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RESUMEN:

Incrementos en la actividad de la enzima indoleamine-2-3dioxigenasa (IDO) y cambios en estado redox celular estan implicados en las
distintas etapas de la evolucion del cancer. Sin embargo, su relacion con los tratamientos quimioter &picos todavia no son conocidos. El
objetivo de este estudio fue evaluar larespuesta al tratamiento con oxaliplatino de lineas celulares de cancer colorrectal (Caco-2 y SW480)
sobre la moléculainmunosupresora IDO y su relacién con los niveles de Trx. Resultado de este estudio se observa una mayor actividad de
laenzima IDO en las células Caco-2 que en las células metastasicas SW480 asociado a niveles mas bajos del sistema tiorredoxina.

PALABRASCLAVE:IDO. Tiorredoxina. Tiorredoxina reductasa. Cancer

SUMMARY:

Increases in indoleamine-2-3-dyoxigenase activity and changesin redox state have been reported in cancer. However, their relationship
with chemoterapy remains unknown. The aim of the present study was to evaluate the oxaliplatin treatment in colorectal cancer cell lines
(Caco-2 and SW480) on the immunosuppr essive molecule | DO and itsrelationship with the Trx/TrxR system. Results of this study wasa
higher IDO enzyme activity in Caco-2 cellsthan in SW480 cells associated with lower levels of the thioredoxin.
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INTRODUCCION

El cancer colorrectal esuna de las lesiones neoplésicas mas frecuentesy entre los diferentes mecanismos implicados en €l desarrolloy
avance tumoral seincluyen € escape de las céulastumorales a la respuesta del sistemainmuney cambios en el estado redox celular.2. El
oxaliplatino (cis (1R,2R)-1,2,-ciclohexanedimine-N-N') oxalato (2)-O,0'-platino tiene una fuerte actividad antiprolifer ativa especialmente
en lineas de cancer de colon. Entre los mecanismos de la accion téxica del oxaliplatino esté el estrés oxidativo, pudiendo interactuar sobre
grupostidlicos de proteinasrecién sintetizadas haciéndolas sensibles a las especies oxigénicas reactivas3-4.

Latiorredoxina (Trx) esuna proteinatiolica que elimina dichas especies ademas de actuar como regulador de proteinasreguladorasdela
apoptosis>7 mientras que la | DO esta sobreexpresada en células tumor ales estando implicada en la metastasis celular8. Por €llo objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto del oxaliplatino sobrelos niveles de la actividad IDO y sobrela TRx/TRxR en dos lineas celulares de
cancer colorrectal (Caco-2y SW480).

MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares: Laslineas celulares SW480y Caco-2 fueron cultivadas con DMEN y 10% de suero fetal bovino, 1% de Penicilina
(50U/ml)- Estreptomicina (50mg/ml) y 1% L-glutamina 2mM. L as células (30000 células’cm?) se mantuvieron a 37°C y 5% CO2. Se

estimulé la produccién de IDO con interferén- ¥ (750U/ml) y seincubaron en presenciay ausencia de oxaliplatino (5 pM).

Deter minacion de la actividad 1DO en cultivo celulares®: La concentracion de quinureina se deter mind mediante HPL C usando una
columna Symetry Shiel RP (3.9 mm x 15 cm). Como fase mévil se utiliza tampdn acetato de sodio 15 mM pH: 4y acetonitrilo 2.7%. La
absorbancia se midié a 360 nm y la concentracion de quinureina se expresa en uM.

Determinacion delos nivelesde Trx/TrxR: Los niveles de tiorredoxina se determiné utilizando la técnica de EL1SA (Redox Bioscience)10
usando anticuer pos monoclonales (mAb) anti-trx clone 2G11y anti-Trx biotinilado como indicador del anticuer po.

La actividad tiorredoxina reductasa se deter miné usando el método de reduccién de la insulina descrito por Holmgren y Bjornstedt11,
siguiendo la actividad de la enzima espectr ofotométricamente a 412 nm.

RESULTADOSY DISCUSION

En primer lugar evaluamos el tratamiento de ambas lineas celular es con oxaliplatino, en las condiciones descritas en material y métodos,
sobrelaviabilidad celular. Los resultados muestran una disminucion dela viabilidad celular en ambaslineas, de un 54% en las células
Caco-2y deun 57% en las células SW680 independiente de la presencia de interfer n en el medio.

Laactividad | DO expresada como niveles de quinuereina en presenciay ausencia de oxaliplatino se muestra en la Figura 1. Los resultados
muestran que los niveles de quinureina en el medio de células metastasicas SW480 son mas altos que en la células Caco-2 y el tratamiento
con interfer 6n incrementa significativamente la actividad de la enzima en ambas lineas celulares, destacando el incremento en lalinea
Caco-2. Estosresultados apoyan la idea de que en las célulastumoralesla actividad dela I DO esta relacionado con el ambiente
inmunosupresor y sus niveles pueden estar relacionados con el potencial metatasico de las células.
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Figura 1. Actividad IDO en cultivos celulares Caco-2 y SW-680 en células no tratadasy tratadas con Oxaliplatino en presenciay ausencia de.
L osresultados son media + SD de n=3. *p < 0.005

Laproteinatidlicatiorredoxina (Trx) esun biomarcador que opera en sinergia con la enzimatiorredoxina reductasa (TrxR) jugando un
papel en el mantenimiento del estado redox celular. La proteinatiorredoxina esliberada al medio en respuesta a un incremento del estrés
oxidativo, actuando como regulador del crecimiento y/o apoptosis celular. Los nivelesdetiorredoxina (figura2 A) y los nivelesde
tiorredoxina reductasa (figura 2B) en € medio de las células SW480 al ser células en metastasis fueron significativamente mas altos que las
células Caco-2.
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Figura 2. Nivelesdetiorredoxina (A) y tiorredoxina reductasa (B) extracelular en laslineas Caco-2 y SW480 tratadas con oxaliplatinoy en presenciay ausencia de
interferon.
Losresultados son media + SD den=3. *p < 0.005. L etras diferentes indica difer encia significativa dentro de la misma linea celular.

El tratamiento con oxaliplatino no modifica los niveles de tiorredoxina ni TrxR en las células Caco-2, sin embargo en lalinea celular
SW480 los niveles de ambas son mas bajos aunque la diferencia solo es significativa para la actividad tiorredoxina reductasa
independiente de la presencia o no deinterferén en el medio.

Estos resultados nos per miten concluir que el tratamiento con oxilaplatino reduce los nivelesde quinureinay delarelaciéon Trx/TrxR en
las células metastasicas.
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Comentariodelarevisora Dra Victoria Valls Belles. Investigador a del Departamento de Pediatria, Ginecologia y Obstetricia dela
Universidad de Valencia. Valencia. Espafia.

El interésde estetrabajo es el estudio conjunto del estado redox y dela quinureina por lainfluencia de ambas moléculasen la
evolucién delas células cancer osas, en respuesta al tratamiento con oxaliplatino.

Seriainteresante el profundizar més en los mecanismos de accion de estas biomoléculas con el objetivo de evaluar € diferente
comportamiento en ambas lineas celulares.

Comentario del revisor Comentario delarevisora Ana Sofia L 6pez Gonzélez PhD. Doctora en Farmacia, Licenciada en
Bioguimicay especialista en Bioquimica Clinica. Miranda de Ebro. Burgos. Espafia

El presentetrabajo trata de evaluar el efecto del oxaliplatino sobrelos nivelesdela actividad IDO y sobrela TRx/TRxR en dos
lineas celulares de cancer colorrectal.

Losautores del estudio observan una mayor actividad y expresién dela DO en uno delostipos celulares (Caco-2),
independientemente dela viabilidad celular y concluyen que el tratamiento con oxilaplatino reduce la actividad delaIDO y la
relacion Trx/TrxR en las células metastasicas.

Tanto la actividad inmunosupresora de la enzima | DO, como la funcién en el mantenimiento del estado redox celular dela
tiorredoxinay tiorredoxina reductasa, pueden estar implicados en los mecanismos responsables de la resistencia de deter minados
pacientes al tratamiento con oxaliplatino, que es considerado uno de los farmacos de referencia en el tratamiento del cancer
colorrectal.
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