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Introduccion

La Indolamino-2,3-dioxigenasa (IDO) es una enzima de 45 kD aproximadamente que cataliza
la degradacién del Triptofano a quinureina. Existen evidencias de que esta asociada a
mecanismos de tolerancia inmunoldgica tales como los que se presentan en la interfase
materno-fetal durante el embarazo. Esta enzima esta vinculada con la induccién de linfocitos
T regulatorios (Treg) y la disminucion de la activacién de linfocitos T citotoxicos. Asimismo,
los tumores malignos liberan vesiculas o exosomas que han sido relacionados con la
tolerancia inmunologica anti-tumoral. Se ha sugerido que la enzima IDO estaria relacionada
con mecanismos de evasion de los tumores a la inmunovigilancia del huésped.

Objetivos
Determinar si la presencia de IDO en muestras procedentes de carcinoma de mama y en
lineas celulares mamarias es significativa en relacion a muestras controles.

Materiales y Métodos

Se analizaron 72 muestras tisulares y séricas: 50 de pacientes con cancer de mama (tipos:
90% de tipo ductal NOS, 6% de tipo lobulillar y 4% de tipos medular y mucinoso; estadios:
33% de estadio |, 41% de estadio Il, 12% de estadio lll y 14% de estadio IV) y 16 tumores
benignos y 6 controles normales.

Lineas celulares de cancer de mama: Se emplearon las lineas de cultivo MCF7 y T47D.
Extraccidon de sangre periférica: Se separo el plasma de sangre heparinizada de pacientes y
controles.

Anticuerpo monoclonal: Se utilizé anticuerpo monoclonal anti-IDO (Millipore).
Inmunohistoquimica: Se utilizé una técnica estandar de inmunoperoxidasa con recuperacion
antigénica con buffer citrato pH 6,0.

Cultivo celular: Las lineas celulares se mantuvieron en cultivo con medio RPMI 1640 y las
células se sembraron en cubreobjetos, posteriormente se fijaron con formol al 10% en PBS.
Inmunocitoquimica: Se adapt6 la técnica de inmunoperoxidasa sin recuperacion antigénica
para observar la reaccion de las células crecidas en cubreobjetos.

Obtencion de exosomas de plasma mediante cromatografia en columna de exclusion
molecular y ultracentrifugacion diferencial: Se utilizo esta técnica para obtener fracciones
enriquecidas en exosomas a partir de plasma pacientes con cancer de mama y liquido
ascitico tumoral (control de la presencia de exosomas).

Western blot: Se estudio la presencia de IDO en las fracciones enriquecidas en exosomas.

Resultados

Las muestras de carcinoma mamario presentaron reaccién inmunohistoquimica positiva en el
44% (22/50) de las muestras de pacientes con cancer de mama. Sélo algunas de las células
en cada campo presentaban reaccion con un patron citoplasmatico. Cuatro de 16 de las
muestras benignas presentaron reaccién positiva. Las muestras de estadios |, 11, lll y IV
reaccionaron positivamente en el 29%, 47 % 100% y 33 % de los casos. Las células de
lineas tumorales presentaron reaccién con un patrén citoplasmatico. Los controles normales
no presentaron reaccion. En 4/11 de las muestras de las fracciones enriquecidas en
exosomas obtenidos de plasma de pacientes se observo una banda de 42 kD compatible con
la presencia de IDO como asi también en una muestra de liquido ascitico tumoral.
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Conclusiones

La presencia de esta enzima en los tumores de mama, en las células de lineas de cancer de
mama como asi también en exosomas liberados por el tumor permitirian inferir su papel
preponderante en la generacion de tolerancia inmunoldgica del huésped al tumor. Debido a
su rol clave en la tolerancia inmunoldgica, esta enzima constituiria un estratégico blanco
terapéutico.



