacion celular (45,87).

54



Por otro lado, encontramos que la estimulacion con IL-17A aumenta la sensibilidad
de las células ID8 a carboplatino, induciendo apoptosis debido a un incremento en
la proporcion de células en apoptosis tardia. Esto contrasta con lo reportado
previamente en células de cancer de mama y cancer de ovario humano (45,88,89).
A nuestro conocimiento no se ha descrito que la IL-17 promueva la sensibilidad a la
muerte inducida por carboplatino en células tumorales. Del mismo modo, los
resultados de migracion in vitro indican que la estimulacion con IL-17A, F y A/F
provoca una reduccidon en la migracion celular, a diferencia de lo reportado
previamente en células de cancer de lengua, mama y nasofaringeo (45,48,90). Por
lo tanto, nuestros resultados sugieren que las citocinas IL-17A, F y A/F, en la
condicion in vitro, tienen un efecto antitumoral debido a una mayor sensibilidad a la
muerte por carboplatino y una disminucion en la migracion celular. A diferencia de
otros tipos de células de cancer de ovario, las células ID8 provienen de la superficie
ovarica de ratones C57BL/6, por lo que, en sentido estricto, no son comparables
con células de origen humano como las lineas celulares SKOV-3, OVCARS3, A2780,
en donde se ha demostrado el papel protumorogénico de IL-17 (55,66). Ademas,
recientemente se ha demostrado que IL-17F tiene la capacidad de sefializar a través
de un complejo homodimérico de receptor IL-17RC, lo que sugiere la posibilidad de
una via de sefializacion independiente del receptor IL-17RA (91). Es posible que la
formacion de complejos homodiméricos también ocurra en las células ID8, pero se
necesitarian estudios adicionales para confirmar esta hipotesis.

Para abordar especificamente el efecto directo de la IL-17 sobre el receptor IL-17RA
expresado en las células tumorales ID8 durante el desarrollo tumoral, se generaron
células modificadas en el gen IL17RA mediante CRISPR-Cas9 a partir de células
ID8-Defb29 Vegf-Luc. Se encontré que la modificacion del IL-17RA genera un
retraso en el crecimiento tumoral, acompafiado de una reduccion en la produccién
de ascitis. Esto resultd en un aumento en la sobrevivencia global de los ratones
inoculados con células ID8dv-Luc-AlL-17RA. Estos resultados son consistentes con
la funcion protumoral de los modelos murinos deficientes en IL-17A en CaOv

(54,89). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que la reduccion en el
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crecimiento tumoral se debe a un efecto directo en las células tumorales y no a
efectos indirectos causado por otros tipos de células inmunoldgicas.

A nuestro conocimiento, ésta, es la primera evidencia disponible que resalta que el
receptor IL-17RA desempeiia un papel protumoral directamente en las células
tumorales ID8. La reduccion en el crecimiento tumoral puede deberse a defectos en
la proliferacion; mientras que la reduccién en la produccion de ascitis podria deberse
a una disminucién de citocinas producidas por las células ID8 en respuesta a la IL-
17, como la IL-6 y la IL-8, las cuales contribuyen al reclutamiento de células
mieloides e inflamacion peritoneal, aunque esta hipdtesis no se abordd en este
trabajo.

La discrepancia de los resultados obtenidos in vivo (efecto protumoral) versus in
vitro (efecto antitumoral) podria deberse al microambiente tumoral presente en el
peritoneo en el modelo murino; especificamente, la presencia de TNF-a que tiene
un efecto sinérgico con IL-17 in vitro (92), lo que podria indicar que el efecto de IL-
17 por si solo no es suficiente para inducir efectos protumorales en las células ID8.
Por lo tanto, nuestro trabajo sugiere que el IL-17RA promueve la tumorogénesis en
un modelo murino de cancer de ovario y muestra un papel crucial del receptor en el
desarrollo del CaOv, lo que sugiere que podria ser un objetivo terapéutico
prometedor en el campo de la inmunoterapia. Ademas, ahora se abre la posibilidad
de utilizar terapias dirigidas contra el receptor IL-17RA en el contexto del cancer de
ovario mediante el uso de los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la citocina
ligando IL-17A (Ixekizumab (93), secukinumab (94)) y contra el receptor IL-17RA
(Brodalumab (95), los cuales ya se consideran en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes. Estos hallazgos podrian tener un impacto significativo en el disefio de

estrategias terapéuticas mas efectivas para combatir esta enfermedad.
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CONCLUSION

En conclusién, este estudio respalda la hipétesis de que el eje IL-17A/IL-17RA
promueve el desarrollo tumoral en un modelo murino de cancer de ovario mediante
un efecto directo en las células tumorales. La modificacion del receptor IL-17RA
retraso el crecimiento tumoral y redujo la produccién de ascitis, o que resulté en
una mayor supervivencia de los ratones. Estos hallazgos resaltan la importancia de
considerar el receptor IL-17RA como un objetivo terapéutico en la inmunoterapia del
cancer de ovario. Esto podria tener implicaciones significativas en el disefio de

estrategias terapéuticas mas efectivas para combatir esta enfermedad.

PERSPECTIVAS

e Analizar el estado de activacion de las moléculas efectoras de las vias de
sefializacion descritas para IL-17A en la linea ID8dv-Luc-AlL-17RA que
pudieran estar alteradas.

e Analizar el efecto sinérgico que tienen otras moléculas presentes en el
microambiente tumoral (TNF) junto con IL-17A en el desarrollo tumoral in vitro
e in vivo.

e Determinar el posible papel de IL-17A y el LA en el metabolismo de lipidos
en el desarrollo tumoral.

e Evaluar el efecto de anticuerpos monoclonales dirigidos contra IL-17RA en el
desarrollo tumoral en el modelo murino de células ID8 de CaOwv.
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