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RESUMEN:

Objetivo: Estudio de los niveles de Indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) plasmaticos en una poblacion de donantes de Burgosy
compararlos con los obtenidos por otros autores

Poblacion y métodos: La actividad I DO se expresa en niveles de quinurenina medido mediante la técnica de HPL C-visible. Han
participado de modo voluntario 69 donantes de sangr e, todos ellos firmaron el consentimiento después de ser infor mados tanto
deforma oral como escrita sobreel estudio que seibaarealizar.

Resultados: L osresultados obtenidos muestran una gran homogeneidad en los resultados obtenidos por los difer entes grupos
investigadores.

PALABRASCLAVE: Kinureina. Indolamina 2,3-dioxigenasa. Donantes. Plasma.

SUMMARY: LEVELSOF INDOLEAMINE-2.3-DIOXYGENASE INHEALTHY ADULTS.
Objective: Theaim of this study wasto evaluate | ndolamine 2,3-dioxigenase to compar e these result to those obtained by othersauthors.

Methods: DO activity is expressed as kynurenine measured by HPL C-visible. I n this study we included 69 blood donors, and all
gavetheir signed informed consent.
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Results: Therewas a great homogeneity in the results obtained by different research groups.

KEYWORDS: Kynurenine. Indolamine 2,3-dioxigenase. Donor s. Plasmatic.

INTRODUCCION

El tript6fano es degradado en el higado mediante la triptofano 2,3-dioxigenasa o en otros érganos por la Indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO), expresada en varios tipos célulares, como células dendr iticas, macr éfagos, monocitosy células T del sistema
inmune. También se ha observado quela | DO esta sobreexpresada en una alta variedad de tumores humanosy algunos estudios
lo correlacionan con la progresion dela enfermedad y a una reduccion en la supervivencia.

LalDO estaregulada por varios estimulos inflamatorios, y tiene un conocido efecto inmunosupr esor, induciendo
inmunotolerancia, y suprimiendo la actividad de las céulas T1. Su funcion hasta ahora no es enteramente conocida. Se sugiere
quelalDO tiene capacidad deregular el sistemainmuneatravés de dosvias: una, mediante la deprivacion de triptofano, que es
esencial paralaproliferacion delinfocitos T y la otra por € efecto citotéxico de los metabolitos del triptéfano.

LaIDO cataliza la degradacién oxidativa del tript6fano al romper la unién del doble enlace en posiciéon 2,3 en € anillo indélico
dando lugar a N-for mil-quinurenina, que es rdpidamente metabolizada a quinurenina. En la mayor ia de los estudios los niveles
de quinurenina en plasma se cuantifican mediante la técnicade HPLC_UV, y son indicadores de la actividad 1DO.

El incremento dea | DO como respuesta a estimulosinflamatorios ha llevado a describir su implicacion en la ater oscler osis,
especialmente en etapas tempranas de la misma2. También se ha observado que la DO esta sobr eexpresda en una alta variedad
de tumores humanosy algunos estudios o correlacionan con la progresion de la enfermedad y a unareduccién en la
supervivencia3.

Para considerar losrangos a partir de los cuales se puede considerar que esta alterado, se hace necesario antes establecer los
niveles de quinurenina en plasma de individuos sanos. Con el objetivo de contribuir a establecer dichos valores, hemosrealizado
un estudio delos niveles de quinurenina en individuos sanos adultos, analizado los valores de un grupo de 69 donantes habituales
altruistas de sangre de Burgos. Asimismo, hemos recopilando los valor es de los controles publicados en distintos articulos
cientificos, obtenidos a través de las base de datos Pubmed, Scopus, | SI knowledge#-16,

MATERIAL Y METODOS

El estudio serealiz6 con muestras de sangr e de 69 donantes habituales, voluntarios apar entemente sanos, que aceptar on
participar en el estudio y que firmaron el consentimiento después de ser informados deforma oral y escrita el objetivo del
estudioarealizar.

A los donantes seleccionados se les extrajo, con ocasion de su donacién altruista en la Unidad de Donantes, en € Hospital Divino
Vallesde Burgos, una solay Ginica muestra de sangre para larealizacién del estudio. Dicha muestra serecogié en tubos
heparinizados, se centrifug6 a 8000 rpm durante 6 minutos para la obtencién de plasma que a su vez fue recogido y se mantuvo
congelado a -80°C hasta el momento del andlisis.

Lamedida dela actividad enzimética de 1 DO se realiza midiendo los niveles de quinurenina siguiendo el método desarrollado
por Alegrey col.17. A partir de 200 L de plasmay 100 uL de MLR se precipitaron las proteinas con 100 uL de &cido
tricloroacético. La muestra seincubé a 100°C durante 10 minutosy se centrifugé a 2500g. L a concentracion de quinurenina de
determind mediante HPL C usando una columna Water s C18 (4.5mm x 15cm). Como fase mévil se utiliza tamp6n acetato de
sodio 15mM, pH 4y acetonitrilo 2.7%. L a absor bancia se mide a 360nm y la concentracion de quinurenina se expresa en uM.

RESULTADOSY DISCUSION

En nuestro medio, los valor es obtenidos en los 69 individuos adultos, apar entemente sanos, correspondientes ala mediay
desviacion estandar dela determinacion de quinurerina fue de 1,54 + 0,24 umol/L.
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Tabla 1. Niveles medios de quinurenina plasmatica en diferentes estudios
peoblacionales

Autores Muestra Quinurenina

n {pmol/L)
Wood y col. 16 235+ 0,12 |
Widner y col. ® 49 1,92 + 0,58
Zangerle y col. © 40 2,02 10,66
‘Cozziycol.” 39 ’ 28+0,11
Myint y col. ° 189 1,87 + 0,43
Hartai y col.” 29 2,01+0,20
Buczko y col. " 19 1,60 £ 0,50
Hoshiy col. " 20 1,13+ 0,32
Schelfold y col. "? 40 ' 2,60 + 0,26
Clarke y col. 26 2,55+0,12
Zhang y col. 20 1,61 £ 0,31
Suzuki y col. ™ 45 ' 2,30 + 0,56
Logters y col. ' 10 ’ 1,63 +0,09
Mufiz y col. (este trabajo) 69 1,54 £+0,24

En latabla 1 seresumen los niveles de quinurenina plasmatica en las muestr as de sangre de la poblacion de donantes evaluada
en Burgos, y los datos obtenidos en los diferentes articulos dela revision bibliogr éfica efectuada, correspondiente a difer entes
grupos de sujetos que fueron controles de diver sos estudios r ealizados en poblaciones con patologias diver sas. Asimismo, en la
figura 1, se observalarepresentacién gréfica de los valores de mediay desviacion estandar obtenidas por dichos autores.
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Figura 1. Valores de media y desviacion estandar publicados por los diferentes autoresreferidos

L osresultados muestran los valor es medios obtenidos de quinur enina en plasma, donde el valor medio mas bajo fue el obtenido
por Hoshi y col.11 con un valor de 1,13y el masalto fue obtenido por Cozzi y col.” que se corresponde a un valor de 2,80 umol/L
de quinurenina.

Asi mismo, se observé una gran variabilidad en cuanto al tamafio de la pablacién utilizada en los distintos estudios, con trabajos
gue utilizar 6n una poblacién de n=10, y otros con valores de n=189, nuestr o estudio se corresponde a una poblacién intermedia
den=69.
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Se observa tambien quela variabilidad de los valores obtenidos por los diferentes autores, esindependiente del tamafio de la
muestra.
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Laquinureninaesun indicador usado comunmente para deter minar la sobreexpresién dela DO (indolamina 2,3-dioxigenasa),
un enzima afectado en amplia variedad de tumores humanosy enfermedades inflamatorias que tambien presenta efectos
inmunosupr esor es.

Este articulo presenta un conjunto de resultados de cuantificacion cromatogr éfica de valor es de quinureina en plasma de un
total de 69 donnates altruistas sanos de Bur gos. L os valor es medios obtenidos fueron de 1,54 + 0,24 pmol/L los cuales son
semejantes a los valor es presentados en la bibliogr afia en poblaciones similares.

Comentario del revisor Victoria Valls Bellés PhD. Investigador a del Departamento de Pediatria, Ginecologia y Obstreticia dela
Universidad de Valencia. Valencia. Espafia.

LaIndoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) cataliza y regula la velocidad de la degradacion del triptofano (Trp) por laviadela
quinurenina (Kyn). Entrelos muchos posible mediador esinmunol 6gicos de escape tumoral, la | DO ha ganado recientemente
una atencion considerable.

En este estudio, los autor es determinaron los niveles quinurenina en plasmay compar aron susresultados con los obtenidos por
otrosautores. El valor medio obtenido (1,54 £ 0,24 umol/L) se encuentra entrelos valor es obtenidos para los grupos de controles
delasreferencias bibliogr éficas consultadas.
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