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Resumen. 
El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor maligno primario del sistema 

nervioso central (SNC) más frecuente y dañino que existe, con una mediana de 

sobrevida de 14.6 meses y un porcentaje de sobrevivencia a los cinco años de 7.2%. 

El GBM es un tumor altamente heterogéneo que presenta poblaciones del sistema 

inmune infiltrantes del tumor, las cuales no eliminan al tumor debido a los 

mecanismos de inmunoedición que se desarrollan en las células tumorales. Uno de 

estos mecanismos de inmunoedición es la degradación del triptófano a través de la 

vía de las kinureninas (VK). La sobreexpresión de la indoleamina dioxigenasa (IDO) 

se ha asociado con la baja sobrevida de los pacientes con GBM. Sin embargo, el 

papel que juegan el resto de los componentes de la VK en la patogénesis del GBM 

se encuentra poco estudiado, a pesar de que muchos metabolitos de esta vía son 

considerados inmunomoduladores. El objetivo de este estudio es determinar si la 

expresión de la enzima de la VK, kinurenina monooxigenasa (KMO), está 

involucrada con la inmunomodulación en GBM.  

Se caracterizó el catabolismo de la l-kinurenina (l-kyn), la producción de 

metabolitos de la VK, ácido kinurénico (KYNA) y 3-hidroxikinurenina (3-HK), la 

actividad enzimática de la kinurenina aminotransferasa (KAT) y KMO, así como, la 

expresión de KMO en líneas celulares de glioma murino (C6 y Rg2) y líneas 

celulares humanas de GBM (A172, LN18, U87 y U373). Se determinó el efecto de 

los metabolitos de la VK en linfocitos T activados. Adicionalmene, se analizó la 

actividad de KAT y KMO, y la variación en las poblaciones infiltrantes del tumor en 

tumores intracraneales murinos a 10 y 20 días post-implante. Finalmente se evaluó 
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la expresión de enzimas de la VK en bases de datos de pacientes de GBM y se 

evaluó la actividad y expresión de KMO en muestras de pacientes con astrocitomas. 

Las líneas celulares de glioma murino y de GBM consumieron l-kyn y 

produjeron KYNA, como es de esperar de acuerdo con su linaje astrocítico. Sin 

embargo, se encontró que las líneas de glioma murino y GBM expresaron y 

presentaron actividad de KMO, lo que representa una característica novedosa y que 

no había sido descrita en el contexto del GBM. También se encontró que la actividad 

de KAT y de KMO, junto con la proporción de linfocitos totales, linfocitos 

cooperadores, células asesinas naturales (NK) y monocitos, varió con respecto al 

tiempo post-implante. Por otra parte, los metabolitos de la VK inhibieron la 

proliferación celular, induciendo el arresto del ciclo celular y promovieron la 

apoptosis en linfocitos in vitro. Finalmente, se demostró que las enzimas de la VK 

se encuentran sobreexpresadas en astrocitomas de bajo grado y GBM con respecto 

a corteza cerebral, y que KMO se expresa y es activa en células malignas de linaje 

astrocítico presentes GBM; además se encontró que la expresión de KMO tiene un 

impacto negativo en la sobrevida de pacientes con GBM. 

Este trabajo muestra la dinámica de la vía de las kinureninas en el desarrollo 

tumoral del GBM, mostrando por primera vez la expresión y actividad de KMO en 

GBM, una característica novedosa debido al origen astrocítico de estos tumores, lo 

cual abre las puertas a un nuevo campo de investigación, ya que puede representar 

un nuevo marcador pronóstico para pacientes con GBM y un posible blanco 

terapéutico. 
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Abstract. 
Glioblastoma multiforme (GBM) is the most frequent and lethal of the 

primary brain tumors with median survival of 14.6 months and a 5 year-survival of 

7.2%. GBM are highly heterogeneous and immunosuppressive tumors, due to the 

immunoediting mechanisms ellicited by the malignant cells to suprpress the anti-

tumor immune response. One of such mechanisms is the tryptophan catabolism 

through the kynurenine pathway (KP). On this way, the expression od the enzyme 

indoleamine dioxygenase (IDO) has been associated with poor patient prognosis 

and low survival. However, the role of the KP enzymes and metabolites 

downstream IDO on GBM pathogenesis remains poorly understood, even when 

some of the KP metabolites are considered as immunosuppresants. The aim of 

this work was to determine the role of the KP enzyme kynurenine monooxygenase 

(KMO) on GBM. 

We evaluated the catabolismo f l-kynurenine (l-kyn), as well as the 

production of kynurenic acid (KYNA) and 3-hydroxykynurenine (3-HK), the acitivity 

of the enzymes kynurenine aminotransferase (KAT) and KMO and the expression 

of KMO in glioma murine cell cultures C6 and Rg2, GBM cell cultures (A172, LN18, 

U87, U373). We also determined the effect of the KP  metabolites on activated T-

lymphocytes. Additionally, we analyzed the activity of KAT and KMO, and the 

variation on tumor infiltrated populations, on 10 and 20 days after implant 

intracranial tumors. Finally, we evaluated the expression of the KP enzymes in on-

line GBM patient databases and the expression and activity of KMO was evaluated 

in patient samples. 
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The malignant cells consumed l-kyn and produced KYNA as expected for 

astrocyte-derived cells, However, glioma and GBM cells presented expression and 

activity of KMO, representing a novel characteristic on GBM. We also found time-

dependent variations on KAT and KMO activity, as well as in the percentages of 

infiltrated populations in our in vivo model. Furhtermore, we found that KP 

metabolites inhibited T-cell proliferation by inducing cell-cycle arrest and increased 

apoptosis in vitro. Finally, we found that KP enzymes are overexpressed in low 

grade astrocytomas and GBM compared to brain cortex and tha KMO is expressed 

and is active in malignant cells on GBM tissue. Furthermore, we found that KMO 

expression impacts negatively on patient survival. 

This work demonstrates de dynamic of the KP on GBM development, 

showing for the first time the expression and activity of KMO on GBM, a novel 

character due to the astrocytic origin of GBM, wich represents a novel field for the 

undestanding tumor cell biology using KMO as a prognostic marker and a posible 

therapeutical target. 
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Introducción. 

Gliomas y astrocitomas. 
Los gliomas son tumores malignos más frecuentes de las neoplasias 

primarias del SNC, y son derivados del tejido glial, astrocitos, oligodendrocitos y 

células ependimales (Ostrom et al., 2020). En conjunto, los gliomas representan el 

24.3% de todos los tumores del SNC y el 81.8% de los tumores malignos originados 

en el SNC (Ostrom et al., 2020). De entre estos tumores, aquellos que se originaron 

de los astrocitos, los cuales son células gliales encargadas de mantener la 

homeostasis del SNC regulando los niveles de nutrientes, iones y 

neurotransmisores en el tejido nervioso (Sofroniew y Vinters, 2010), son 

denominados astrocitomas (Dictionary of cancer terms. National Cancer Institute. 

Consultado el 25/06/21). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto un sistema de 

clasificación de tumores, dependiendo de su grado de malignidad, dentro de los que 

se ha organizado a los astrocitomas (Louis et al., 2007). El grado I, corresponde al 

grado más bajo, son tumores de lenta proliferación con probabilidades de curación 

tras la práctica de una cirugía extractiva, los astrocitomas de células gigantes 

subependimales y los astrocitomas pilocíticos pertenecen a este grupo (Louis et al., 

2007; Louis et al., 2016). Los astrocitomas de grado II, aunque aún presentan una 

tasa baja de proliferación, empiezan a infiltrarse en tejido sano, pueden progresar 

hacia la formación de tumores de mayor malignidad y pueden presentar 

recurrencias posteriores a una tumorectomía; los astrocitomas difusos, los 

oligodendrogliomas y los xantoastrocitomas pleomórficos son considerados dentro 

del grado II (Louis et al., 2007; Louis et al., 2016). Los tumores de grado III, 
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presentan un alto grado de proliferación y así como atipias nucleares, hipercromía 

o núcleos gigantes; los astrocitomas anaplásicos, los oligodendrogliomas 

anaplásicos y los xantoastrocitomas pleomórficos anaplásicos son clasificados 

como astrocitomas de grado III (Louis et al., 2007; Louis et al., 2016). Finalmente, 

las neoplasias de grado IV son las de mayor grado de malignidad, estos tumores 

presentan una alta actividad mitótica, centros necróticos, la recurrencia post-cirugía 

es frecuente y una alta mortalidad; el GBM es el astrocitoma de grado IV (Louis et 

al., 2007; Louis et al., 2016). 

La quinta edición de la “Clasificación de Tumores del SNC” de la OMS 

introdujo cambios en la clasificación de los astrocitomas tomando en cuenta las 

recomendaciones del “Consorcio para Informar Avances Moleculares y Prácticos en 

la Taxonomía de Tumores del SNC” (Louis et al., 2021). Estos cambios agrupan 

ahora a los astrocitomas descritos anteriormente en dos grandes grupos, los 

astrocitomas que presentan mutaciones en la enzima isocitrato deshidrogenasa 

(IDHm) e incluye a los astrocitomas de grado II a IV, llamándose ahora Astrocitomas 

IDHm SNC OMS grado 2 a 4; y GBM que presenta isocitrato deshidrogenasa 

silvestre (IDHwt, Louis et al., 2021). 

El glioblastoma multiforme. 
El GBM es el más frecuente y dañino de los tumores malignos primarios del 

SNC, representando el 48.6% de todos los tumores malignos originados en el SNC, 

el GBM tiene una incidencia de 3.23 casos por cada 100,000 habitantes que se 

presenta en 1.59 hombres por cada mujer (Ostrom et al., 2020). De manera clásica, 

el GBM se reconoce como primario, cuando una neoplasia forma de novo este tipo 
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de tumor, lo que ocurre aproximadamente en el 90% de los casos (Ohgaki y 

Kleihues, 2013); o secundario, el cual proviene de astrocitomas de bajo grado de 

malignidad que fueron progresando hasta convertirse en GBM (Ohgaki y Kleihues, 

2013). La edad media de diagnóstico de GBM primarios es de 62 años, mientras 

que para GBM secundarios es de 45 años (Ohgaki y Kleihues, 2013). 

Actualmente, el tratamiento establecido para el GBM consiste en la resección 

quirúrgica, en el caso que sea posible, eliminando cerca del 90% de la masa 

tumoral, seguido de la combinación de radioterapia y quimioterapia (Stupp et al., 

2005; Stupp et al., 2014). La radioterapia consiste en la aplicación de 60 Grays (Gy), 

unidad de radiación del Sistema Internacional de Unidades equivalente a la 

absorción de 1 Joule por kilogramo de masa, administrados en 30 o 33 fracciones; 

este protocolo prolonga la mediana de sobrevida de 8 meses a 12.1 meses (Stupp 

et al., 2014). Mientras la quimioterapia consiste en la administración de 

temozolamida (TMZ), un agente alquilante, diariamente durante siete días de 

manera paralela a la radioterapia seguida de seis ciclos de una toma diaria durante 

cinco días cada cuatro semanas (Stupp et al., 2014). El protocolo completo prolonga 

la mediana de sobrevida a 14.6 meses, sin embargo, solamente el 7.2% de los 

pacientes diagnosticados con GBM sobreviven más de cinco años haciendo del 

GBM una enfermedad incurable (Stupp et al., 2005; Ostrom et al., 2020). El bajo 

impacto del tratamiento contra el GBM se puede atribuir a la alta tasa de recurrencia 

y al desarrollo de resistencia a fármacos por parte de las células tumorales, así 

como a la alta complejidad morfológica de estos tumores (Buglione et al., 2016; 

Campos et al., 2016). 



8 
 

Morfológicamente, los GBM presentan una alta heterogeneidad de tipos 

celulares, lo que le ganó la denominación de “multiforme” (Jellinger, 1978). En el 

tejido de un GBM se aprecian células con pleomorfismos nucleares y núcleos 

hipercromáticos, formas mitóticas, células con alto contenido de lípidos, presencia 

de vasos sanguíneos, zonas necróticas que pueden estar rodeadas por células en 

pseudoempalizada y poblaciones del sistema inmune infiltrantes del tumor 

(Jellinger, 1978; Abdelzaher, consultado el 29 de junio de 2021). 

Finalmente, tanto la heterogeneidad morfológica como la patofisiología del 

GBM son el reflejo de características intrínsecas que desarrollan las células 

tumorales y que permiten a estos astrocitos transformados establecer tumores de 

rápido crecimiento (Hanahan y Weinberg, 2011; Qazi et al., 2017). 

Características del glioblastoma multiforme. 
En los últimos 20 años la comprensión de la biología del cáncer se ha basado 

en el estudio de un conjunto de características adquiridas que permiten a una célula 

transformada establecerse en un nicho y formar un tumor (Hanahan y Weinberg, 

2011). Tales características pueden ser de carácter “intrínseco” a la célula tumoral 

como la inestabilidad genómica, la evasión de la muerte celular programada, la 

alteración del ciclo celular o la reprogramación metabólica; mientras que otras 

características incluyen mecanismos que involucran a poblaciones celulares no 

tumorales tales como procesos de angiogénesis y la modulación de la respuesta 

inmune. Estas características adquiridas pueden estar interconectadas dando lugar 

al modelaje de un ambiente altamente heterogéneo como ocurre en el GBM 

(Hanahan y Weinberg, 2011; Fouad y Aanei, 2017). 
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De entre estas características destaca la inestabilidad genómica, un conjunto 

de aberraciones que le permiten a las células malignas mutar con facilidad 

(Hanahan y Weinberg, 2011). Si bien la prevalencia de mutaciones por megabase 

en el genoma del GBM no es tan alta comparada con otros tumores como el 

melanoma o cáncer de pulmón (Schumacher y Schreiber, 2015), se han 

caracterizado una serie de alteraciones genéticas comunes al GBM (Verhaak et al., 

2010; Soomro et al., 2017). Las alteraciones más frecuentes en GBM son la pérdida 

de heterocigosidad del cromosoma 10q, la metilación del promotor del gen que 

codifica para la 8-metilguanosina metiltransferasa (MGMT), la amplificación del gen 

del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), mutaciones del gen P53 e 

IDHm (Soomro et al., 2017). La frecuencia de estas alteraciones genéticas varía de 

acuerdo con el tipo de GBM, primario o secundario, y se ha propuesto una 

clasificación molecular del GBM en cuatro subtipos dependiendo de sus 

características genotípicas (Ohgaki y Kleihues, 2013; Verhaak et al., 2010). La 

inestabilidad genómica produce la diversidad de mutaciones en el genoma de las 

células tumorales que actúan como una presión de selección y les permiten evadir 

la muerte celular programada, alterar el ciclo celular, la proliferación descontrolada 

y la reprogramación metabólica (Negrini et al., 2010; Hanahan y Weinberg, 2011). 

La reprogramación metabólica se refiere a las modificaciones que ocurren en 

el metabolismo de las células tumorales que les permiten cubrir la demanda 

bioenergética que implican las altas tasas de proliferación (Hanahan y Weimberg, 

2011). Una de las alteraciones metabólicas más aceptadas que ocurren en el GBM 

es el “efecto Warburg” o “glucólisis anaerobia” (Wolf et al., 2010; Agnihotri y Zadeh, 
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2016). En este proceso, las células tumorales presentan una alta tasa de consumo 

de glucosa la cual es convertida a lactato aún en condiciones de normoxia y la 

ganancia energética de dos moléculas de adenosina trifostato (ATP) por cada 

molécula de glucosa (Liberti y Locasale, 2016). En GBM, el cambio hacia el “efecto 

Warburg” se ha asociado a las mutaciones de IDH, dado que el producto de la IDH 

mutante, 2-hydroxyglutarato, promueve la activación del factor inducible por hipoxia 

(HIF-1α), induciendo la producción de lactato (Zhao et al., 2009; Agnihotri y Zadeh, 

2016). Por otra parte, alteraciones en vías de señalización como la de la cinasa de 

fosfatidil-inositol (PI3K)/AKT/ y el blanco de rapamicina de mamíferos (mTOR), y la 

activación de la piruvato cinasa M2 (PKM2) también favorecen el cambio del 

metabolismo hacia la producción de lactato en GBM (Yang et al., 2012; Masui et al., 

2013). Recientemente se han descrito poblaciones de células tumorales troncales 

de GBM capaces de sintetizar ATP por medio de la fosforilación oxidativa. Además, 

se describió en estas poblaciones celulares la capacidad de cambiar su 

metabolismo hacia la producción de lactato y de presentar mayor resistencia a 

fármacos (Vlashi et al., 2011; Ye et al., 2013; Saga et al., 2014; Kim et al., 2015; 

Shibao et al., 2018). Por otra parte, se ha demostrado que las células de GBM 

también pueden sintetizar y metabolizar ácidos grasos para la obtención de energía, 

contribuyendo a la heterogeneidad fenotípica del GBM (Tao et al., 2013; Mashimo 

et al., 2014; Strickland y Stoll, 2017). 

Como se mencionó anteriormente, la modulación de la respuesta inmune 

anti-tumoral es una característica que permite el desarrollo de los tumores (Jellinger, 

1978; Abdelzaher, consultado el 29 de junio de 2021). Las células transformadas 
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emplean estrategias para modular su microambiente que les permiten regular la 

respuesta inmune, estos mecanismos se desarrollan durante el establecimiento y 

desarrollo tumorales bajo la presión de selección que representan los procesos de 

reconocimiento y citotoxidad de las diferentes poblaciones que constituyen al 

sistema inmune del organismo (Rabinovich et al., 2007; Waziri, 2010). Así, las 

células tumorales que son capaces de sobrevivir, evadir y modular la respuesta 

inmune son aquellas que proliferan para dar forma al tumor (Rabinovich et al., 2007). 

Debido a esto, parte de la diversidad celular del GBM está conformada por 

poblaciones del sistema inmune asociadas al tumor. En GBM, los macrófagos 

asociados al tumor (TAMs) y las células supresoras de origen mieloide (MDSCs) 

constituyen entre 1.8×107 y 3.7×107 células por gramo de tejido tumoral (Gieryng et 

al., 2017). Estas células se infiltran en el tumor por acción de factores 

quimiotácticos, los ligandos de quimiocinas 2 y 5 (CCL2, CCL5) y el factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF) secretados por las células malignas, y 

contribuyen al crecimiento tumoral mediante la expresión de factores de crecimiento 

y metaloproteinasas que favorecen la invasividad del tumor (Gieryng et al., 2017; 

Broekman et al., 2018). Además, TAMs y MDSCs contribuyen a la supresión de la 

respuesta inmune con la producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) y de 

citocinas supresoras de linfocitos T, induciendo un estado anérgico en estas 

poblaciones, así como la formación de fenotipos reguladores de los mismos (Perng 

y Lim, 2015). En muestras de pacientes de GBM se ha determinado que entre el 20 

y el 30% de los leucocitos infiltrados en el tejido tumoral está conformado por 

linfocitos, de los cuales los linfocitos T cooperadores, caracterizados por la 

expresión del grupo de diferenciación (CD) 4, (CD4+) son más abundantes que los 
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linfocitos T citotóxicos (CD8+) (Gieryng et al., 2017). La abundancia de linfocitos T 

cooperadores se ha asociado con la malignidad de los astrocitomas, variando entre 

39% para astrocitomas IDHm SNC OMS grado 2, hasta 98% en GBM (Gieryng et 

al., 2017). Por el contrario, la abundancia de linfocitos T citotóxicos se asocia con 

mayor sobrevida de los pacientes (Han et al., 2014). Cabe mencionar que otra 

población con funciones citotóxicas descrita en los glioblastomas son las células 

NK, aunque no se presentan con tanta abundancia como los linfocitos T (Gieryng et 

al., 2017). Debido al conjunto de citocinas secretadas por las células malignas, 

MDSCs y células reguladoras, las poblaciones de linfocitos efectores, CD8+ y NKs, 

infiltradas en los glioblastomas permanecen anérgicas (Perng y Lim, 2015; 

Broekman et al., 2018), por lo que no llevan a cabo respuestas antitumorales. 

De la población perteneciente a los linfocitos T cooperadores, entre el 10 y el 

15% son linfocitos T reguladores (Tregs). Los linfocitos Tregs, 

CD4+/CD25+/FoxP3+, tienen como función secretar citocinas que evitan la 

activación de las células citotóxicas (El Andaloussi et al., 2006; El Andaloussi et al., 

2007) y su abundancia en tejido tumoral también se considera como marcador de 

mal pronóstico en los pacientes de GBM (Wainwright et al., 2014); por otro lado, 

también se ha descrito la presencia de linfocitos asesinos naturales con receptor T 

(NKT) reguladores, las cuales promueven la activación de MDSCs mediada por la 

producción de interleucina-13 (Brettschneider et al., 2021). 

Por otra parte, las células de GBM son capaces de expresar moléculas de 

superficie que regulan de manera negativa a la actividad de los linfocitos T. Una de 

estas moléculas es el ligando de muerte celular programada (PD-L1), esta proteína 
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evita la co-estimulación y completa activación de linfocitos T CD4+ y CD8+, 

inhibiendo su actividad antitumoral (Buchbinder et al., 2016; Boussiotis, 2016). Las 

células de GBM también expresan en su superficie moléculas no clásicas del 

complejo principal de histocompatibilidad de clase I, estas moléculas como los 

antígenos leucocitarios humanos (HLA)-E y HLA-G son ligandos de receptores 

inhibidores de las células NK, por lo que la unión de estas moléculas expresadas en 

la membrana de las células tumorales evita que sean destruidas por estas células 

citotóxicas (Waziri, 2010). Otra molécula sobre expresada en glioblastoma es el 

ligando de Fas (FasL), FasL se une a su receptor en los linfocitos T y células NK, 

estimulando la activación de caspasas y la apoptosis en estas células, a esta 

estrategia se le ha denominado “contraataque de las células tumorales” (Strege et 

al., 2004). Las células tumorales, además de estar sobreexpresadas en la 

membrana celular, son capaces de secretar formas solubles de estas proteínas y 

así llevar a cabo sus efectos aún sin el contacto célula-célula (Waziri, 2010). Por 

otra parte, las células tumorales secretan factores de crecimiento y otras moléculas 

solubles que contribuyen a la supresión de la actividad citotóxica de las poblaciones 

del sistema inmune (Rabinovich et al., 2007; Waziri, 2010). Se ha reportado altos 

niveles del factor de crecimiento transformante (TGF-β) en muestras de GBM, esta 

citocina atenúa la activación de linfocitos y monocitos. Así mismo, las células 

tumorales secretan prostaglandina E2 (PGE-2), esto debido a la alta producción de 

su precursor, el ácido araquidónico, y a la sobreexpresión de la ciclooxigenasa-2 

(COX-2) (Lauro et al., 1986; Nathoo et al., 2004). Los altos niveles de expresión de 

COX-2 en GBM se han asociado con la malignidad del tumor y la baja sobrevida de 

los pacientes (Wang et al., 2015b). La presencia de TGF-β, de interleucina-10 (IL-
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10) y la sobreexpresión de COX-2 en el microambiente tumoral son condiciones que 

favorecen el desarrollo de linfocitos Tregs dentro GBM (Akasaki et al., 2004); 

aunque se han reportado altos niveles de IL-10 en las muestras de GBM, su 

producción se debe a la presencia de TAMs (Broekman et al., 2018). 

Además de los mecanismos citados, rutas metabólicas presentes en las 

células tumorales han sido consideradas como mecanismos de inmunosupresión. 

Una de estas rutas metabólicas que ha sido de amplio interés como mecanismo 

inmunosupresor en diferentes tipos de cáncer es el catabolismo del triptófano a 

través de la VK. 

La vía de las kinureninas. 
El triptófano es un aminoácido esencial, es decir, no puede ser sintetizado de 

novo por células de mamíferos (Bender, 1982). Del total del triptófano consumido, 

menos del 1% es destinado para su uso en la síntesis de proteínas, el resto es 

metabolizado por diferentes enzimas que dirigen a este aminoácido para la síntesis 

de serotonina, melatonina y principalmente para la formación de nicotinamina-

adenina-dinucleótido (NAD+) (Green et al., 1980; Bender, 1982; Huether et al., 

1992). Este último se produce de novo a partir del catabolismo triptófano mediante 

la VK en la mayoría de los taxones del dominio Eukarya (Gossmann et al., 2012). 

La vía de las kinureninas consume entre el 95% y el 99% del triptófano ingerido en 

mamíferos, y se inicia con la apertura del anillo pirrólico del triptófano y la formación 

de N-formilkinurenina catalizadas por la triptófano 2,3-dioxigenasa (TDO; expresada 

principalmente en hígado), y por la IDO (expresada en tejidos extrahepáticos como 

en cerebro, pulmón, riñón y monocitos), y su isoenzima la IDO-2 (Bender, 1982; 
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Chen y Guillemin, 2009). La actividad de la TDO se encuentra restringida hacia el 

L-triptófano, mientras que IDO e IDO2 son capaces de usar los isómeros D y L-

triptófano, así como otros compuestos derivados del triptófano (Hayaishi, 1976). La 

N-formilkinurenina es transformada en l-kyn por acción de la arilformamidasa. La l-

kyn puede ser utilizada por la KAT, la kinureninasa (KYNU), o la KMO para la 

síntesis del KYNA, el ácido antranílico (ANA) y 3-HK, respectivamente (Phillips, 

2014; Majewski et al., 2016; Nematollahi et al., 2016). De estas, la KMO presenta 

una mayor afinidad hacia su substrato, indicando que la L-kyn es principalmente 

catalizada por la KMO (Wang et al., 2015a). El 3-HK es substrato de las KAT’s para 

la síntesis de ácido xanturénico, o de la KYNU para la formación del ácido 3-

hidroxiantranílico (3-HANA) (Han et al., 2001; Phillips, 2014). La 3-HANA 

dioxigenasa (3HAADO) produce 2-amino-3-carboximuconato semialdehído (Acms), 

el cual se deshidrata de manera espontánea formando ácido quinolínico (Quin) o es 

transformado en ácido picolínico por la descarboxilasa de Acms. Finalmente, el Quin 

es transformado en mononucleótido de ácido nicotínico, precursor de NAD+, por la 

fosforribosil transferasa de Quin (Stavrum et al., 2013; Badawy et al., 2017) (Figura 

1). 
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Figura 1. El catabolismo del triptófano a través de la vía de las 

kinureninas. 

 

La VK ha resultado ser de relevancia en la homeostasis del sistema nervioso 

central, el ambiente redox y la regulación de la respuesta inmune. En este contexto, 

KYNA es el único antagonista endógeno de los receptores N-metil-D-aspartato 

(NMDA) conocido hasta el momento, e inhibe a los receptores α-7-nicotínicos, por 

estas propiedades se ha considerado como una molécula neuromoduladora (Foster 

et al., 1984). Además, KYNA ha demostrado ser un atrapador de EROs como anión 

superóxido, peroxinitrito y radical hidroxilo, y de proteger contra el daño ejercido por 

diferentes agentes pro-oxidantes, considerando a KYNA como un antioxidante 

endógeno (Lugo-Huitrón et al., 2011). También se ha descrito el efecto de KYNA 

como un activador del receptor acoplado a proteína G 35 (GPR35) y del receptor de 

arilos hidrocarbonados (AHR), mediando respuestas antinociceptivas, regulando 

respuestas inmunes pro-inflamatorias e induciendo la generación de Tregs (Wang 
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et al., 2006; Mezrich et al., 2010; Cosi et al., 2011; Moroni et al., 2012; Berlinguer-

Palmini et al., 2013). 

3-HK Y 3-HANA actúan de manera dual desde una perspectiva redox. Se ha 

descrito el efecto tóxico de 3-HK en neuronas debido a la inducción de agregados 

de proteínas y al aumento de EROs (Nakagami et al., 1996; Okuda et al., 1998; 

Goldstein et al., 2000; Vazquez et al., 2002); 3-HANA es capaz de promover el daño 

a proteínas por su interacción con iones metálicos y a la formación de radical 

hidroxilo, además de que se ha descrito su efecto como un desacoplante de la 

fosforilación oxidativa y en la disminución del consumo de oxígeno (Quagliariello et 

al., 1964; Goldstein et al., 2000). Por otra parte, existen reportes que demuestran la 

capacidad antioxidante de ambos compuestos. Tanto 3-HK como 3-HANA son 

atrapadores de radicales libres como el anión superóxido y ambos se comportan 

como acarreadores de electrones (Goshima et al., 1986; Leipnitz et al., 2007), 

restableciendo la cadena transportadora de electrones mitocondrial inhibida 

(Quagliariello et al., 1966). Se ha demostrado que 3-HK y 3-HANA inhiben la 

proliferación de linfocitos T, además de inducir muerte celular en estas células 

(Frumento et al., 2002; Belladonna et al., 2007). 

Finalmente, Quin se ha descrito como un compuesto pro-convulsivo debido 

a su papel como agonista de receptores NMDA, teniendo un efecto excitotóxico en 

neuronas debido al aumento de calcio intracelular, la liberación de glutamato y la 

inducción de la apoptosis (Moroni et al., 1984; Bordelon et al., 1997; Tavares et al., 

2000). Quin también se comporta como un compuesto pro-oxidante debido a que 

es capaz de inducir disfunción mitocondrial por la reducción de la actividad de los 
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complejos respiratorios II y III, así como de aumentar los niveles de EROs y la 

peroxidación lipídica en presencia de Fe3+ (Goda et al., 1996; Ribeiro et al., 2006). 

En cuanto a la regulación de la respuesta inmune, Quin también promueve la muerte 

celular de linfocitos (Frumento et al., 2002; Belladonna et al., 2007). Debido a la 

importancia de la VK en la regulación de la respuesta inmune, ésta se ha 

considerado como un mecanismo de inmunoedición en diferentes tipos de cáncer 

incluido el GBM. 

La vía de las kinureninas en glioblastoma. 
El catabolismo del triptófano a través de la VK resulta de particular interés en 

el microambiente tumoral debido a que puede conferir ventajas a las células 

malignas para establecerse y desarrollar un tumor (Prendergast, 2011). En relación 

con esto se han propuesto diferentes hipótesis que resaltan la importancia de la VK 

en cáncer (Prendergast, 2011; Adams et al., 2012): El consumo de triptófano por 

parte de los tumores disminuye la disponibilidad de este aminoácido para los 

linfocitos, por lo que los linfocitos son incapaces de proliferar (Frumento et al., 2002; 

Prendergast, 2011). La producción de metabolitos de la VK con capacidad 

inmunosupresora inhibe la proliferación e induce la muerte de linfocitos T o 

promueve la formación de linfocitos Tregs que favorecen la sobrevivencia del tumor 

(Frumento et al., 2002; Belladonna et al., 2007; Mezrich et al., 2010). Finalmente, la 

expresión de enzimas de la VK mantiene el reservorio de NAD+ necesario para 

cubrir los requerimientos metabólicos de un tumor y favorecer su crecimiento 

(Adams et al., 2012). 



19 
 

IDO ha sido el componente de la VK más estudiado en GBM. IDO se 

sobreexpresa en el tejido tumoral de pacientes con GBM (Wainwright et al., 2012). 

Además, los niveles de expresión de IDO se han asociado con la presencia de altos 

porcentajes de Tregs en el tejido tumoral, así como con la baja sobrevida de los 

pacientes (El Andaloussi et al., 2007; Wainwright et al., 2012). Por otra parte, valores 

del radio l-kyn/triptófano en suero de pacientes con GBM con respecto a sujetos 

sanos se han asociado a la actividad enzimática de IDO presente en los tumores 

(Adams et al., 2014). Otra enzima de la VK descrita en distintos tipos de cáncer, 

incluido GBM, es la TDO (Kudo et al., 2020). Se ha reportado que la expresión de 

TDO en GBM ocurre en condiciones de normoxia, inhibiendo la proliferación de 

linfocitos T; mientras que, en condiciones de hipoxia, la expresión de TDO 

disminuye, restaurando la proliferación de linfocitos T, indicando un papel 

inmunomodulador de TDO (Mohapatra et al., 2019). 

Debido a esto se ha estudiado el impacto del silenciamiento de la expresión 

de IDO y la inhibición farmacológica de IDO en la proliferación e invasividad de 

células tumorales, así como en la formación y crecimiento de tumores en diferentes 

modelos preclínicos de GBM (Li et al., 2014; Hanihara et al., 2016; Sun et al., 2018; 

Ahlstedt et al., 2020; Du et al., 2020). Estos resultados han conducido al uso de 

inhibidores de IDO en pruebas clínicas en pacientes diagnosticados con GBM, sin 

embargo, hasta el momento no se han reportado mejorías en la sobrevida de los 

pacientes con cáncer tratados con inhibidores de IDO (clinicaltrials.gov, 

10/08/2021). Una de las posibles explicaciones a esta falta de resultados puede ser 

la disponibilidad de l-Kyn en circulación dado que el 97% del triptófano que se 
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aprovecha a través de la VK es degradado en el hígado por TDO y sale a circulación 

en forma de l-Kyn (Hayaishi, 1976; Bender, 1982). A pesar de este hecho, la 

participación de enzimas posteriores a la formación de l-kyn y la producción de 

metabolitos de la VK en el ambiente tumoral ha permanecido poco estudiado. 

Recientemente, han empezado a reportarse las expresiones de otras enzimas de la 

VK en cáncer de mama, melanomas y astrocitomas, en donde resalta la asociación 

de KMO con el grado de malignidad y la baja sobrevida de pacientes con diferentes 

tipos de cáncer (Jin et al., 2015; Chiu et al., 2019; Huang et al., 2020; Lai et al., 

2021; Liu et al., 2021a; Liu et al., 2021b); dando pie al estudio más profundo de esta 

vía metabólica, lo que podría ofrecer nuevos marcadores pronóstico para los 

pacientes con GBM y blancos terapéuticos a través de la modulación de la VK. 

Justificación. 
El GBM es un tumor altamente agresivo y letal, que presenta alteraciones 

metabólicas e inmunológicas que permiten la heterogeneidad y el desarrollo de 

resistencia a tratamientos. Entre estos mecanismos, la sobreexpresión de IDO, una 

enzima limitante de la VK, se ha asociado con la baja sobrevida de los pacientes 

con GBM. Sin embargo, el uso de inhibidores de IDO no ha reportado resultados en 

pruebas clínicas y el resto de los componentes de la VK permanece poco explorado 

en GBM a pesar de conocer que los metabolitos de esta vía tienen propiedades 

inmunomoduladoras. Debido a esto, la evaluación del consumo de metabolitos de 

la VK y la expresión de enzimas de la VK como KMO, podría ofrecer mejor 

información del papel que juega la VK en el GBM. 
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Hipótesis. 
Si las células malignas de GBM presentan expresión de KMO, entonces se 

podrán estar produciendo moléculas que impactan en la inmunomodulación en 

GBM. 

Objetivos. 

Objetivo general.  
Determinar si la expresión aberrante de KMO está involucrada en la 

inmunomodulación a través de la generación de metabolitos inmunosupresores en 

GBM. 

Objetivos particulares. 

− Evaluar el consumo de l-kyn in vitro en astrocitos, líneas celulares de glioma 

murino C6 y Rg2, y líneas celulares humanas de GBM A172, LN18, U87 y 

U373. 

− Evaluar la producción de KYNA y 3-HK in vitro en astrocitos, líneas celulares 

de glioma murino C6 y Rg2, y líneas celulares humanas de GBM A172, LN18, 

U87 y U373. 

− Determinar la actividad enzimática de KAT y KMO en astrocitos, líneas 

celulares de glioma murino C6 y Rg2, y líneas celulares humanas de GBM 

A172, LN18, U87 y U373. 

− Cuantificar la expresión de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) y proteína 

de KMO en, líneas celulares de glioma murino C6 y Rg2, y líneas celulares 

humanas de GBM A172, LN18, U87 y U373. 
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− Evaluar los niveles de KYNA y 3-HK, así como la actividad de KAT y KMO en 

tumores de 10 y 20 días de desarrollo en un modelo in vivo de implante 

intracraneal. 

− Cuantificar las poblaciones infiltrantes de tumor, macrófagos, células NK, 

linfocitos totales, linfocitos T cooperadores, citotóxicos y reguladores, en 

tumores de 10 y 20 días de desarrollo en un modelo in vivo de implante 

intracraneal. 

− Determinar el efecto de los metabolitos de la VK, l-kyn, KYNA, 3-HK, HANA 

y Quin, en la proliferación, ciclo celular e inducción de apoptosis en linfocitos 

T activados con fitohematoglutinina (PHA). 

− Comparar la expresión de las enzimas de la VK, IDO, TDO, KAT, KMO y 

quinolinato fosforribosiltransferasa (QPRT) en tejido no tumoral, astrocitomas 

de bajo grado de malignidad y GBM de muestras de pacientes disponibles 

en bases de datos bioinformáticas de “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) y 

“Genotype-Tissue Expression” (GTEx). 

− Cuantificar la expresión de ARNm y actividad de KMO en muestras de 

pacientes diagnosticados con astrocitomas de diferentes grados de 

malignidad disponibles en el repositorio de muestras del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” (INNN-MVS). 

− Determinar la co-localización de la expresión de KMO en células tumorales 

de origen astrocítico en muestras de pacientes diagnosticados con 

astrocitomas de diferentes grados de malignidad disponibles en el repositorio 

de muestras del INNN-MVS. 
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El diseño experimental de este proyecto se resume en la figura 2. 

 

 
Figura 2. Diseño experimental. 



24 
 

Metodología. 

Modelo in vitro. 

Líneas celulares. 

Se utilizaron las líneas celulares de glioma murino C6 (ATCC CCL-107) y 

Rg2 (ATCC CRL-2433), las líneas celulares humanas de GBM A172 (ATCC CRL-

1620), LN18 (ATCC CRL-2610), U87 (ATCC HTB-14) y U373 (ATCC HTB-17), 

todas las líneas celulares fueron adquiridas de la compañía ATCC (Manassas, VA, 

EUA). Las células se cultivaron con medio “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” 

(DMEM, ThermoFisher, Waltham, MA, EUA) suplementado con suero fetal bovino 

(SFB, ThermoFisher) al 10% y estreptomicina/ampicilina (ThermoFisher) al 1% en 

botellas de cultivo de 75 cm2, y se mantuvieron en una incubadora a 37 °C y una 

atmósfera con 5% de dióxido de carbono (CO2). Las principales características de 

las líneas celulares se resumen en la tabla 1. 

Cuando las células alcanzaron entre el 80% y el 90% de confluencia en la 

superficie de la botella de cultivo se retiró el medio de cultivo y se enjuagaron las 

células con amortiguador de fosfatos (PBS) 1× y se adicionó solución de 

tripsina/ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0.5% para despegar las células. 

Una vez resuspendidas las células, se sembraron en botellas de cultivo nuevas con 

medio de cultivo fresco o se prepararon para los ensayos de consumo de l-kyn. 

Cultivo primario de astrocitos. 

Para el cultivo de astrocitos se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) de la cepa 

Wistar neonatas de 1 a 3 días post-nacimiento. En condiciones de esterilidad, las 

crías se sacrificaron por decapitación y se extrajo el cerebro. El cerebro se enjuagó 

con PBS 1× y se maceró con el émbolo de una jeringa de 10 mL. Posteriormente, 



25 
 

se adicionó medio de cultivo DMEM suplementado con SFB al 10% y 

estreptomicina/ampicilina al 1%. El homogenizado cerebral resuspendido en medio 

de cultivo se depositó en botellas de cultivo de 75 cm2 y se permitió la adherencia 

de células en una incubadora a 37 °C con una atmósfera al 5% de CO2 durante una 

semana. Luego de una semana, se retiró el medio de cultivo con las células en 

suspensión, se enjuagó con PBS 1× y se adicionó medio de cultivo fresco. Las 

células adheridas después de la primera semana son astrocitos. 

Cuando los astrocitos alcanzaron entre el 80% y el 90% de confluencia en la 

superficie de la botella de cultivo se retiró el medio de cultivo y se enjuagaron las 

células con PBS 1× y se adicionó solución de tripsina/EDTA al 0.5% para despegar 

las células. Una vez resuspendidas las células, se sembraron en botellas de cultivo 

nuevas con medio de cultivo fresco o se prepararon para los ensayos de consumo 

de l-kyn. 

Cultivo de células mononucleares. 

Las células mononucleares se obtuvieron del bazo de ratas de cepa Wistar 

adultas con un peso de 250 g. Los animales se sacrificaron con una sobredosis de 

pentobarbital sódico. En condiciones de esterilidad, se extrajo el bazo y se enjuagó 

con PBS 1×. Se maceró el bazo con el émbolo de una jeringa de 10 mL y se 

adicionaron 5 mL de PBS 1×. 

La suspensión de esplenocitos se adicionó suavemente a tubos de centrífuga 

previamente adicionados con 5 mL de Ficoll-Histopaque (ThermoFisher). De este 

modo se obtuvo una mezcla con dos fases de diferente densidad, la fase inferior de 

Ficoll-Histopaque y la fase superior con la suspensión de esplenocitos. Los tubos 
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se centrifugaron a 2,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 25 minutos. 

Posteriormente, se colectaron las células mononucleares localizadas en una fase 

intermedia formada tras la centrifugación. Las células mononucleares se enjuagaron 

con PBS 1× y se centrifugaron a 2,500 rpm durante cinco minutos. Se ajustó el 

número de esplenocitos a 1×106 células/100 µL. Se sembraron 1×105 células 

mononucleares por pozo en placas de cultivo de 24 pozos con medio de cultivo 

DMEM suplementado con SFB al 10% y estreptomicina/ampicilina al 1%. Las 

células se mantuvieron a 37 °C y una atmósfera con 5% de CO2. 

 
Tabla 1. Principales características genéticas de las líneas celulares utilizadas. 
Línea celular Alteraciones genéticas (Schlegel et al., 1999; 

Patil et al., 2015; ATCC) 
C6 P53 silvestre 

Locus P16/CDKN2A/INK4A mutado 
Amplificación de retinoblastoma (RB) 
Amplificación del receptor del factor de 
crecimiento epidermal (EGFR) 
Isocitrato deshidrogenasa silvestre (IDHwt) 

Rg2 Amplificación de RAS 
Amplificación de ERBB3/HER3 

A172 P53 mutado 
Deleción de fosfatidil inositol-3, 4, 5-trifosfato 3-
fosfatasa (PTEN) 
IDH mutado (IDHm, no reportado) 

LN18 P53 mutado 
PTEN mutado 
Deleción del cromosoma p16 
IDHwt 

U87 Neurofibromatosis-1 (NF1) mutado 
IDHwt 

U373 P53 mutado 
PTEN mutado 
NF1 mutado 
Amplificación de EGFR 
IDHwt 

Astrocitos P53 silvestre 
PTEN silvestre 
NF1 silvestre 
IDHwt 
Expresión de kinurenina aminotransferasa 
(KAT) 
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Consumo y producción de metabolitos de la vía de las kinureninas. 

Consumo de l-kyn. 

El consumo de l-kyn y la producción de metabolitos de la VK se realizó en las 

líneas celulares de glioma murino, las líneas celulares humanas de GBM y los 

astrocitos derivados del cultivo primario. Brevemente, 1×105 células se 

suspendieron en PBS 1× y se adicionó l-kyn a una concentración final de 100 µM. 

Las células se incubaron durante dos horas a 37 °C. Posteriormente, las células se 

lisaron en un ultrasonicador durante 10 segundos, se adicionaron 40 µL de ácido 

perclórico al 6% y se centrifugaron las muestras a 13,500 rpm durante 20 minutos. 

Se colectó el sobrenadante y se almacenó a -20 °C para la cuantificación de 

metabolitos de la VK. 

Cuantificación de l-kyn. 

La determinación de los metabolitos de la VK, l-kyn, KYNA y 3-HK, se realizó 

por medio de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) de fase reversa. Para 

la cuantificación de l-kyn, se inyectaron 50 µL de muestra a un flujo constante de 1 

mL/min en fase móvil (acetato de zinc 250 mM y acetato de sodio 50 mM con pH 

6.2) a través de una columna de fase reversa “Eclipse XDB 18C (4.6 mm × 250 mm 

(5 µm); Agilent, Santa Clara, CA, EUA)”, l-kyn se detectó por fluorescencia a 368 

nm de excitación/480 nm de emisión con un tiempo de retención de 10 minutos. La 

cantidad de l-kyn detectada se normalizó con la concentración de proteína, 

determinada por el método de cuantificación de proteína de Lowry. Los datos se 

expresaron como porcentaje de l-kyn restante en cada línea celular. 
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Cuantificación de KYNA. 

Para la determinación de los niveles de KYNA, se inyectaron 50 µL de 

muestra a un flujo constante de 1 mL/min en fase móvil (acetato de zinc 250 mM y 

acetato de sodio 50 mM con pH 6.2) a través de una columna de fase reversa 

“Eclipse XDB 18C”, KYNA se detectó por fluorescencia a 344 nm de excitación/398 

nm de emisión con un tiempo de retención de 7.2 min. La cantidad de KYNA 

detectado se normalizó con la concentración de proteína. Los datos se expresaron 

como fmoles de KYNA por miligramo de proteína. 

Cuantificación de 3-HK. 

Para la determinación de 3-HK, 100 µL de muestra se inyectaron a un flujo 

constante de 0.5 mL/min en fase móvil (ácido fosfórico 0.59%, acetonitrilo 1.5%, 

trietilamina 0.9%, EDTA 0.27 mM y ácido heptanosulfónico 8.9 mM) a través de una 

columna de fase reversa “Adsorbosphere Catecholamine C18 (4.6 mm × 100 mm 

(3µm); Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, EUA)”. 3-HK se detectó con un 

voltaje de oxidación de 0.5 V, un rango de 1 nA y un filtro de 0.1 Hz. La cantidad de 

3-HK detectada se normalizó con la concentración de proteína. Los datos se 

expresaron como nmoles de 3-HK por miligramo de proteína. 

Actividad de KAT. 

Las células se suspendieron en amortiguador de lisis (Amortiguador Tris-

base 0.5 M, pH 8, piridoxal-5-fosfato (P5P) 50 µM, 2-mercaptoetanol 10 mM) y se 

lisaron en un ultrasonicador durante 10 segundos. Las muestras se incubaron con 

la mezcla de reacción (l-kyn 100 µM, P5P 80 µM, piruvato de sodio 1 mM, 

amortiguador Tris-base 150 mM, pH 7.4) durante dos horas a 37 °C. Posteriormente, 

se adicionaron 20 µL de ácido perclórico al 50% y 1 mL de HCl 0.1 N para detener 
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la reacción. Se centrifugaron las muestras a 13,500 rpm durante 20 minutos y se 

colectó el sobrenadante para la cuantificación de KYNA. Se determinaron los niveles 

de KYNA por HPLC con el método descrito anteriormente y se normalizaron con la 

concentración de proteína. Los resultados se expresaron como fmoles de KYNA por 

miligramo de proteína por hora. 

Actividad de KMO. 

Las células de las diferentes líneas celulares se lisaron en un ultrasonicador 

durante 10 segundos. Posteriormente, se incubó con el amortiguador de reacción 

(NADPH 1 mM, G6P 3 mM, G6PDH 1 U/mL y l-kyn 100 µM), durante dos horas a 37 

°C. Posteriormente, se adicionó ácido perclórico al 6% para precipitar las proteínas 

y se centrifugaron las muestras a 13,500 rpm durante 20 min. Los sobrenadantes 

se colectaron para la cuantificación de 3-HK por HPLC con el método descrito 

anteriormente. Los niveles de 3-HK detectados se normalizaron con la 

concentración de proteína de cada muestra. Los resultados se expresaron como 

nmoles de 3-HK por miligramo de proteína por hora. 

Expresión de ARNm de KMO. 

La cuantificación de la expresión de ARNm de KMO en las líneas celulares 

de glioma murino, líneas celulares humanas de GBM y astrocitos primarios, se 

realizó por la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-

qPCR). 

Para aislar el ARNm, se colectaron 2×106 células en 400 µL de TRIzol 

(Thermo Fisher Scientific) y se incubaron a 4 °C durante 30 minutos. Posteriormente 

se adicionaron 250 µL de cloroformo al 100%, se agitó la mezcla en un vórtex 

durante 10 segundos y se incubó en hielo durante 5 minutos. Las muestras se 
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centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, después, se recuperó la fase 

acuosa formada por la centrifugación en tubos de centrífuga nuevos y se 

adicionaron 250 µL de isopropanol al 100% frío y se mezcló por inversión para 

precipitar los ácidos nucleicos. Se incubaron las muestras en hielo durante 5 

minutos. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 10,000 rpm durante 15 

minutos a 4 °C y se descartó el sobrenadante. Se adicionaron 500 µL de etanol al 

80%, se centrifugaron las muestras a 10,000 rpm durante 5 minutos y se descartó 

el sobrenadante; este paso se realizó dos veces. Finalmente, se secó el botón con 

ARNm a temperatura ambiente y se disolvió en 35 µL de agua estéril, libre de ácido 

desoxirribonucleotidasa (ADNasa) y ácido ribonucleotidasa (ARNasa). 

Para la síntesis de ácido desoxirribonucléico (ADN) complementario (ADNc), 

se utilizó el kit “First Strand cDNA synthesis kit” (OriGene, NP100042, Rockville, MD, 

EUA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, el ADNc se almacenó a -20 

°C hasta su uso en la RT-qPCR. Se utilizó el kit “SensiFAST SYBR Master Mix - Lo-

ROX” (OriGene, QP100016S) para la determinación de la expresión de KMO por 

RT-qPCR de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El par de cebadores para 

qPCR de KMO humana (OriGene, HP207154), mientras que el par de cebadores 

para qPCR de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa humana (GAPDH) 

(OriGene, HP205798) se utilizó como gen de control de carga. Se utilizó ADN 

extraído de células mononucleares de sangre periférica como estándar para la 

cuantificación del número de copias de ARNm de KMO. Las secuencias pares de 

cebadores utilizados se encuentran en la tabla 2. Los resultados se expresaron 

como número de copias de ARNm de KMO. 
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Tabla 2. Secuencias delantera y reversa de los cebadores de kinurenina 

monooxigenasa (KMO) y gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) 

utilizados para la RT-qPCR.  
Par de cebadores Secuencia 

KMO Humano Delantera: CGGATGCCATCCCTCTAATTGG 

Reversa: TGCATCTCCCAGCAGTACACAG 

GAPDH Humano Delantera: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 

Reversa: ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 

 

Expresión de proteína de KMO. 

La determinación de la expresión de proteína de KMO en las líneas celulares 

de glioma murino C6 y Rg2, líneas celulares humanas de GBM A172, LN18, U87 y 

U373, y en astrocitos se realizó mediante citometría de flujo y por 

inmunofluorescencia. 

Para la determinación por citometría de flujo, 1×105 células suspendidas en 

PBS 1× se centrifugaron a 2,000 rpm durante 5 minutos y se descartó el 

sobrenadante. Se adicionaron 200 µL de amortiguador de permeabilización 1× 

(ThermoFisher) y se incubaron las muestras durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. Las células se lavaron con PBS 1× y se centrifugaron a 2,000 rpm durante 

5 minutos y se descartó el sobrenadante. Las muestras se incubaron con 10 µL de 

anticuerpo de conejo anti-KMO 1:100 (Avivas, OAAB05255; San Diego, CA, EUA) 

durante 30 minutos en hielo, posteriormente se lavaron las muestras con PBS y se 

centrifugaron a 2,000 rpm durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante. 

Después, las muestras se incubaron durante 30 minutos con 10 µL de anticuerpo 

secundario anti-conejo conjugado con el fluoróforo Alexa 488 1:200 (Invitrogen, 

A11008; Waltham, MA, EUA). Finalizada la incubación, se lavaron las muestras con 
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PBS 1× y se centrifugaron a 2,000 rpm durante 5 minutos. Las muestras se 

suspendieron en 400 µL de PBS 1× y se determinó la intensidad media de 

fluorescencia (MFI) por célula en un citómetro de flujo FACSCalibur (Beckton 

Dickinson and Company, San José, CA, EUA) en el canal FL1, se adquirieron 

10,000 eventos totales. Los niveles de expresión de proteína de KMO se 

representaron como unidades arbitrarias de MFI. 

Para la inmunofluorescencia, las líneas celulares se sembraron en 

portaobjetos de vidrio divididos en ocho pozos para cultivo celular (3×104 

células/pozo), cuando las células alcanzaron el 90% de confluencia se retiró el 

medio de cultivo y se lavaron las células con PBS 1×. Las células se fijaron y 

permeabilizaron al incubarlas con metanol al 100% frío durante 5 minutos. 

Posteriormente, se retiró el metanol y se adicionaron 200 µL de albúmina sérica 

bovina (ABS) al 1% y se incubó durante 30 minutos. Después, se incubaron las 

células con 20 µL del anticuerpo primario de conejo anti-KMO 1:200 y con el 

anticuerpo primario de ratón anti-proteína glial ácida fibrilar (GFAP) conjugado con 

ficoeritrina (PE) 1:200 (SantaCruz, SC-33673 PE; Santa Cruz, CA, EUA), durante 

30 minutos; se lavaron las células con ABS al 1% durante cinco minutos, tres veces. 

Posteriormente, se incubaron las células con anticuerpo secundario anti-conejo 

conjugado con Alexa 488 1:200. Se lavaron las células con ABS al 1% durante cinco 

minutos, tres veces. Se adicionaron 2 µL de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 

(Vector, H-1500; Burlingame, CA, EUA) y se selló el portaobjetos con un 

cubreobjetos. Se adquirieron fotografías de las células, con filtros rojo, verde y azul 

para fluorescencia, en un microscopio Olympus 1×81 con un aumento de 40×. Las 
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imágenes obtenidas con los tres filtros de fluorescencia de un mismo campo se 

sobrepusieron con el programa Image J. 

Efecto de los metabolitos de la VK en linfocitos activados. 

Proliferación de linfocitos. 

Para la determinación de linfocitos, se utilizó el método de 

carboxifluoresceína succinimidil éster (CFSE; ThermoFisher). Este marcador 

fluorescente, se une a la membrana celular, la intensidad de fluorescencia de CFSE 

por cada célula disminuye de manera proporcional al número de divisiones mitóticas 

que ocurren. 

Los esplenocitos obtenidos por centrifugación diferencial se incubaron con 

CFSE 10 µM durante 30 minutos. Posteriormente se lavaron las células con PBS 

1× y se centrifugó a 2,000 rpm durante 5 minutos. Se ajustó el número de 

esplenocitos a 1×105 células en 200 µL de medio DMEM y se sembraron en placas 

de 24 pozos. Se adicionó PHA (ThermoFisher) a una concentración final de 5 µg/mL 

para inducir la proliferación de linfocitos T. Posteriormente, se adicionaron por 

separado los metabolitos de la VK l-kyn, KYNA, 3-HK, 3-HANA y Quin en 

concentraciones desde 0.2 µM hasta 1,000 µM. Los linfocitos activados en 

presencia de los metabolitos de la VK se incubaron, en obscuridad, durante siete 

días a 37 °C en una atmósfera con 5% de CO2. 

Posterior a la incubación, se determinó la MFI de las células marcadas con 

CFSE en un citómetro de flujo FACSCalibur en el canal FL1, se adquirieron 10,000 

eventos. Los resultados se expresaron como porcentaje de proliferación con 

respecto al control de linfocitos activados en ausencia de los metabolitos de la VK. 
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Ciclo celular. 

La determinación de ciclo celular se realizó por el método de tinción con 

yoduro de propidio. Este marcador fluorescente se une a las moléculas de ácidos 

nucleicos (ADN y ARN). La intensidad de fluorescencia de yoduro de propidio por 

célula es directamente proporcional a la cantidad de ADN que cada célula contiene, 

siendo un indicador de la fase del ciclo celular en la que se encuentra. 

Los esplenocitos obtenidos por centrifugación diferencial se ajustaron a 

1×105 células en 200 µL de medio DMEM y se sembraron en placas de 24 pozos. 

Se adicionó PHA a una concentración final de 5 µg/mL. Posteriormente, se 

adicionaron por separado los metabolitos de la VK l-kyn, KYNA, 3-HK, 3-HANA y 

Quin en concentraciones desde 0.2 µM hasta 1,000 µM. Los linfocitos activados en 

presencia de los metabolitos de la VK se incubaron, durante siete días a 37 °C en 

una atmósfera con 5% de CO2. 

Posterior a la incubación, los esplenocitos se colectaron en tubos de 

centrífuga y se centrifugaron a 2,000 rpm durante 5 minutos. Las células se 

permeabilizaron con amortiguador de citratos (NaH2PO4 0.2 M, ácido cítrico 0.1 M, 

pH 7.8) durante 5 minutos. Se volvieron a centrifugar las muestras a 2,000 rpm 

durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante y el botón celular se suspendió en 

500 µL de PBS 1×. Se adicionó yoduro de propidio (ThermoFisher) a una 

concentración final de 20 µg/mL y 5 UK/mL de ARNasa, las muestras se incubaron 

durante 30 minutos en obscuridad. La MFI del yoduro de propidio en las células se 

determinó en un citómetro de flujo FACSCalibur en el canal FL3, se adquirieron 

10,000 eventos. Se analizaron los histogramas de fluorescencia para determinar las 
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poblaciones en fase S, G1, G2 y sub-G0. Los resultados se expresaron como 

porcentaje de células en fase S, G1, G2 y sub-G0, respectivamente. 

Muerte celular. 

La determinación de la muerte celular se realizó por el método de tinción con 

anexina-V y yoduro de propidio. La anexina-V se une a los residuos de 

fosfatidilserina que se encuentran en la superficie externa de la membrana celular 

de células que se encuentran en proceso de apoptosis, mientras que el yoduro de 

propidio, se une a ácidos nucleicos de células cuya membrana celular y envoltura 

nuclear se encuentra altamente permeabilizada. La combinación de ambos 

marcadores permite diferenciar células viables (sin marca), células en apoptosis 

temprana (marca positiva para anexina-V), células en apoptosis tardía (marca 

positiva para anexina-V y yoduro de propidio) y células necróticas (marca positiva 

para yoduro de propidio). 

Los esplenocitos obtenidos por centrifugación diferencial se ajustaron a 

1×105 células en 200 µL de medio DMEM y se sembraron en placas de 24 pozos. 

Se adicionó PHA a una concentración final de 5 µg/mL. Posteriormente, se 

adicionaron por separado los metabolitos de la VK l-kyn, KYNA, 3-HK, 3-HANA y 

Quin en concentraciones desde 0.2 µM hasta 1,000 µM. Los linfocitos activados en 

presencia de los metabolitos de la VK se incubaron, durante siete días a 37 °C en 

una atmósfera con 5% de CO2. 

Finalizado el tiempo de incubación, los esplenocitos se colectaron en tubos 

de centrífuga y se centrifugaron a 2,000 rpm durante 5 minutos. Las células se 

suspendieron en 200 µL de PBS 1× y se adicionó anexina-V acoplada a 
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isotiocianato de fluoresceína (FITC; ThermoFisher) y yoduro de propidio 

(ThermoFisher), ambos a una concentración final de 5 µg/mL. Se incubaron las 

células durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, en un 

citómetro de flujo FACSCalibur se cuantificó la MFI de FITC en el canal FL1 y la MFI 

de yoduro de propidio en el canal FL3, se adquirieron 10,000 eventos. Se 

clasificaron las poblaciones celulares en “células viables”, “apoptosis temprana”, 

“apoptosis tardía” y “necrosis”. Los resultados se expresaron como porcentaje de 

células en cada una de las poblaciones determinadas. 

 

Modelo in vivo. 

Desarrollo de tumores intracraneales. 

Para el modelo in vivo de desarrollo de tumores se utilizaron ratas (Rattus 

norvegicus) de la cepa Wistar con un peso de entre 200 g y 250 g. Para el implante, 

los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico 30 mg/kg y se colocaron en 

un soporte estereotáxico; se realizó una incisión sobre la piel para descubrir la 

superficie del cráneo y se ubicó la unión de las suturas craneales “Bregma”. Se 

realizó un trépano a una distancia de 3 mm de distancia en el eje anterior y 3 mm 

de distancia del eje lateral derecho con respecto a “Bregma”. Se implantaron 1×105 

células de la línea C6 suspendidas en 2 µL de medio de cultivo a una profundidad 

de 3 mm con respecto a la superficie craneal. El trépano se selló con cera para 

hueso, se desinfectó el área con solución de yodo-lugol y se suturó la incisión 

cutánea. 

Los animales implantados se separaron en dos grupos, 10 y 20 días, de 

acuerdo con el tiempo post-cirugía durante el que se permitió el desarrollo tumoral. 
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Posterior al periodo de tiempo designado, los animales se sacrificaron por 

decapitación, se colectaron muestras de sangre, bazo y tumor. 

Las muestras de tumores se cortaron en piezas pequeñas con una navaja de 

bisturí y se incubaron con colagenasa durante 5 minutos, posteriormente, las 

muestras se filtraron a través de un filtro de 0.75 µm y se llevaron a un volumen final 

de 5 mL con PBS 1×; 1 mL de las muestras de tumores se colectaron y almacenaron 

para la determinación de metabolitos de la VK. El bazo se enjuagó con PBS 1×, se 

maceró con el émbolo de una jeringa, se adicionaron 5 mL de PBS 1×. La 

suspensión de células tumorales y de bazo, y la sangre se añadieron a tubos de 

centrífuga previamente llenados con Ficoll-Histopaque. Las muestras se 

centrifugaron a 2,000 rpm durante 25 minutos, se colectó la fase intermedia rica en 

leucocitos formada por la diferencia de densidades; las muestras de leucocitos se 

utilizaron para la determinación de poblaciones del sistema inmune y, en el caso de 

los leucocitos derivados del tumor, para la determinación de los metabolitos de la 

VK. 

Evaluación de la VK en tumores. 

Las muestras de tumores y de leucocitos derivados de tumores se utilizaron 

para la cuantificación de l-kyn, KYNA y 3-HK, así como para la determinación de la 

actividad de KAT y KMO de acuerdo con los métodos previamente descritos. 

Determinación de poblaciones del sistema inmune. 

Se determinaron las poblaciones de leucocitos totales, linfocitos T 

cooperadores, linfocitos T citotóxicos, macrófagos, células NK y Tregs en las 

muestras de sangre, bazo y tumor. 
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Las fracciones de leucocitos de sangre, bazo y tumor, obtenidas tras la 

centrifugación con Ficoll-Histopaque se llevaron a un volumen final de 200 µL con 

PBS 1×. Las muestras se separaron en seis partes de 30 µL en tubos de citómetro, 

se adicionaron 10 µL de anticuerpo primario 1:100: anti-CD45 conjugado con PE 

(Biolegend, 202207; San Diego, CA, EUA) para leucocitos totales, anti-CD3 

conjugado con PE (BD Pharmingen, 557030; EUA) y anti-CD4 conjugado con FITC 

(BD Pharmingen, 554838) para linfocitos T cooperadores, anti-CD3 conjugado con 

PE y anti-CD8 conjugado con FITC (BD Pharmingen, 554857) para linfocitos T 

citotóxicos, anti-NKR conjugado con FITC (BD Pharmingen, 226444D) para células 

NK y anti-CD11b/c conjugado con PE (Biolegend, 201812) para macrófagos. Para 

la determinación de Tregs, las células se incubaron con amortiguador de 

permeabilización 1× durante 30 minutos; posteriormente, las células se lavaron con 

PBS 1×, se centrifugaron a 2,000 rpm durante 5 minutos y se descartó el 

sobrenadante. Las células se resuspendieron en 10 µL de PBS 1×, se adicionaron 

los anticuerpos primarios 1:100: anti-CD4 conjugado con FITC (Santa Cruz, sc-

70664; Santa Cruz, CA, EUA), anti-CD25 conjugado con PE (BD Pharmingen, 

554866) y anti-FOXP3 conjugado con APC (eBioscience, 557030; EUA). 

Las muestras se incubaron con los anticuerpos respectivos durante 30 

minutos en hielo y obscuridad. Posteriormente, se lavaron las células con PBS 1×, 

se centrifugaron a 2,000 rpm durante 5 minutos y se descartó el sobrenadante. Las 

células se suspendieron en 400 µL de PBS 1× y se adquirieron 10,000 eventos en 

un citómetro de flujo FACSCalibur. Se analizó el marcaje positivo para cada 

combinación de anticuerpos tomando como referencia muestras de leucocitos que 
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no se incubaron con anticuerpos. Los resultados se expresaron como porcentaje de 

leucocitos, linfocitos T cooperadores, linfocitos T citotóxicos, células NK, 

macrófagos y Tregs. 

 

Estudio en muestras derivadas de pacientes. 

Análisis bioinformático. 

Se analizó la expresión de ARNm de las enzimas de la VK: IDO, TDO, KAT, 

KMO y QPRT utilizando una cohorte combinada de las bases de datos disponibles 

de CTGA y GTEx disponibles en la plataforma Xena, utilizando el programa 

GEPIA2. Se incluyeron 207 datos de corteza cerebral, 523 de gliomas de bajo grado 

de malignidad y 171 de GBM. Los resultados se expresaron como transcritos por 

millón de ARNm en cada grupo analizado. 

Además, en el grupo de GBM se analizó el posible impacto de los niveles de 

expresión de KMO en la sobrevida de los pacientes. Los datos de los pacientes de 

GBM se separaron en “KMO baja expresión” y “KMO alta expresión” de acuerdo con 

el nivel de expresión de ARNm de KMO con respecto a la media poblacional de 

GBM. Se comparó la sobrevida de los pacientes separados en estos grupos en una 

curva de Kaplan-Meier. Los resultados se expresaron como la probabilidad de 

sobrevivencia con respecto a los días de seguimiento. 

Muestras de pacientes. 

Se utilizaron muestras obtenidas del repositorio del INNN-MVS de pacientes 

diagnosticados con astrocitomas de diferentes grados de malignidad entre los años 

2013 y 2014, como criterios de inclusión se consideró que las muestras fueran de 

la primera cirugía extractiva del paciente y que los pacientes no hubieran recibido 
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tratamiento previo. El tejido se obtiene a partir de biopsias o cirugías extensivas de 

pacientes atendidos en el INNN-MVS y forman parte del repositorio de muestras del 

INNN-MVS. Se tomaron en cuenta muestras de pacientes almacenadas a -70 °C 

disponibles para la extracción de mRNA y actividad enzimática y que, además, 

contaran con una muestra de el mismo paciente en el departamento de 

Neuropatología para realizar cortes histológicos. En las muestras conservadas a -

70 °C se extrajo mRNA para la cuantificación de la expresión de KMO por RT-qPCR 

y, por otra parte, se evaluó la actividad de KMO por HPLC de acuerdo con los 

métodos descritos anteriormente. Los resultados se expresaron como expresión de 

ARNm de KMO y pmoles de 3-HK por mg de proteína por hora, en muestras control 

y glioma. 

En los cortes histológicos se realizaron inmunotinciones para el marcaje de 

KMO en células tumorales de linaje astrocítico, con marca positiva para GFAP, los 

núcleos celulares se contratiñeron con DAPI, mediante los métodos descritos 

anteriormente. Finalmente, se obtuvieron microfotografías de estas tinciones con un 

microscopio OLYMPUS 1×81. 

Análisis estadístico. 
Los resultados se expresaron como la media ± error estándar de las 

muestras, se compararon los grupos de astrocitomas y líneas celulares con los 

grupos control usando el software GraphPad Prism. Se realizaron pruebas de T de 

Student para comparar las medias entre dos grupos; ANOVA de una vía para 

comparar las medias de tres o más grupos, seguida de prueba de Bonferroni para 

comparar las diferencias con respecto al grupo control; para muestras no 
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paramétricas se utilizó la prueba de Mann-Withney para comparar dos grupos y la 

prueba de Kruskal-Wallis seguida de prueba de Dunn para la comparación de tres 

o más grupos. Los datos con un valor de p<0.05 se consideraron significativamente 

diferentes. 

Resultados. 

Consumo de l-kyn en líneas celulares de glioma murino y líneas celulares humanas 

de GBM. 
Dado que no se ha estudiado por completo la vía de las kinureninas en 

células de glioma y debido a que l-kyn es el metabolito de la VK que cruza barrera 

hematoencefálica en mayor porcentaje, se decidió empezar evaluando su 

catabolismo en las diversas líneas de celulares de GBM. Se analizó el consumo de 

l-kyn en las líneas celulares de glioma murino C6 y Rg2, las líneas celulares 

humanas de GBM A172, LN18, U87 y U373, y se comparó con astrocitos derivados 

de cultivo primario. Las células fueron incubadas con l-kyn durante dos horas y 

posteriormente se cuantificó el porcentaje restante de l-kyn. Todas las líneas 

celulares tumorales consumieron más l-kyn que los astrocitos no malignos de 

manera significativamente diferente (p<0.01), aunque los niveles restantes de l-kyn 

entre las líneas de células tumorales variaron entre sí sugiriendo un metabolismo 

diferencial entre ellas (Figura 3A). De manera simultánea se midieron los niveles de 

KYNA producidos en estos ensayos debido a que se ha reportado que en astrocitos 

se encuentra expresada y activa la enzima KAT, la cual produce KYNA. Debido a 

que se observó que los niveles de l-kyn disminuyeron y este es substrato de KAT, 

lo que esperábamos es que incrementaran de manera considerable los niveles de 

KYNA; sin embargo, en todas las líneas celulares de glioma se observó una 
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disminución en los niveles de KYNA producidos comparados con el cultivo primario 

de astrocitos considerado como control (Figura 3B), a pesar de que el consumo de 

l-kyn fue mayor en células tumorales. Al evaluar la actividad de KAT en estas 

mismas líneas celulares se encontró que la actividad de esta enzima fue mayor en 

las células tumorales C6, LN18 y U373 con respecto a los astrocitos. El resto de las 

líneas celulares no mostró cambios en la actividad con respecto a los astrocitos 

(Figura 3C). De esta forma, se demostró que las células tumorales de GBM 

consumen l-kyn, sin embargo, no producen KYNA en la misma magnitud en que lo 

hace un astrocito no maligno, a pesar de tener la KAT funcional. Esto enfocó el 

trabajo hacia el “brazo largo” de la VK iniciado por la enzima KMO, la cual en 

condiciones fisiológicas no se expresa en astrocitos. 
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Figura 3. Catabolismo de l-kinurenina (l-kyn) en líneas celulares de glioma 
murino y líneas humanas de glioblastoma (GBM). (A) Porcentaje de los 
niveles de l-kyn restante después de la incubación de las líneas celulares de glioma 
murino (C6 y Rg2), las líneas humanas de GBM (A172, LN18, U373 y U87) y cultivos 
primarios de astrocitos (Astro), con l-kyn 100 µM durante dos horas. (B) Niveles de 
ácido kinurénico (KYNA) producidos tras la incubación con l-kyn. (C) Actividad de la 
kinurenina aminotransferasa (KAT) en las líneas celulares y astrocitos primarios. (D) 
Actividad de kinurenina monooxigenasa (KMO) en líneas celulares de glioma murino 
C6 y Rg2 comparada con cultivos primarios de astrocitos. Media±error estándar. 
ANOVA de una vía seguido de prueba de Bonferroni; *p<0.05 con respecto a Astro. 
n=5 

 

Al evaluar la actividad de KMO en las líneas de glioma murino C6 y Rg2 se 

demostró que estas líneas celulares presentaban actividad de esta enzima, 

contrario a los astrocitos primarios en los que no se detectó actividad de KMO 

(Figura 3D). Debido a esto se decidió evaluar la actividad de KMO durante el 

desarrollo de tumores intracraneales en un modelo in vivo. 

Evaluación de KMO en el desarrollo de tumores in vivo e influencia en el infiltrado 

celular. 
En los tumores derivados del implante intracraneal de células C6 la actividad 

de KAT no varió a lo largo del desarrollo de los tumores, además esta actividad fue 

menor que la presentada en homogenados de corteza cerebral de rata, utilizados 

como grupo control (Figura 4A). Por otra parte, se demostró una mayor actividad de 

KMO en las muestras de 10 y 20 días de desarrollo post-cirugía, con respecto a los 

homogenados de corteza cerebral de rata utilizados como grupo control. De manera 

interesante, la actividad de KMO se redujo a lo largo del tiempo de desarrollo 

tumoral (Figura 4B). De manera simultánea analizamos en las muestras de tumores 

intracraneales las poblaciones del sistema inmune infiltrantes del tumor. 
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Figura 4. La vía de las kinureninas durante el desarrollo tumoral.  (A) 
Actividad de kinurenina aminotransferasa (KAT) en tumores intracraneales de 10 y 
20 días de desarrollo comparada con corteza cerebral de rata “C”. (B) Actividad de 
kinurenina monooxigenasa (KMO) en tumores intracraneales de 10 y 20 días de 
desarrollo comparada con corteza cerebral de rata “C”. Media±error estándar. 
ANOVA de una vía seguida de prueba de Bonferroni. ap<0.05 con respecto a C, 
bp<0.05 con respecto a 20 d. n=7. 

 

Se evaluó la presencia de poblaciones de leucocitos totales (CD45+), células 

NK (NKR+), monocitos (CD11b+), linfocitos T CD8+, linfocitos T CD4+, y linfocitos 

Tregs (CD4+/CD25+/FoxP3+) en la masa tumoral. Todas las poblaciones 

analizadas incrementaron su porcentaje dentro del tejido tumoral de 10 a 20 días de 

desarrollo, con excepción de los linfocitos Tregs (Figura 5). Estos resultados indican 

que la disminución en la expresión y actividad de KMO observada en los tumores 

intracraneales no se debe a una reducción en la infiltración de células del sistema 

inmune en el tejido tumoral. Posiblemente, los cambios observados en la expresión 

y actividad de KMO a lo largo del tiempo se deben a mecanismos 

inmunomoduladores ejercidos por las células tumorales. 
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Figura 5. Poblaciones del sistema inmune infiltradas en tumores 
intracraneales. Porcentaje de (A) leucocitos totales (CD45+), (B) monocitos 
(CD11b+), (C) células asesinas naturales (NK, NKR+), (D) linfocitos citotóxicos 
(CD8+), (E) linfocitos T cooperadores (CD4+), (F) linfocitos Treguladores (Tregs, 
CD4+/CD25+/FoxP3+). Media±error estándar. Prueba de T de Student. *p<0.05 con 
respecto a 10 d. n=7. 

 

Impacto de los catabolitos del triptófano en linfocitos T activados. 
Debido a que no está del todo claro el efecto de los metabolitos de la VK en 

los linfocitos, se evaluó el efecto individual de los catabolitos del triptófano, l-kyn, 

KYNA, 3-HK, 3-HANA y Quin, en la capacidad de proliferación, arresto del ciclo 

celular e inducción de muerte celular en linfocitos T activados con PHA. Se encontró 

que todos los metabolitos redujeron entre 33% y 85% el porcentaje de proliferación 

de linfocitos activados a partir de una concentración de 50 µM, siendo l-kyn, KYNA 

y 3-HANA los metabolitos que indujeron la mayor reducción de la proliferación 
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celular con respecto al grupo de linfocitos activados en ausencia de los catabolitos 

(Figura 6). 
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Figura 6. Efecto de los catabolitos del triptófano en la proliferación de 
linfocitos T activados. Porcentaje de proliferación de linfocitos activados 
incubados con l-kinurenina (l-kyn, A), ácido kinurénico (KYNA, B), 3-
hidroxikinurenina (3-HK, C), ácido 3-hidroxiantranílico (3-HANA, D) y ácido 
quinolínico (Quin, E), en concentraciones desde 0.2 µM hasta 1000 µM durante 72 
horas. Media±error estándar. ANOVA de una vía, seguida de prueba de Bonferroni. 
*p<0.05 con respecto a C. n=5. 
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Debido a que la reducción en el porcentaje de proliferación inducida por los 

catabolitos del triptófano se podría deber al arresto del ciclo celular o a la inducción 

de muerte celular, decidimos evaluar ambos parámetros en los linfocitos activados 

con PHA en presencia de los catabolitos estudiados. De esto modo, se observó que 

con los linfocitos activados con PHA, 39.51% de las células se encontraron en fase 

G0/G1, 36.18% de células se encontraron en fase S y 17.04% de células se 

encontraron en fase G2/M; además, 5.36% de los linfocitos activados se encontraron 

en fase sub-G0, indicando cierto porcentaje de muerte celular en condiciones 

basales. Por el contrario, linfocitos que no se activaron con PHA presentaron 

82.13% de células en fase G0/G1, 9.83% de células en fase S y 3.08% de células 

en fase G2/M, así como 2.74% de células en fase sub-G0. Estas cifras indican que 

los linfocitos no activados con PHA permanecen con un arresto del ciclo celular en 

fase G0/G1, mientras que los linfocitos activados con PHA presentan poblaciones en 

todas las fases del ciclo celular (Figura 7). La incubación con los catabolitos del 

triptófano usados [50-500 µM] redujo de manera significativa el porcentaje de 

linfocitos activados con PHA en las fases S y G2/M (Figura 7), mientras que no se 

encontraron cambios significativos en el porcentaje de linfocitos en fase G0/G1 

(Figura 7). Por otro lado, en los linfocitos incubados con los metabolitos de la vía de 

las kinureninas aumentó de manera significativa la población en fase sub-G0, 

indicando un aumento en la muerte celular de los linfocitos en presencia de los 

catabolitos del triptófano (Figura 7). 
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Figura 7. Ciclo celular de linfocitos activados, incubados con los 
catabolitos del triptófano. Porcentaje de linfocitos en fase G0/G1, fase S y fase 
G2/M activados con PHA e incubados con l-kinurenina (l-kyn, A), ácido kinurénico 
(KYNA, B), 3-hidroxikinurenina (3-HK, C), ácido 3-hidroxiantranílico (3-HANA, D) y 
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ácido quinolínico (Quin, E), [50-1,000 µM]. Media±error estándar. ANOVA de una 
vía, seguida de prueba de Bonferroni. *p<0.05 con respecto a linfocitos activados 
con PHA. n=5. 

 

Por otro lado, los metabolitos de la VK utilizados en concentraciones desde 

50 hasta 500 µM redujeron el porcentaje de linfocitos viables, aumentando el 

porcentaje de linfocitos en apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis (Figura 

8). 

l-kyn, 3-HK y 3-HANA presentaron los menores porcentajes de células 

viables. La muerte celular observada en este ensayo corresponde con las 

poblaciones de linfocitos en fase sub-G0 observadas en el ensayo de ciclo celular. 

De este modo, definimos que el catabolismo del triptófano a través de la VK 

se encuentra activo en las diferentes líneas celulares de glioma murino y líneas 

celulares humanas de GBM, aunque en patrones heterogéneos. Además, 

demostramos, in vitro, la actividad de KMO en líneas celulares de glioma murino, la 

cual varía a lo largo del desarrollo de tumores intracraneales in vivo. La disminución 

de KMO a lo largo del desarrollo tumoral se observó de manera inversa al aumento 

de poblaciones del sistema inmune infiltrantes del tumor, lo cual podría deberse a 

la interacción entre células tumorales y el sistema inmune. Finalmente demostramos 

que los metabolitos de la VK impactan en la proliferación, ciclo celular e inducción 

de apoptosis de linfocitos T activados, confirmando la importancia de la VK en la 

modulación de la respuesta inmune. 
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Figura 8. Muerte celular en linfocitos activados incubados con los 
catabolitos del triptófano.  Porcentajes de linfocitos T vivos, en apoptosis 
temprana, apoptosis tardía y apoptosis total previamente activados con PHA e 
incubados con l-kinurenina (l-kyn, A), ácido kinurénico (KYNA, B), 3-
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hidroxikinurenina (3-HK, C), ácido 3-hidroxiantranílico (3-HANA, D) y ácido 
quinolínico (Quin, E), [50-1,000 µM]. Media±error estándar. ANOVA de una vía, 
seguida de prueba de Bonferroni. *p<0.05 con respecto a C. n=5. 

 

Debido a que se encontró la actividad de KMO en líneas celulares de glioma 

murino, se decidió investigar la expresión y actividad de esta enzima en las líneas 

celulares humanas de GBM en las que se había evaluado el consumo de l-kyn 

(A172, LN18, U87 y U373). Además, para resaltar la importancia de KMO y la VK 

en GBM, analizamos la expresión de las enzimas de la VK en modelos 

bioinformáticos así como la expresión y actividad de KMO en muestras de pacientes 

diagnosticados con astrocitomas de diferentes grados de malignidad. 

Expresión y actividad de KMO en líneas celulares humanas de GBM. 
Una vez que se demostró la actividad de KMO en las líneas de glioma murino, 

se evaluó la expresión de la enzima KMO en las líneas humanas de GMB (Figura 

9). Se encontró que en las líneas celulares humanas de GBM hay expresión de 

ARNm y proteína, así como actividad de KMO, aunque en un patrón heterogéneo 

entre las diferentes líneas celulares. 
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Figura 9. Expresión de kinurenina monooxigenasa (KMO) en líneas 
celulares humanas de glioblastoma (GBM). (A) Niveles de ARNm de KMO en 
las líneas celulares humanas de GBM A172, LN18, U87 y U373 por RT-qPCR. (B) 
Niveles de actividad de KMO en astrocitos y líneas celulares humanas de GBM 
A172, LN18, U87 y U373. (C-D) Niveles de expresión de proteína de KMO 
determinados la intensidad media de fluorescencia cuantificada por citometría de 
flujo. Media±error estándar. *p<0.05 basados en la prueba Kruskal Wallis con una 
prueba de Dunn para comparaciones por pares. 

 

La línea A172 presentó los mayores niveles de expresión y actividad de KMO, 

seguida por las líneas LN18, U373 y U87 (Figuras 9 y 10). Es de resaltar la notable 

relación inversa encontrada entre la producción de KYNA y los niveles de expresión 

y actividad de KMO encontrados en las líneas celulares, en donde aquellas células 
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que presentaron una mayor producción de KYNA tuvieron menor expresión y 

actividad de KMO (U373 y U87), mientras que las células que produjeron menores 

niveles de KYNA, presentaron altos niveles de expresión y actividad de KMO (A172 

y LN18; Figuras 3 y 9). Estos resultados demuestran por primera vez la expresión y 

actividad de KMO en células tumorales que se derivaron de un astrocito normal, el 

cual de manera basal no expresa esta enzima. La expresión de KMO en las células 

malignas de GBM puede estar contribuyendo tanto a la producción de metabolitos 

inmunosupresores como 3-HK, 3-HANA y Quin, así como al mantenimiento de la 

actividad metabólica tumoral al permitir la síntesis de NAD+. 
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Figura 10. Localización de kinurenina monooxigenasa (KMO) en líneas 
humanas de glioblastoma (GBM). Imágenes representativas de las 
inmunofluorescencias para verificar la expresión de KMO (verde) en las líneas 
humanas de GBM A172, LN-18, U87 y U373. Se utilizó GFAP (rojo) para marcar a 
las células tumorales y DAPI (azul) para contrateñir los núcleos celulares. 

 

Expresión de las enzimas de la VK en pacientes con astrocitomas. 
Una vez demostrada la expresión y actividad de KMO en líneas celulares 

humanas de GBM, se realizó un análisis bioinformático para analizar el posible 

impacto de la expresión de las enzimas de la VK en muestras de astrocitomas de 

bajo grado de malignidad (ABG) y GBM con respecto a la expresión de estas 

enzimas en corteza cerebral. El análisis bioinformático de la expresión de las 

enzimas de la VK demostró que las enzimas IDO, TDO, KMO y QPRT se encuentran 

sobreexpresadas en muestras de tumores astrocíticos y esta expresión es diferente 

entre los astrocitomas, dependiendo del grado de malignidad. De manera que la 

expresión de IDO, TDO, KMO y QPRT fue significativamente mayor en GBM que 

en el grupo ABG (Figura 11A, 11B, 11D, 11E). Por otra parte, la expresión de KAT 

fue mayor en el grupo ABG con respecto al tejido no tumoral y al GBM (Figura 11C). 

Finalmente, el grupo de datos de GBM se separó de acuerdo con los niveles de 

expresión de KMO en “baja expresión” y “alta expresión”, y se analizó la sobrevida 

de estos grupos en una gráfica Kaplan-Meier. Se encontraron diferencias 

significativas en la mediana de sobrevida de manera que el grupo con alta expresión 

de KMO presentó menor sobrevida que el grupo de baja expresión de KMO (Figura 

11F). 

Estos resultados resaltan la importancia de la expresión de KMO como un 

factor que influye en la esperanza de vida de los pacientes diagnosticados con GBM 
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por lo que el siguiente paso de este estudio fue analizar la expresión y actividad de 

KMO en muestras de pacientes diagnosticados con astrocitomas de diferentes 

grados de malignidad encontradas en el repositorio de muestras y el departamento 

de Neuropatología del INNN. 

 

Figura 11. Análisis bioinformático de la expresión de las enzimas de la vía 
de las kinureninas (VK) en astrocitomas. (A-E) Niveles de expresión de mRNA 
de indolamina dioxigenasa (IDO), triptófano dioxigenasa (TDO), kinurenina 
aminotransferasa (KAT), kinurenina monooxigenasa (KMO) y quinolinato 
fosforribosiltransferasa (QPRT) en corteza cerebral, astrocitomas de bajo grado 
(ABG) y glioblastoma (GBM). (F) Comparación de la sobrevida de pacientes con 
GBM clasificados por altos niveles de expresión de KMO y bajos niveles de 
expresión de KMO. *p<0.01 con respecto a Corteza cerebral, prueba de Kruskal-
Wallis seguida de prueba de Dunn. 

 

De las muestras de pacientes cedidas por el repositorio del INNN se contó 

con dos muestras de astrocitoma grado 2, una muestra de astrocitoma grado 3, seis 
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muestras de GBM, además, se utilizó la muestra de un paciente diagnosticado con 

esclerosis mesial como tejido no tumoral y la muestra de un paciente diagnosticado 

con metástasis de carcinoma de tiroides como tejido tumoral no astrocítico, las 

características clínicas y demográficas de los pacientes se resumen en la tabla 3. 

Se encontró que los niveles de expresión de mRNA de KMO son significativamente 

mayores en las muestras de astrocitomas (grados 2, 3 y GBM) con respecto al grupo 

de no astrocitomas (Figura 12A), sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas en la actividad de KMO entre los grupos estudiados (Figura 12B). 

 

Tabla 3. Características clínicas y demográficas de los pacientes cuyas muestras 

fueron analizadas en este estudio. 
 Padecimiento 

neurológico 
Tumor de 

cerebro (no 
astrocitoma) 

Astrocitoma de 
bajo grado  
(Grado 2) 

Astrocitoma de 
alto grado  
(Grado 3-4) 

n 6 1 2 7 

Diagnóstico  Esclerosis 
mesial (16%) 
 
Esquizofrenia 
(16%) 
 
Parálisis facial 
(16%) 
 
Epilepsia 
(50%) 
 

Metástasis 
de carcinoma 
tiroideo (100%) 

Astrocitoma difuso 
(100%) 

Astrocitoma 
anapláscico 
(14%) 
 
Glioblastoma 
multiforme 
(86%) 

Sexo 
(Masculino%/Femenino%) 

50/50 0/100 0/100 43/57 

Edad (años) 
Media ± D.E. 

Min-Max 

 
32±19 
20-64 

 
40 
40 

 
47±7 
42-53 

 
58±12 
23-75 

Sobrevivencia (días) 
Mediana 

 
-- 

 
242 

 
1298 

 
137 
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Figura 12. Expresión de kinurenina monooxigenasa (KMO) en gliomas. (A) 
Niveles de expresión de mRNA de KMO en muestras de pacientes diagnosticados 
con glioma y pacientes sin tumores astrocíticos. (B) Actividad de KMO en muestras 
de pacientes diagnosticados con glioma y pacientes sin tumores. *p<0.05 respecto 
al grupo control, prueba de Mann-Withney. n=6/8. 

 

Finalmente, realizamos un análisis por inmunofluorescencia de los cortes 

histológicos de los pacientes utilizados, para demostrar que la expresión y actividad 

de KMO era debida a los astrocitos transformados y no al infiltrado celular. Como 

se observa en la figura 13, la expresión de KMO en los astrocitomas de diferentes 

grados de malignidad se encuentra en células de linaje astrocítico que expresan 

GFAP; de manera contraria a los astrocitos no malignos presentes en la muestra 

del paciente con esclerosis mesial en el cual la expresión de KMO se encuentra en 

células no marcadas con GFAP, mientras que en la muestra del paciente con 

metástasis de carcinoma de tiroides se encontró la expresión de KMO y la ausencia 

de células de linaje astrocítico GFAP+ (Figura 13); sin embargo, en las muestras de 

GBM se distinguieron células no astrocíticas, GFAP-, que expresan KMO indicando 
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que células infiltradas en el tejido tumoral contribuyen con la expresión de KMO. 

Estos resultados corroboran lo encontrado en las líneas celulares humanas de 

GBM, demostrando que la expresión de KMO ocurre en las células tumorales que 

componen a los astrocitomas, además los niveles de expresión de esta enzima son 

mayores en astrocitomas que en tejidos no tumorales. 
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Figura 13. Localización de kinurenina monooxigenasa (KMO) en tejido 
tumoral. Imágenes representativas de tinciones de hematoxilina/eosina e 
inmunofluorescencias para la localización de KMO (verde), GFAP (rojo) y núcleos 
(azul) en cortes histológicos de muestras de pacientes diagnosticados con 
astrocitomas de diferentes grados de malignidad. Se utilizó la muestra de un 
paciente diagnosticado con esclerosis mesial como tejido no tumoral y la muestra 
de un paciente diagnosticado con metástasis de carcinoma de tiroides como tejido 
tumoral no astrocítico. 

 

Discusión. 
Recientemente, el catabolismo del triptófano a través de la VK ha recibido 

atención en diferentes tipos de cánceres debido a su capacidad para modular el 

entorno inmunológico del tumor. Específicamente, la expresión de IDO se ha 

relacionado con GBM, pero el resto de la vía permanece poco explorado en esta 

patología. La relevancia de VK en GBM está relacionada con el hecho de que la 

kinurenina, el producto de oxidación del triptófano cruza predominantemente la 

barrera hematoencefálica y puede ser degradada por ambas ramas de la VK en el 

SNC, dando lugar a metabolitos inmunomoduladores que pueden favorecer un 

ambiente inmunosupresor en GBM. Este estudio demuestra por primera vez que 

KMO, una enzima crítica de la VK expresada en la microglía en el SNC, se expresa 

y es activa en los astrocitomas. 

En este trabajo se demostró la capacidad de consumo de l-kyn, y su 

aprovechamiento a través ambas ramas de la VK, mediante la actividad de KAT y 

KMO, en diferentes líneas celulares de glioma murino y líneas celulares humanas 

de GBM (Figuras 3 y 9). Todas las líneas celulares de glioma utilizadas consumieron 

con mayor velocidad l-kyn, comparando con el cultivo primario de astrocitos, aunque 

se reveló un patrón heterogéneo entre las diferentes líneas celulares tumorales. Sin 
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embargo, las células tumorales produjeron una menor cantidad de KYNA, a pesar 

de consumir una mayor proporción de l-kyn y de ser células con linaje astrocítico, lo 

cual nos sugería que tendría una alta expresión y actividad de KAT (enzima 

encargada de la producción de KYNA). Al no observar una mayor producción de 

KYNA tras el alto consumo de l-kyn, se evaluó la actividad de KAT. Las líneas 

celulares Rg2 y U87 mostraron tener actividad de KAT similar a la encontrada para 

el cultivo de astrocitos, mientras que el resto de las líneas de glioma mostraron una 

actividad significativamente más alta que los astrocitos; la discordancia entre la 

producción de KYNA y la actividad de KAT llevó a la idea de que hubiera otra enzima 

capaz de utilizar a l-kyn como sustrato. En este caso, KMO es la enzima que da 

lugar al “brazo largo” de la VK y que tiene una afinidad mayor por l-kyn que KAT, 

KmKMO = 2µM vs. KmKAT = 4.7 mM (Han et al., 2008; Lowe et al., 2014; Hutchinson 

et al., 2017), por lo que se evaluó la actividad de KMO en las líneas celulares 

murinas C6 y Rg2, encontrando que, a diferencia de los astrocitos, las células 

tumorales presentan actividad de KMO (Figura 3). A partir de este hallazgo se 

determinó la expresión y actividad de KMO en las líneas celulares humanas de GBM 

y se encontró un patrón, A172>LN18>U373>U87, tanto para la expresión como la 

actividad de KMO (Figura 9). Nuestros resultados confirman la expresión de ARNm 

de KMO en líneas celulares de GBM observada en diferentes reportes (Riess et al., 

2020; Palanichamy et al. 2016). Además, esta es la primera vez que se comprueba 

la actividad de KMO en células de GBM, demostrando que esta enzima es 

completamente funcional en células tumorales derivadas de astrocitos 

transformados y que da pie a la rama de la VK cuyo producto final es la síntesis de 

NAD+, así como a la producción de metabolitos tóxicos para células del sistema 
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inmune (Figuras 6, 7 y 8; Frumento et al., 2002; Belladonna et al., 2007). Por lo que 

la actividad de KMO en células tumorales podría conferir de ventajas tanto 

metabólicas como inmunomoduladoras. 

Aunado a lo anterior, se observó una relación inversa entre la expresión y 

actividad de KMO con la producción de KYNA tras la incubación de las líneas 

celulares con l-kyn, siendo que las células A172 que presentaron mayores niveles 

de expresión y actividad de KMO, produjeron menor nivel de KYNA, mientras que 

las células U87, que presentaron menor expresión y actividad de KMO, son las que 

produjeron mayores niveles de KYNA (Figuras 3 y 9). Tal diversidad en el consumo 

de l-kyn y la expresión de KMO se ha reportado en diferentes líneas celulares de 

cáncer de pulmón y de GBM, en dicho trabajo las líneas celulares humanas de GBM 

LN18 y U87 coinciden con las utilizadas en el presente trabajo en el que las células 

LN18 consumieron más l-kyn y presentaron mayor expresión de KMO que las 

células U87 (Palanichamy et al., 2016). En este caso, se atribuyó la acumulación de 

l-kyn y la baja expresión de KMO en células U87 con una mayor capacidad 

inmunomoduladora al favorecer el aumento de l-kyn y KYNA, ligandos de los 

receptores GPR35 y AHR, asociados con la diferenciación de linfocitos 

cooperadores hacia linfocitos Tregs (Wang et al., 2006; Mezrich et al., 2010; 

Palanichamy et al., 2016). 

Debido a la heterogeneidad presente en GBM no se puede descartar el hecho 

de que ambas situaciones ocurran paralelamente, células tumorales con alta 

expresión de KMO y consumo de l-kyn y células tumorales con baja expresión de 
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KMO y consumo de l-kyn, coexistan en el mismo escenario, explotando el 

catabolismo del triptófano para diferentes fines. 

En el modelo in vivo de desarrollo de tumores intracraneales se observó la 

disminución de la actividad de KMO con respecto al tiempo mientras que la actividad 

de KAT no varió (Figura 4). Sin embargo, el aumento observado en las poblaciones 

de leucocitos, monocitos, células NK, linfocitos T citotóxicos y cooperadores en el 

tejido tumoral a lo largo del tiempo demuestra que la disminución en la expresión y 

actividad de KMO en tumores no se debe a la pérdida de poblaciones infiltrantes del 

tumor (Figura 5). Se ha reportado que las poblaciones del sistema inmune 

asociadas a tumor en GBM, principalmente TAMs y MDSCs expresan altos niveles 

de IDO, contribuyendo con la formación del ambiente inmunosupresor (Terness et 

al., 2002; Ochs et al., 2013; Ribechini et al., 2017; Zhai et al., 2017). Sin embargo, 

no se ha estudiado la expresión de KMO en estas poblaciones infiltrantes del tumor. 

Se sugiere que los cambios en la expresión y actividad de KMO en células tumorales 

y poblaciones infiltrantes del tumor podrían deberse a cambios en el ambiente de 

citocinas dentro del tumor, esto debido a que la expresión de enzimas de la VK 

como KMO, IDO y QPRT, son inducibles por la presencia de citocinas pro-

inflamatorias como interferón-γ (IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) 

(Brooks et al., 2016; Ueland et al., 2017), mientras que el establecimiento de 

ambientes anti-inflamatorios que promueven la tolerancia del sistema inmune hacia 

las células tumorales disminuye la expresión de enzimas como IDO y QPRT en 

macrófagos (Minhas et al., 2019), favoreciendo la diferenciación de estas 

poblaciones hacia fenotipos tolerogénicos (Minhas et al., 2019). Más estudios son 
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necesarios para encontrar asociaciones entre los cambios en la expresión y 

actividad de KMO con la producción de citocinas pro- y anti-inflamatorias y la 

inducción de tolerancia o anergia en diferentes poblaciones del sistema inmune. 

Los datos observados en las líneas celulares tumorales in vitro e in vivo 

señalan la importancia de KMO y su impacto en la modulación de la respuesta 

inmune en el ambiente del GBM, por lo que se exploró el impacto de la expresión 

de las enzimas de la VK en pacientes diagnosticados con astrocitomas de diferentes 

grados de malignidad. En el contexto de los astrocitomas, las enzimas de la VK más 

estudiadas han sido IDO y TDO, demostrando que estas enzimas se encuentran 

sobreexpresadas en el tejido tumoral de manera directamente proporcional al grado 

de malignidad, la presencia de linfocitos Tregs y con la baja sobrevida de los 

pacientes (Wainwright et al., 2012; Du et al., 2020). Los resultados obtenidos del 

análisis bioinformático demostraron que las enzimas de la VK: IDO, TDO, KMO y 

QPRT se sobreexpresan de manera proporcional al grado de malignidad en tejido 

tumoral de astrocitomas con respecto a datos de corteza cerebral, por otra parte, la 

expresión de KAT fue mayor en astrocitomas de bajo grado de malignidad que en 

corteza cerebral y que en GBM (Figura 11). Además, separando los datos de los 

pacientes en “baja expresión” y “alta expresión” de acuerdo con la media de la 

expresión de KMO, encontramos que los pacientes con niveles de KMO por arriba 

de la media de expresión presentaron menor tiempo de sobrevida que aquellos 

pacientes con niveles de KMO menores que la media de expresión de esta enzima, 

sugiriendo que el nivel de expresión de KMO puede ser un indicador pronóstico en 

pacientes con GBM (Figura 11). Este tipo de estudios bioinformáticos se han 
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realizado para estudios de cáncer de mama, demostrando que la expresión de KMO 

está amplificada, mientras que no se encontraron cambios en la expresión de KAT 

en cáncer de mama; además, los niveles de expresión de KMO están directamente 

relacionados con el grado de malignidad de tumores de cáncer de mama y de 

cáncer de mama triple negativos (Huang et al., 2020). A partir de análisis 

bioinformáticos, también se ha descrito el impacto de la expresión de KMO en la 

sobrevida de pacientes con cáncer colorrectal y de cáncer de mama, demostrando 

que los altos niveles de expresión de KMO influyen en la baja sobrevida de los 

pacientes (Lai et al., 2021; Liu et al., 2021a). 

Por otra parte, la evaluación de muestras de tumores astrocíticos derivadas 

de pacientes del INNN-MVS, demostró que los niveles de expresión de ARNm de 

KMO son mayores en las muestras de gliomas que en las muestras de tejido no 

tumoral, si bien en la actividad de KMO se observó una tendencia similar a la 

expresión de ARNm, las diferencias no fueron estadísticamente significativas 

(Figura 12). Esto indica la heterogeneidad en la actividad de esta enzima como se 

observó entre las diferentes líneas celulares humanas de GBM, sin embargo, un 

estudio más amplio en una población mayor podrá aclarar el panorama de la 

expresión y actividad de KMO en la población mexicana diagnosticada con GBM y 

tumores astrocíticos. 

Las inmunotinciones realizadas en las muestras de los pacientes confirmaron 

la expresión de KMO en células de linaje astrocítico, GFAP+ (Figura 13), indicando 

que durante el proceso de carcinogénesis, astrocitos transformados que, de manera 

basal sólo expresan KAT, empiezan a expresar KMO, lo que confiere ventajas tanto 
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metabólicas como inmunomoduladoras que permiten el establecimiento de un 

tumor, esto contrasta con la tinción realizada en la muestra de un paciente 

diagnosticado con esclerosis mesial en la que la expresión de KMO no co-localizó 

con los astrocitos marcados con GFAP. Por otra parte, en las muestras de tumores 

también se observó la expresión de KMO en células no astrocíticas, GFAP-, que 

bien pudieran ser parte del infiltrado celular presente en el tejido tumoral y que 

contribuye con la expresión y actividad de KMO en el microambiente del GBM 

(Figura 13). 

El impacto de la expresión de KMO en diferentes tipos de cáncer ha 

empezado a cobrar importancia, desde que se ha reportado recientemente que 

KMO se encuentra sobreexpresada en tumores de glándula mamaria y melanomas 

caninos, esta expresión se relaciona directamente con el grado de malignidad y la 

baja sobrevida de los individuos con tumores caninos (Chiu et al., 2019; Liu et al., 

2021b). La misma tendencia se ha reportado en líneas celulares humanas y en 

tumores de pacientes humanos de cáncer colorrectal, cáncer de mama y cáncer de 

mama triple negativo, confirmando los datos bioinformáticos observados en las 

bases de datos del “Cancer Genome Atlas” (Huang et al., 2020; Lai et al., 2021; Liu 

et al., 2021a).  

A pesar de que en este trabajo no se determinó el mecanismo a través del cual las 

células tumorales de GBM empiezan a expresar KMO, se ha hipotetizado que la 

respuesta inmune anti-tumoral durante las primeras etapas del establecimiento de 

un tumor influye en la sobreexpresión de enzimas de la VK (Prendergast, 2011; 

Adams et al., 2012). Esto se debe a que citocinas pro-inflamatorias como INF-γ o 
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TNF-α son inductoras de la expresión de IDO y KMO, por lo que las células 

tumorales que hayan sobrevivido a la eliminación por parte de la respuesta inmune 

pro-inflamatoria están expuestas a un ambiente de citocinas que les permite 

expresar estas enzimas de la VK (Connor et al., 2008; Prendergast, 2011; Adams 

et al., 2012; Brooks et al., 2016; Ueland et al., 2017). Por otra parte, en muestras de 

cáncer de mama se observó la correlación entre la expresión de KMO y genes 

relacionados con respuestas inflamatorias dentro del tejido tumoral, lo que podría 

estar contribuyendo a la malignidad de las células tumorales (Tsang et al., 2021). 

Es posible que esto suceda durante los procesos que moldean el ambiente del 

GBM, aunque hace falta esclarecer este caso. Además sería de interés conocer el 

papel de KMO en las poblaciones infiltrantes del tumor en diferentes etapas del 

desarrollo tumoral. 

La importancia de KMO en la viabilidad y establecimiento tumoral ha sido 

demostrada con la inhibición de la proliferación y migración celular, inhibición de 

metástasis y disminución del volumen tumoral mediante el silenciamiento de la 

expresión de KMO en diferentes modelos, in vitro e in vivo, de cáncer de mama, 

colorrectal y melanoma (Chiu et al., 2019; Huang et al., 2020; Lai et al., 2021; Liu et 

al., 2021a; Liu et al., 2021b), demostrando incluso la localización de KMO en 

membrana celular (Lai et al., 2021). Por otra parte, se ha demostrado el papel de 

KMO más allá de su actividad enzimática, regulando la vía de señalización de β-

catenina, promoviendo la expresión de genes pluripotentes en células de cáncer de 

mama (Huang et al., 2020); mientras que, en melanomas caninos, KMO se asocia 

con la activación de la señalización vía STAT3, promoviendo la metástasis de estos 
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tumores (Liu et al., 2021b). Esta información señala a KMO como un posible blanco 

terapéutico para diferentes tipos de cáncer y, con lo observado en este trabajo, en 

el contexto del GBM se abre un nuevo campo hacia la investigación de la 

modulación de KMO en las células de GBM y su impacto en la viabilidad celular y 

su capacidad de formación de tumores (Figura 14). 

 

Figura 14. Catabolismo del triptófano en astrocitos comparado con 

astrocitos transformados. Tomado de Vázquez-Cervantes et al., 2021. 

 

Conclusiones. 
Se demostró la dinámica de producción de los metabolitos de la VK en glioma 

murino. 

Además, se reportó por primera vez que la expresión y actividad de KMO 

está presente en células de glioma. 
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El impacto de KMO en GBM y otros cánceres representa un campo novedoso 

de estudio hacia la modulación de la VK a través de KMO como posible blanco 

terapéutico en el tratamiento para combatir a los astrocitomas. 

Perspectivas. 
Evaluar el efecto de la inhibición de la expresión y actividad de KMO en la 

viabilidad de células de glioma. 

Evaluar el efecto de la inhibición de la expresión y actividad de KMO en el 

desarrollo de tumores en modelos in vivo. 

Determinar el papel de la expresión y la actividad de KMO en las poblaciones 

infiltrantes del tumor en diferentes etapas del desarrollo tumoral in vivo. 

Estudiar la relación de la expresión genética de las enzimas de la VK y la 

expresión de genes relacionados con las propiedades inmunomoduladoras, 

metabólicas, angiogénicas y de señalización características del GBM y gliomas de 

bajo grado de malignidad. 
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Abstract: Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and aggressive primary brain tumor.
The enzyme indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO), which participates in the rate-limiting step of
tryptophan catabolism through the kynurenine pathway (KP), is associated with poor prognosis
in patients with GBM. The metabolites produced after tryptophan oxidation have immunomod-
ulatory properties that can support the immunosuppressor environment. In this study, mRNA
expression, protein expression, and activity of the enzyme kynurenine monooxygenase (KMO) were
analyzed in GBM cell lines (A172, LN-18, U87, U373) and patient-derived astrocytoma samples.
KMO mRNA expression was assessed by real-time RT-qPCR, KMO protein expression was evaluated
by flow cytometry and immunofluorescence, and KMO activity was determined by quantifying
3-hydroxykynurenine by HPLC. Heterogenous patterns of both KMO expression and activity were
observed among the GBM cell lines, with the A172 cell line showing the highest KMO expression and
activity. Higher KMO mRNA expression was observed in glioma samples than in patients diagnosed
with only a neurological disease; high KMO mRNA expression was also observed when using
samples from patients with GBM in the TCGA program. The KMO protein expression was localized
in GFAP+ cells in tumor tissue. These results suggest that KMO is a relevant target to be explored in
glioma since it might play a role in supporting tumor metabolism and immune suppression.

Keywords: tryptophan catabolism; kynurenine monooxygenase; glioblastoma

1. Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM) is an astrocyte-derived neoplasm and is the most fre-
quent and aggressive of the primary brain tumors [1,2]. The standard care for GBM consists
of surgical resection and radiotherapy plus concomitant chemotherapy with temozolomide,
which provides a median overall survival of 18 months. Less than 10% of patients with
GBM survive for more than 5 years [2–4], so GBM remains an incurable disease.

Over the past two decades, knowledge about cancer biology has been modeled around
the “Hallmarks of Cancer”, a series of intrinsic properties of malignant cells that allow
tumor formation [5,6]. Some of these properties allow malignant cells to uncontrollably
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proliferate and escape programmed cell death, while others allow malignant cells to modify
their microenvironment in their favor, such as modulating the immune response, promoting
angiogenesis, and promoting aberrant metabolic activity [5]. These properties could lead
to the formation of a heterogeneous landscape not only by malignant cells that differ
from each other, depending on their metabolic requirements, but also by the presence of
endothelial cells and populations of the innate and adaptive immune system [6,7]. Tumor
heterogeneity shaped by genetic and metabolic aberrations as well as by immunoediting
mechanisms confers GBM high resistance to drugs, which leads to poor prognosis for the
patient [8]. Therefore, the interconnections between two or more malignant cell hallmarks
and the revelation of intercellular associations could offer novel insights into cancer biology,
as well as promising targets for therapeutic strategies.

GBM presents metabolic and immune advantages [9–13] that favor the modeling of a
heterogeneous tumor landscape, rapid growth rates, and evasion of anti-tumor immune
responses [14–17]. One of these mechanisms of recent importance is the high expression
of the enzyme indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO). The presence of IDO in GBM tissue is
associated with the infiltration of tumor-associated macrophages (TAMs) and regulatory
T lymphocytes (Tregs) and with poor prognosis [18,19]. IDO participates in the initial
and rate-limiting step of tryptophan catabolism through the kynurenine pathway (KP). N-
folmylkynurenine is the cleavage product of tryptophan catabolism by IDO in extrahepatic
tissue, which is rapidly converted to kynurenine (KYN) [20]. The catabolite KYN can be
taken by kynurenine aminotransferase (KAT), kynureninase (KYNU), and kynurenine
monooxygenase (KMO) to produce kynurenic acid (KYNA), anthranilic acid (ANA), and
3-hydroxykynurenine (3-HK), respectively. Then, 3-hydroxyanthranilic acid (3-HANA) is
produced and leads to picolinic and quinolinic acid (QUIN) formation. Finally, quinolinic
acid phosphoribosyl transferase (QPRT) produces the coenzyme NAD+ de novo [21]. The
KP intermediary products are relevant for central nervous system homeostasis and the
regulation of the immune response that may play a role in gliomagenesis [21,22].

Due to the clinical importance of IDO in GBM pathophysiology, studies have searched
for pharmacological inhibitors or abrogation of IDO expression [23–26]. The use of the
IDO inhibitor 1-methyl-tryptophan is related to tumor growth suppression and alone or
in combination with temozolomide favorably affects the survival of glioma experimental
models [24,25,27,28]. IDO inhibitors are also under investigation in clinical trials, but until
now, there is no information about the results. Another enzyme of KP metabolism involved
in many tumors, including malignant gliomas, is tryptophan dioxygenase-2 (TDO2) [29].
TDO2 is constitutively present in the liver and regulates the systemic levels of Trp, leading
to KYN formation. A recent study showed that under normoxic conditions, TDO2 is
expressed in GBM cells and suppresses T cell proliferation, while under hypoxic conditions,
TDO2 expression is reversibly downregulated in GBM cells, restoring T cell proliferation,
suggesting an immunomodulatory effect of TDO2 [30]. In accordance with this, KYN is
shown to promote the differentiation of regulatory T cells through a mechanism involving
AhR [31]. Additionally, 3-HANA and QUIN can inhibit T cell function and induce Th1
cell death [32,33]. However, the relevance of circulating tryptophan catabolites, such as
KYN, and the expression of TDO2 and downstream KP enzymes in tumor pathophysiology
are unclear.

The importance of KP components in immunosuppression has been demonstrated
in other types of cancer; however, their role in malignant glioma cells is unclear. A recent
study demonstrated that GBM cell lines can produce metabolites from the two branches of
the KP [30]. In accordance with this, KMO leads to the long branch of the KP using KYN
as a substrate to produce immunoregulatory tryptophan metabolites related to immune
tolerance, such as 3-HK, 3-HANA, and QUIN [34–37]. KMO expression is present in
macrophage and monocyte populations as well as in the microglia of the central nervous
system (CNS) [38]. In these cells, KMO expression supports mitochondrial metabolism
during pro-inflammatory polarization [39–41]. KMO expression remains restricted to
microglia and some neuronal populations within the CNS under healthy conditions [42].
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However, it has been postulated that the presence of the active KMO branch of the KP
could represent an advantage for malignant cells in GBM [43,44]. Therefore, this work
aimed to explore KMO expression and activity in different GBM cell lines as well as in
tumoral tissue from patients with GBM.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Kynurenine (L-KYN), 3-hydroxykynurenine (3-HK), NADPH, glucose-6-phosphate
(G6P), and glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Cyto-Fast Fix/Perm solution was obtained from BioLegend
(San Diego, CA, USA). All other chemicals were of the highest commercially available
purity. All solutions were prepared using deionized water obtained from a Milli-RQ
(Millipore; Burlington, MA, USA) purifier system.

2.2. Glioblastoma Cell Lines

GBM cell lines U373, U87, LN18, and A172 (ATCC) were cultured in fresh DMEM
(Dulbecco) supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% streptomycin at 37 ◦C in an
atmosphere of 5% CO2. The main genetic alterations for each cell line are shown in Table 1.
For the experiments, the cells were collected and resuspended in Total RNA Isolation
Reagent (TRIzol; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for mRNA purification or
in 1× PBS for KMO protein and enzyme activity determination.

Table 1. Main genetic alterations of GBM cell lines.

Cell Line U373 U87 LN18 A172

Main genetic
alterations

p53 mutated
PTEN mutated
NF1 mutated

EGFR amplification
IDHwt

NF1 mutated
IDHwt

p53 mutated
PTEN mutated
Chromosome
p16 deletion

IDHwt

p53 mutated
PTEN deletion

IDH (non-reported)

2.3. Tumor Tissue Samples

Tumor samples were obtained from the National Institute of Neurology and Neuro-
surgery tumor bank (Mexico City, Mexico). The patients were diagnosed with different
grades of astrocytoma without previous treatment and had enrolled for their first tumor
resection between 2013 and 2014. Tumor samples kept in TRIzol were used for mRNA
extraction and PCR, while samples kept in liquid N2 (freezing) were used to determine
KMO activity. For immunofluorescence staining, paraffin-preserved tissue blocks from the
same patients were obtained from the Department of Pathology of the National Institute of
Neurology and Neurosurgery. A blinded expert pathologist determined the tumor grade.
Data of the age, gender, overall survival (OS), and post-surgery treatment of each patient
were obtained from the institute’s clinical files and are summarized in Results section.

2.4. KMO mRNA Expression

Total RNA was obtained from 1.5 × 107 cells from TRIzol-conserved cell lines and pa-
tient samples according to the manufacturer’s specifications. Briefly, after phenol/chloroform
separation, cold isopropanol was used for RNA precipitation. Samples were dried at room
temperature and dissolved in pyrogen-free distilled water. cDNA was obtained using the
First Strand cDNA Synthesis System for quantitative RT-PCR (RT-qPCR) (NP100042; Ori-
Gene, Rockville, MD, USA) according to the manufacturer’s specifications. The cDNA was
kept at −20 ◦C before real-rime qRT-PCR. The SensiFAST SYBR Master Mix Kit (QP100016;
OriGene) was used for RT-qPCR-based determination of KMO expression according to
the manufacturer’s instructions. The KMO Human qPCR Primer Pair (HP 207154; Ori-
Gene) and GAPDH Human qPCR Primer Pair (HP205798; OriGene) were used, and their
sequences are listed in Table 2. GAPDH was used as a housekeeping gene. A peripheral
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blood mononuclear-cell-derived DNA standard curve was used to quantify the mRNA
copy number from the samples; data were expressed as the KMO mRNA copy number.

Table 2. Forward and reverse sequences of KMO and GAPDH primer pairs used for quantitative
real-rime RT-qPCR.

Primer Pair Sequence

KMO human Forward: CGGATGCCATCCCTCTAATTGG
Reverse: TGCATCTCCCAGCAGTACACAG

GAPDH human Forward: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
Reverse: ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

2.5. KMO Protein Expression

Cells were washed with 1× PBS, incubated with trypsin/EDTA solution, and then
collected and permeabilized with 1× Cyto-Fast Fix/Perm solution for 30 min. Next, the
cells were washed with 1× PBS, centrifuged at 2000 rpm for 5 min, and incubated with
anti-KMO-middle region primary antibody (OAAB05255; Aviva, San Diego, CA, USA)
for 30 min. After incubation, the cells were washed and centrifuged again, goat anti-
rabbit IgG/Alexa 488 antibody (A11008; Invitrogen; Waltham, MA, USA) was added, and
10,000 total events were acquired. Finally, the KMO-positive mark, green fluorescence,
was determined using a FACSCalibur flow cytometer and CellQuestPro software (Becton,
Dickinson and Company, San Jose, CA, USA).

2.6. KMO Activity

KMO activity was measured in GBM cell lines (U87, U373, LN18, and A172) as well
as in tumor tissue homogenates. Briefly, 2 × 106 cells or 150 µL of homogenized tissues
were diluted in 450 µL of KMO buffer (100 mM TRIS, 10 mM KCl, and 1 mM EDTA;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Then, 80 µL of the mixture was incubated with 100 µL
of assay cocktail (1 mM NADPH, 3 mM G6P, 1 U/mL of G6PDH, and 100 µM KYN) in
a final volume of 200 µL at 37 ◦C for 2 h. The reaction was stopped with 25 µL of 6%
perchloric acid. Blanks were obtained by boiling the samples for 10 min. The samples were
centrifuged at 14,000× g for 10 min. The samples were collected, and 3-HK was determined
by HPLC using an electrochemical method [45]. Briefly, 100 µL of the supernatant was
eluted at a constant flow rate of 0.5 mL/min with a mobile phase (0.59% phosphoric
acid, 1.5% acetonitrile, 0.9% triethylamine, 0.27 mM EDTA, and 8.9 mM sodium heptane
sulphonic acid) through an Adsorbosphere Catecholamine C18 reverse-phase column
(3 µm, 4.6 mm × 100 mm; Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, USA). The oxidation
voltage was 0.5 V at a range of 1.0 nA and a filter of 0.10 Hz (LC-4C detector; BAS). The
retention time was ~11 min. The results are shown as pmoles of 3-HK/h/mg of protein.

2.7. Immunofluorescence Staining

For all cell lines, 3 × 104 cells were seeded in 8-well slides in fresh culture medium and
left overnight. Then, the cells were fixed in 100% methanol for 5 min. For the glioma tissue
block, 5-µm-thick sections were cut, submerged in sodium citrate buffer (10 mM sodium
citrate, 0.05% Tween 20, pH 6.0), and incubated in boiling water for 5 min for antigen
retrieval. The sections were washed with 1× PBS and blocked for 30 min with 1% bovine
serum albumin. After blocking, the sections were incubated with rabbit anti-KMO-middle
region primary antibody (OAAB05255; Aviva, San Diego, CA, USA) for 30 min, washed,
and incubated with mouse anti-rabbit IgG/Alexa Fluor 488 antibody (A11008; Invitrogen)
for 30 min. The mouse anti-GFAP/PE primary antibody (sc-33673; BioLegend) was used to
label astrocytic malignant cells. Images of the sections were obtained at 40× magnification
using an OLYMPUS 1X81 microscope.
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2.8. Protein Determination

Protein was determined according to Lowry’s method [46] using bovine serum albu-
min as a standard.

2.9. Statistics

Data of KMO activity were corrected by mg of protein. Results were expressed as the
mean ± SEM. The Mann–Whitney test was performed to compare distributions of control
and glioma groups using Prism software (GraphPad, San Diego, CA, USA). p-values < 0.05
were considered statistically significant. Survival time in each group was calculated using
the Kaplan–Meier method and compared using the Mantel–Cox test.

2.10. Genomic Expression Analysis

The data were based on a combined cohort of the Cancer Genomic Atlas (TCGA)
and the Genotype-Tissue Expression (GTEx) samples available on the Xena platform [47]
and used in GEPIA2 [48]. The analysis included 207 brain cortex (non-diseased), 523 low-
grade glioma, and 171 GBM samples. Expression values were plotted using Prism v 9.1.2
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Differences in gene expression levels between
the groups were evaluated using the Kruskal–Wallis test, with Dunn’s test for pairwise
comparisons. A p-value < 0.001 was considered statistically significant. Kaplan–Meier
plots were used for survival analysis using the data from the GBM group; the patients were
divided into two groups based on the median of KMO expression, and the log-rank test
was performed to compare between the groups.

3. Results
3.1. Expression and Activity of Kynurenine Monooxygenase in Glioblastoma Cell Lines

KMO leads to the KP branch that drives NAD+ formation, and KMO expression
could represent a selective advantage for malignant cells. Thus, we quantified the KMO
mRNA expression using real-time RT-qPCR in U87, U373, LN18, and A172 GBM cell
lines. We found heterogeneous expression levels among the different cell lines, with A172
cells showing the highest KMO mRNA expression (Figure 1A). KMO protein expression
among the different cell lines was different, with A172 cells again exhibiting the highest
expression (Figure 1C,D). In addition to KMO mRNA and protein expression, KMO activity
was analyzed in the cell lines. Figure 1B shows that all GBM cell lines exhibited KMO
activity, with A172 cells showing the highest activity (0.322 ± 0.01 pmoles/h/mg protein),
followed by LN18 and U373 cells. The U87 cell line showed less than 0.1 pmoles/h/mg
protein expression, which, compared to KMO activity in peripheral blood mononuclear
cells (2.9 ± 0.3 pmoles/h/mg protein), is low.

Furthermore, KMO protein expression was observed by immunofluorescence. Figure 2
shows that KMO protein was expressed in A172, LN18, and U373 cells, with A172 cells
expressing more KMO protein than the other cell lines, which corresponds to the results in
Figure 1D. Our results on GBM cell lines demonstrate that KMO is expressed and active
in GBM malignant cells, but both mRNA and protein expression as well as KMO activity
differ among the GBM cell lines.

3.2. Kynurenine Monooxygenase Expression in the GBM Tumor Mass

The next step was to quantify the KMO mRNA expression, KMO mRNA protein, and
KMO activity in GBM tumor tissue. Tissue samples from patients (National Institute of
Neurology and Neurosurgery, Mexico City, Mexico) diagnosed with neurological diseases
(n = 6), non-astrocytic brain tumors (n = 1), diffuse astrocytoma (n = 2), and high-grade
astrocytoma (n = 7) were analyzed. The clinical and demographic data of these patients are
summarized in Table 3.
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Figure 1. Kynurenine monooxygenase expression and activity in GBM cell lines. Quantification of KMO mRNA copies
(A) and KMO activity (B) in GBM cell lines A172, LN-18, U87, and U373. Representative histogram (C) and KMO protein
expression in GBM cell lines (D). Data in (A,B,D) are the mean ± SEM (n = 3–5); * p < 0.05 based on the Kruskal–Wallis test,
with Dunn’s test for pairwise comparisons.

The KMO mRNA expression in tissue samples from patients with neurological diseases
was significantly lower compared with patients with astrocytoma (0.13 × 106 ± 0.086 × 106

vs. 140.9 × 106 ± 137.4 × 106; p = 0.03; Figure 3A). However, no difference was observed
in 3-HK levels (a product of KMO activity) between patients with neurological diseases
and those with astrocytoma (Figure 3B).

To ensure that the KMO mRNA expression and KMO activity in tumor tissue were
due to the presence of KMO in malignant cells, KMO protein localization was determined
by immunofluorescence staining (Figure 4, second column) in paraffin-embedded samples
from the same patients analyzed by real-time RT-qPCR for KMO activity. Images of
H/E-stained sections of tumor tissue were obtained to corroborate tissue architecture
(Figure 4, first column). Glial fibrillary acidic protein (GFAP) immunofluorescence was
used as an astrocytic lineage marker (Figure 4, third column). Tissue derived from a
patient diagnosed with mesial sclerosis was used as a non-tumor tissue control, while
that derived from a patient diagnosed with brain metastasis from thyroid carcinoma was
used as a non-astrocytic tumor tissue. The mesial sclerosis sample showed KMO staining,
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where, in a few cases, GFAP+ cells were found (Figure 4, line 1). The thyroid carcinoma
metastasis tissue did not show KMO and GFAP immunostaining (Figure 4, line 2). However,
the astrocytoma tissue mainly localized KMO and GFAP in the same cells; furthermore,
on some astrocytoma slides, KMO immunofluorescence was found unrelated to GFAP
marking, suggesting a contribution to KMO expression in tumor-infiltrated cells (Figure 4,
lines 3–10).
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Figure 2. Kynurenine monooxygenase expression in GBM cell lines. Representative images of KMO protein expression in
GBM cell lines A172, LN-18, U87, and U373. Images were acquired at 40× magnification. Scale bars represent 100 µm.

Additionally, we evaluated whether KMO mRNA expression could be an indicator
of prognosis. The astrocytoma group was further divided into two groups, low KMO
and high KMO, using the median KMO mRNA copy number. The survival time was
considered an indicator of prognosis and compared between these two groups. However,
no difference was observed (data not shown).
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Table 3. Clinical and demographic features of patients.

Neurological
Disease

Non-Astrocytic
Brain Tumor

Low-Grade Astrocytoma
(Grade I/II)

High-Grade Astrocytoma
(Grade III/IV)

n 6 1 2 7

Diagnosis Mesial sclerosis (16%)
Schizophrenia (16%)

Facial paralysis (16%)
Epilepsy (50%)

Metastasis from
thyroid carcinoma

(100%)

Diffuse astrocytoma
(100%)

Anaplastic astrocytoma (14%)
Glioblastoma multiforme (86%)

Sex (Men%/Women%) 50/50 0/100 0/100 43/57

Age (years)
Mean ± SD 32 ± 19 40 47 ± 7 58 ± 12
Min.–Max. 20–64 40 42–53 23–75

Survival (days)
Median – 242 1298 137
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In addition, the gene expression of KP enzymes (data from TCGA and GTEx programs)
was analyzed. Figure 5 shows that IDO, TDO, KAT2, KMO, and QRPT were expressed
in low-grade glioma and GBM, confirming our KMO experimental results. Furthermore,
the KP enzyme expression in the GBM samples appeared to favor the long arm of the
KP, which leads to QUIN and NAD+ production (Figure 5D,E). The GBM patients were
further divided into two groups, low KMO and high KMO, according to the median KMO
expression. The Kaplan–Meier plot and the log-rank test were used to assess the prognosis
in these groups (Figure 5F). Results indicated that high KMO expression is associated with
lower survival in patients with GBM.
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cortex (non-diseased, GTEx project), low-grade glioma (TCGA program), and GBM (TCGA program). (A–E) mRNA
expression of indoleamine dioxygenase (IDO), tryptophan dioxygenase (TDO), kynurenine aminotransferase II (KAT2),
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Kruskal–Wallis test, with Dunn’s test for pairwise comparisons. (F) Kaplan–Meier plot using the data from the GBM group;
patients were divided into two groups based on the median KMO expression, and the p-value is based on the log-rank test.

4. Discussion

Tryptophan catabolism through the KP in different kinds of cancers is receiving
increasing attention because of its capacity to modulate the tumor immune environment.
Specifically, IDO expression is related to GBM, but the rest of the KP in this pathology is
still unclear. The relevance of the KP in GBM is related to the fact that kynurenine, the
oxidation product of tryptophan, predominantly crosses the blood–brain barrier and can
be degraded by both KP branches in the CNS, leading to immunomodulatory metabolites
that can favor an immunosuppressive environment in GBM. This study showed for the
first time that KMO, a critical enzyme of the KP, expressed on microglia in the CNS,
is expressed and active in astrocytoma (Figure 6). The results showed heterogeneous
KMO mRNA expression as well as differential KMO activity and protein expression in
GBM cell lines, with A172 cells exhibiting the highest KMO expression and activity. The
KMO expression and activity differences between GBM cells lines could be due to the
distinct mutations in them (Table 1). It is noteworthy that the U87 cell line that showed
the lowest KMO expression and activity did not show the p53 mutation according to the
genomic profiles of several GBM cell lines [49]. Moreover, KMO was expressed and active
in samples from patients diagnosed with astrocytoma of different grades. Interpatient
heterogeneity was observed in this study, where a low/high KMO mRNA expression and
activity pattern was found. However, the fact that KMO expression and activity are present
in astrocytoma samples could be due to tumor-infiltrating cells, since KMO is highly
expressed in immune cells, such as macrophages and monocytes and in CNS microglia [50].



Cells 2021, 10, 2028 11 of 15

Nevertheless, immunostaining for KMO showed that the protein is mainly localized to
GFAP+ cells, indicating that tumor cells of the astrocytic lineage express KMO, but also in
a heterogeneous way between different tumor samples. These data are in agreement with
the data obtained by genetic analysis from TCGA and GTEx programs and from a recent
study on patient-derived GBM cell lines that showed high heterogeneity in the expression
of enzymes involved in the KP, including KMO [51].
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These findings of KMO expression and activity in GBM cells represent a novel pheno-
typic characteristic that makes them different from normal astrocytes, which do not express
KMO. In accordance with this, human fetal astrocytes were unable to produce 3-HK and
KMO mRNA expression was not detected, even when they were stimulated with cytokines.
However, KAT, 3-HAO, QPRT, and KYNU were expressed in human astrocyte cultures,
indicating that KMO is the only KP enzyme that is not present in this cell type [52,53].
This change in KMO expression could be a consequence of the de-differentiation process
described in glioma models that involves differentiated malignant cells gaining plastic-
ity [54,55]. Furthermore, aberrant protein expression is related to tumorigenesis [56]. Our
results are in agreement with a previous study that showed 3-HANA production in A172
cells under normoxic and hypoxic conditions, indicating that GBM malignant cells can
produce KP downstream metabolites through KMO [30]. A recent study demonstrated
that KMO is located in the cell membranes of canine mammary gland tumors as well as in
human breast cancer samples. Furthermore, blocking the KMO surface with a KMO poly-
clonal antibody reduces migration and invasion of MDA-MB-231 cells [57]. Additionally,
inhibition of KMO activity represses colorectal cancer cell migration, invasion, and tumor
sphere formation [58].

There are three main hypotheses with regard to the relevance of active tryptophan
catabolism through the KP in the tumor microenvironment [59]: first, overexpression
of active IDO from malignant cells may deplete the tryptophan pool, thus inhibiting
lymphocyte proliferation and abrogating the anti-tumor immune response [34]; second,
active KP metabolism could favor the formation of tryptophan derivates that inhibit the
proliferation of cytotoxic lymphocytes and induce their death [35,36]; and third, the KP can
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lead to the constant formation of NAD+, a coenzyme involved in metabolic and signaling
pathways, contributing to the suitability of malignant cells [60]. In accordance with this,
KMO is the pivotal enzyme in the KP that leads to NAD+ synthesis [61] and is related to
poor prognosis in several cancers [58,62–64].

Our results support the heterogeneity of the KP within the GBM landscape; further-
more, in the cell lines tested, KMO is enzymatically active, and thus, tryptophan catabolism
in GBM cells could lead to the formation of both KP metabolite immunoregulators and
NAD+. Further analysis of the expression of enzymes such as QPRTase in GBM malignant
cells will complement the findings of this study. The constant NAD+ synthesis in GBM
cells supports the high metabolic and proliferative demand inherent in these tumors [65].
However, the differences in KMO expression and activity between the different GBM cell
lines are also a reflection of the high heterogeneity of the GBM landscape [66]. More-
over, the presence of KMO activity in GBM cell lines could support the formation and
accumulation of tryptophan catabolites, which have been described as toxic to immune
populations, such as NK cells and T and B lymphocytes, since reports suggest that KP
products 3-HK, 3-HANA, and QUIN decrease proliferation and increase apoptosis in these
immune populations. Thus, the importance of KMO in GBM cells supports two of the main
characteristics of the tumor microenvironment, namely metabolic activity and immune
response modulation, making this enzyme a promising target for further study on GBM.

KMO expression in other types of cancer has also been explored. In this study, KMO
mRNA expression did not affect patient survival, which could be due to the population
size. However, KMO overexpression is related to malignancy and poor prognosis in
patients with triple-negative breast cancer and colorectal cancer [58,62]. Furthermore, the
oncogenic activity of KMO favors the potentiation of β-catenin signaling in an enzyme-
activity-independent manner, indicating the role of KMO beyond 3-HK production [62].
KMO overexpression is also related to malignancy and poor prognosis in canine mammary
gland tumors and melanomas. These studies show that KMO overexpression is parallel
to signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) and pSTAT3 increase, which
are related to the proliferation, survival, invasiveness, malignancy, and metastasis of
tumor cells. In vitro pharmacological inhibition of KMO reduces tumor cell viability
and STAT3 and pSTAT3 expression, confirming an oncogenic role of KMO outside of its
catabolic activity [63,64]. In contrast, KMO expression increases in patients with advanced
melanoma who show clinical benefit after PD-1 blockade therapy compared with PD-
1-blockade-unresponsive patients [67]; however, the implications of KMO increase in
these patients have not been discussed. Furthermore, the regulation of KMO expression
could be crucial for the treatment of GBM, since in GBM cell cultures, KMO expression
is upregulated after incubation with temozolomide but downregulated after incubation
with the cyclin dependent kinase inhibitor, dinaciclib [51]. Nevertheless, the biological
function of KMO in immunomodulation in glioblastoma and other cancers, as well as the
association between KMO expression and the GBM genomic profile, should be clarified.

5. Conclusions

This study showed for the first time that KMO expression and activity are present in
glioma cells. Assessing the importance of KMO in GBM and other cancers represents a
novel field for understanding tumor cell biology with promising results. More information
is needed to understand how KMO works in malignant cells as well as other types of cells
that form a tumor mass. Therefore, future studies should focus on the dynamics of KP
metabolism within CNS and immune cells.
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