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RESUMEN
Introducción. Las citocinas son proteínas pequeñas secretadas

por diversas células, tienen diversas funciones, entre otras, induc-
ción del crecimiento y diferenciación celular, actividades citolíticas,
apoptosis y quimiotaxis, Los términos linfocinas o monocinas,
utilizados en el área inmunológica, sirven para designar el origen
celular de la citocinas.

Material y métodos. Se realizó una construcción genética
(p6EIL10R1), que codificó la región extracelular del receptor de la
IL-10 (smIL-10R1), la cual afectó de manera estable la línea celular
B16F0 (B16-SR), para esto se empleó la técnica Wetern para ana-
lizar si la proteína fue secretada en el sobrenadante de la línea
celular en cultivo.

Resultados. Se obtuvo una clona (p6EIL10R) que codificó la
región extracelular del receptor (smIL-10R1 de mIL-10R1), sub-
clonado en el vector pCDNA6“A”. Se demostró, además, que con
un análisis de restricción el fragmento ADN clonado tuvo un tama-
ño apropiado de 744 pb, así como también que el fragmento extra-
celular del receptor de IL-10 (smIL-10R1) fue clonado en la orien-
tación correcta; finalmente, no presentó ninguna mutación y el
marco de lectura fue el correcto.

Conclusión. Se demostró que la región extracelular del recep-
tor de la IL-10 murina inhibe los efectos de la IL-10 sobre la proli-
feración celular de la línea tumorigénica B16-10 in vitro.

Palabras clave: smIL-10R1, IL-10, proliferación celular, fac-
tor autócrino, crecimiento tumoral, inhibición.

Inhibition of the B16-10 line cellular proliferation by
the extracellular region of the IL-10 recombinant receptor

SUMMARY
Introduction. Cytokines are small proteins secreted by diver-

se cells, have diverse functions, among others, growth induction
and cellular differentiation, citolytyc activities, apoptosis and che-
moattractant. The terms lymphocines or monocines, used in the
immunological area, serve to designate the cellular origin of
the cytokines.

Material and methods. A genetic construction (p6EIL10R1)
was made, that codified the receptor of the IL-10 (smIL-10R1)
extracellular region, which affected in a stable way cellular line
B16F0 (B16-SR), for this was used the Wetern technique to analy-
ze if the protein were secreted in the cellular line supernatant in
culture.

Results. We obtained a clone (p6EIL10R) that codified the
receptor extracellular region (smIL-10R1 of mIL-10R1), subcloned
in vector pCDNA6"A”. It was demonstrated, in addition, that
with a restriction analysis the DNA cloned fragment had an appro-
priate size of 744 pb, as well as that the extracellular fragment of
the IL-10 receptor (smIL-10R1) was cloned in the correct orienta-
tion; finally, it did not present any mutation and the reading frame
was the correct.

Conclusion. It was demonstrated that the extracellular region
of the murine IL-10 receptor inhibits the effects of the IL-10 on the
cellular proliferation of the tumorigenic line B16-10 in vitro.

Key words: smIL-10R1, IL-10, cellular proliferation, autocrine
factor, tumor growth, inhibition.
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Introducción

Las citocinas son proteínas secretadas por diversas célu-
las,1 ejercen su acción en las mismas células que también
producen citocinas (acciones autócrinas) o pueden actuar
en otras células blanco (acción parácrina), tienen diversas
funciones, incluyendo entre ellas inducción del crecimiento
y diferenciación celular, actividades citolíticas, apoptosis,
quimiotaxis. En el contexto inmunológico los términos lin-
focinas o monocrinas fueron utilizados en un principio para
designar el origen celular de las citocinas,1 adoptando este
término por primera vez en 1974 por Stanley Cohen.2 Por
otro lado, el término “interleucina” (IL) se refiere a citocinas
que son producidas por leucocitos y que actúan en otros
leucocitos,3 están involucradas en funciones de defensa
inmunológica del organismo donde tienen una acción pre-
dominante en leucocitos y generalmente local, no obstante,
algunas interleucinas son producidas por otros tipos celula-

res como son la IL-1 e IL-6 que actúan a su vez en otros tipos
celulares; IL-7, por ejemplo, es producida predominantemen-
te por el tejido estromal y no precisamente por algún tipo de
leucocito.

Las citocinas son proteínas pequeñas que tienen un peso
molecular 8-80 kilodalton (kDa), la producción de estas molé-
culas suele ser transitoria y se regula de forma estrecha, ge-
neralmente no se producen ni actúan de manera aislada, si
no que lo hacen en el contexto de una red compleja en la cual
la producción de una citocina modifica la producción o la
respuesta ante otras, se unen con receptores específicos de
la membrana celular, desencadenando una cascada de res-
puestas implicadas en la inducción, amplificación o inhibi-
ción de una serie de genes regulados por citocinas a nivel
nuclear.4 Las citocinas desempeñan un papel central en la
regulación positiva y negativa de las reacciones inmunita-
rias y en la integración de las mismas con otros comparti-
mientos fisiológicos. Por otro lado, las células TH CD4* (lin-
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focitos T cooperadores) presentan dos perfiles distintos de
producción de citocinas (TH1 y TH2)5,6 estos perfiles deter-
minan el tipo de respuesta básica mediada por este tipo de
células. Dentro de las citocinas típicas TH1 destacan el inter-
ferón-γ (IFN γ), el factor de necrosis tumoral-β (TNFβ) la IL-
2 y este tipo de perfil de secreción celular está implicado en
las reacciones inflamatorias mediadas por células. Asimis-
mo, varias citocinas del tipo TH1 activan reacciones citotóxi-
cas, inflamatorias y de hipersensibilidad retardada, mientras
que las células con perfil de secreción de citocinas TH2,
producen IL-4 e IL-5 de forma característica, produciendo
además con frecuencia IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 estimulando
la producción de anticuerpos, en particular IgE. Las citoci-
nas TH2 se asocian con la regulación de las respuestas alér-
gicas y de anticuerpos de gran magnitud. Las citocinas tipo
TH1 inhiben las acciones de las TH2 y al contrario, por lo
que la respuesta inmune suele ser de tipo TH1 o de TH2. La
elección de TH1 o TH2 resulta fundamental para que la inmu-
nidad sea eficaz y parece que múltiples factores condicionan
esta decisión.7

Se incluyen como citocinas las interleucinas que van de
la IL-1 a la IL-22, los interferones (IFN), los factores estimu-
lantes de colonias (CSF), así como el factor de necrosis tu-
moral (TNF). De acuerdo a su estructura se clasifican en tipo
I y tipo II, las tipo II están representadas principalmente por

una familia muy conservada, la familia de interferones (IFNs),
pero la distinción entre citocinas tipo II y las citocinas tipo I,
se basa en que las citocinas tipo II tienen receptores que
comparten homologías estructurales.8 De acuerdo con la
homología entre los receptores de citocinas tipo II, la inter-
leucina-10 (IL-10) se clasifica como citocina de tipo II por
compartir su receptor similitudes estructurales con el recep-
tor de IFNγ.9

Por otro lado, la habilidad de las citocinas para influir en
el curso de la diferenciación y el crecimiento de la célula
blanco depende únicamente del reconocimiento y unión a
receptores específicos, que desencadenan dentro de la cé-
lula mecanismos de amplificación de señales10 (Figura 1).
La superfamilia de receptores de citocinas, se caracteriza
por una región extracelular con homología estructural de
unos 200 residuos de aminoácidos (a.a.) y a ella pertenecen
los receptores para la IL-2 hasta la IL-9, el factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF) y el factor estimulan-
te de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF),
además de receptores de factores cuya actividad no se pro-
duce a nivel inmune (Figura 2). Una segunda familia de
receptores de citocinas relacionados, forma parte de la
superfamilia de las inmunoglobulinas y comprende recep-
tores para todos los tipos de IFNs e IL-10, además de los
receptores para IL-1 y M-CSF. Una tercera familia la consti-

A

Figura 2. Receptor de IL-10 (mIL-10R1) y esquema de las regiones del cDNA que lo codifica. A) Representación de la proteína,
figuras moradas representan azúcares, la figura amarilla es un enlace de disulfuro. N es una n-glicosilación, la línea negra más ancha
representa la cadena primaria de residuos de a. a. En B) se representa a el cDNA (línea azul) que codifica la proteína representada
en (A), indicando con flechas las regiones; de izquierda a derecha, péptido señal (1-48 pb), región extracelular (1-723) región
transmembranal (724-786), región intracelular (787-1725). Se diseñaron primers específicos (FRSIL10 RRSIL10) para amplificar
la región extracelular como se muestra en la figura y el producto amplificado se insertó en un vector de clonación (ver materiales
y métodos).
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tuyen los receptores para TNF-α, TNF-β, linfotoxina (LT) y
una serie de citocinas relacionadas como el factor de creci-
miento nervioso y Fas (CD95). La mayor parte de los recep-
tores de citocinas son glucoproteínas de membrana, con
un único dominio transmembranal, sin embargo, el receptor
funcional comprende en general de dos o más subunida-
des. Como se ha afirmado,4 el primer paso en la comunica-
ción por citocinas es la agregación de los diversos compo-

nentes del receptor inducida por la unión del ligando, las
regiones intracelulares de las subunidades del receptor in-
teractúan para iniciar una cascada de señales (Figura 3).
Todas las superfamilias de receptores de citocinas, jun-
to con algunos representantes de otras familias, se asocian
con moléculas denominadas cinasas Janus.4,11,12 La acti-
vación del receptor induce la fosforilación de sus tirosinas
y la activación de Jaks y Stats que son necesarias para la
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Amplificación del fragmento de la región extracelular del
receptor de IL-10. carril (1) marcador de 1 kb. (2)
fragmento esperado de 744 pb. (3) control negativo. (4)
marcador de peso molecular (pbr).

Figura 3. Amplificación, clonación y subclonación del cDNA que codifica la región extracelular de smIL-10R1. Clonación directo de producto
de PCR del fragmento del carril 2 (B-1), en pBluescript II KS (±) (A-1). A) Esquema del vector de clonación con el inserto. B) Minipreps sin
digerir de las diferentes clonas con el inserto. C) Caracterización de las clonas por digestión con enzimas HindIII y BamHI en forma secuencial,
el fragmento es liberado en los carriles 1-3 (644 pares de bases) de las cinco clonas exploradas, carril 8 marcador de peso molecular PBR. D)
Fragmentos liberados (carriles 2-5) del vector de expresión pCDNA6A banda de 644 pb (ver materiales y métodos).
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Cuadro 1. Familia de los factores Jak y Stat que son activadas por diversas citocinas.

Citocina Stat activado Jak activado

IFN-α/β Stat1, Stat2 Jak1, Tyk2
IFN-γ Stat1 Jak1, Jak2
Hormona del crecimiento Stat5a, Stat5b Jak2
Prolactina Stat5a, Stat5b Jak2
Eritropoietina Stat5a, Stat5b Jak2
Trombopoietina Stat5a, Stat5b Jak2
IL-10 Stat1, Stat3, Stat5b Jak1 y Tyk2
IL-12 Stat4, Stat3 Jak2, Tyk2
G-CSF Stat3 Jak1, Jak2
IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 Stat5a, Stat5b, Stat3 Jak1, Jak3
IL-4 Stat6
IL-13 Stat6
IL-3, IL-5, GM-CSF Stat5a, Stat5b Jak2 ? Jak1
Familia gp130 Jak1, Jak2, Tyk2
IL-6, IL-11 Stat3
Leptina Stat3

Factores Stats y Jaks que son activados por las diferentes citocinas.

mayoría, aunque no de todas las funciones del receptor
(Figura 3).

La función principal de las citocinas es regular la agrega-
ción concomitante de su receptor y de las Jaks. Posterior-
mente las cinasas Jaks acoplan la unión del ligando con la
fosforilación de las tirosinas de varias proteínas de comuni-
cación, incluidas las transductoras de señales y las activa-
doras de la transcripción (Stat).13 Los dímeros de Stat se trans-
locan al interior del núcleo, donde se unen directamente al
ADN (Figura 3). La gama de respuestas de los factores Stat

es amplia, de manera que cada citocina activa a un grupo
distinto de estos factores, los cuales están implicados en las
respuestas funcionales de las citocinas, en el cuadro 1 se
indican los factores Jak y Stat que son activados por las
citocinas.14-19

Los factores Stat18,19 comprenden una familia de factores
de transcripción citoplasmáticos que transmiten señales,
usualmente generadas en los receptores de la membrana ce-
lular, son dirigidos hacia el núcleo donde se unen a promoto-
res específicos localizados en el DNA, regulando de esta

Cuadro 2. Factores Stat con actividad aumentada en diversos tumores humanos.

Activated STAT

Blood tumors
Multiple myeloma Stat1, Stat3

Leukemias
HTLV-I-dependent Stat3, Stat5
Erythroleukemia Stat1, Stat5
Acute lymphocytic leukemia Stat1, Stat5
Chronic lymphocytic leukemia Stat1, Stat3
Acute myelogenous leukemia Stat1, Stat3, Stat5
Chronic myelogenous leukemia Stat5
Megakaryotic leukemia Stat5
Large granular lymphocyte leukemia Stat3

Lymphomas
EBV-related Burkitt’s Stat3
Mycosis fungoides Stat3
HSV saimiri-dependent (T-cell) Stat3
Cutaneous T-cell lymphoma Stat3
Hodking’s disease Stat3

Solid tumors
Breast cancer Stat1, Stat3
SCCHN Stat1, Stat3
Renal cell carcinoma Stat3
Melanoma Stat3
Ovarian carcinoma Stat3
Lung cancer Stat3
Prostate carcinoma Stat3
Pancreatic adenocarcinoma Stat3

Activación constitutiva de factores Stat en líneas celulares de cáncer y en tumores primarios en humanos.
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manera la expresión de genes19 (Figura 3). Se conocen un
total de siete diferentes factores de transcripción de esta
familia, codificados en diferentes genes que ya han sido lo-
calizados en células de mamíferos.18

Por otro lado, la duración de la activación de un factor
Stat en condiciones fisiológicas normales es temporal, usual-
mente de minutos a horas, no obstante en varios estudios se
ha demostrado que hay una activación constitutiva de algu-
nos factores Stats, en particular Stat 1, Stat 3 y Stat 5, en
diversas líneas tumorales humanas.20-22

En el cuadro 2 se muestran los factores Stat, cuya acti-
vidad está aumentada en diversos tumores humanos, entre
los que se incluyen neoplasias de la sangre (leucemias,
linfomas y múltiples melomas), así como tumores de tejidos
sólidos (cabeza, cuello y cáncer de próstata),23-25 por otro
lado, estos estudios muestran una fuerte evidencia de que
las señalizaciones aberrantes por los factores Stat, particu-
larmente Stat 1, Stat 3 y Stat 5, participan en el desarrollo y
progresión de los tumores en humano por diversas vías de
señalización, ya sea inhibiendo la apoptosis, induciendo la
angiogénesis o la proliferación celular.25

En el cuadro 1 se observa que hay citocinas que activan
varios factores “Stat” que están implicados en las vías onco-
génicas, que a su vez se relacionan con neoplasias malignas,
entre las citocinas que están implicadas en esta vía se inclu-
ye en primer lugar a la IL-10.

La IL-10 es una interleucina de tipo TH2, que se produce
espontáneamente en el sitio del tumor,26 se ha reportado que
su concentración sérica se incrementa en pacientes con cier-
tos tipos de cáncer, por ejemplo, en tumores de ovario,27-29

diversos carcinomas,29-33 melanomas34,35 y linfomas/mielo-
mas.36 La IL-10 es secretada espontáneamente por las células
tumorales,26 lo que sugiere que su expresión induce, como
factor o cofactor autócrino, la proliferación celular,25 acti-
vando algunos de los factores Stat relacionados con la vía
oncogénica (Cuadro 2), inhibiendo, por otro lado, la res-
puesta antitumoral.

IL-10 es una proteína de 178 aminoácidos (a.a.), el gen se
encuentra en el cromosoma uno, igual que en el ratón, hIL-10
e IL-10 de ratón (mIL-10) tienen un 73% de similitud en sus
a.a. y pertenecen a la clase II de citocinas.37

La función de la IL-10, en el sistema inmunológico es di-
verso y muy complejo, esta interleucina inicialmente fue con-
siderada como un factor inhibidor de la síntesis de citoci-
nas,38 incluyendo IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, IL-12, factor de
necrosis tumoral, interferón-α y el factor estimulante de
colonias granulocito-macrófago, el cual es producido por ma-
crófagos y células T activadas, afectando la capacidad pre-
sentadora de antígenos por parte de moléculas MHC de
clase II por regulación negativa de la expresión en los mono-
citos/macrófagos.39 IL-10 estimula el crecimiento y/o dife-
renciación de las células B, mastocitos y timocitos40 e induce
la secreción de IgM, IgG, IgA, IgG1 e IgG3,40 IL-10 también
ha mostrado ser responsable de la inhibición de la síntesis
de IFN-γ por varias estirpes celulares del sistema inmune,
ambas citocinas muestran efectos antagonista en varios en-

sayos biológicos.41 Se sabe que hIL-10 tiene potentes efec-
tos inmunosupresores, así como propiedades antiinflamato-
rias,41 y es producida, como nos referimos arriba, por algu-
nos tipos de tumores y líneas celulares. Por otro lado, se
sabe que los diferentes efectos biológicos de IL-10 son me-
diados por su receptor nativo en la superficie de la célula
blanco. Los receptores de hIL-10 y mIL-10 (hIL-10RI o mIL-
10R1) pertenecen a la clase II de receptores de interleuci-
nas.42-44 El receptor hIL-10R1 se ha caracterizado química y
estructuralmente, es una glicoproteína integrante de mem-
brana42 de 578 a.a. Este receptor forma una estructura en
forma de “V”, las superficies de las láminas-β forman esta
estructura para unir la superficie de la estructura en forma de
diamante42,45 de la IL-10. Este receptor, como el del ratón, no
presenta el segundo par de cisteínas conservadas en la re-
gión extracelular que presentan la clase II de receptores de
citocinas (CRs).42

Actualmente se sabe que el receptor de IL-10 lo forman
dos subunidades, que son miembros de los receptores de la
familia de IFNs. El complejo consiste en dos monómeros del
receptor uniendo el homodímero de hIL-10,44,46,47 sin embar-
go, para que inicie la transducción de señal, vías Jak y Stat,
es necesario que estén presentes las dos cadenas del recep-
tor de IL-10, IL-10R1 y IL-10R2 (receptor orphan-CRF2-
4),42,48,49 este último compartiendo dos cadenas monoméricas
dentro del complejo.48

De tal manera que el dominio extracelular del receptor, es
responsable de la unión a IL-10; primero IL-10 se une con
gran afinidad a IL-10R1 (500 pM),47 después el complejo for-
mado es reconocido con baja afinidad por IL-10R2,48 de tal
forma que el complejo consiste en dos dímeros de IL-10 y
cuatro cadenas del receptor.44-50 El dominio intracelular de
las cadenas IL-10R1/IL-10R2 activan a Jak 1, Stat 3, Stat 5 y
Tyk-2, respectivamente.48

IL-10 contribuye al crecimiento tumoral, actúa de diver-
sas formas, como un potente inmunosupresor, así como fac-
tor o cofactor de crecimiento autócrino o causante de lagio-
génesis;51 su función, como un factor de crecimiento, se ve
al estimular el crecimiento y la diferenciación de células B,41

así también su función como factor o cofactor autócrino
de crecimiento tumoral se ve demostrado en ciertos tipos de
linfomas de las mismas células,52,53 de igual manera esta acti-
vidad se ha observado en ciertos melanomas34,35,54 y en la
proliferación de una línea celular de mielomas.52 Estos datos,
de la contribución de IL-10 como factor autócrino de prolife-
ración celular, se ven reforzados en experimentos en que se
neutraliza la IL-1051 con un anticuerpo específico (Berumen y
cols.). Por otro lado, un receptor soluble de hIL-10 recombi-
nante44 (shIL-10R1) ha sido expresado, y a concentraciones
relativamente elevadas se demostró que ejerce propiedades
antagónicas in vitro contra la IL-10. Este receptor soluble de
hIL-10 (shIL-10RI) es capaz de formar un complejo shIL-10RI/
hIL-10 e inhibir la actividad biológica in vitro de hIL-10, este
antagonismo biológico es similar a los reportados con los re-
ceptores solubles de interleucina-4, interleucina-7, eritropo-
yetina, TNF e IFN-γ.56-58 Por otro lado, se ha demostrado que
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el receptor completo de ratón (mIL-10R1) puede unir tanto a la
hIL-10 como a la IL-10 de ratón.44

Se ha sugerido previamente la contribución de varias ci-
tocinas inmunosupresoras a la progresión del crecimiento
tumoral en varios tipos de cáncer,41,59 y se ha demostrado
que la IL-10 contribuye como un factor autócrino a la prolife-
ración de células tumorales,51,52,60 además se ha estudiado
que dicho efecto se inhibe al neutralizar a la IL-10 con un
anticuerpo anti IL-1051 y con un receptor soluble (shIL-10R1)
que inhibe su actividad biológica in vitro tanto en macrófa-
gos como en células “B”.44 Es de interés demostrar que el
cDNA que codifica la región extracelular del receptor de la
IL-10 de ratón (smIL-10R1), puede ser expresado en forma
soluble extracelular y que ésta proteína recombinante es ca-
paz de inhibir los efectos autócrinos de proliferación celular
in vitro en una línea tumoral que secrete la IL-10.

Materiales y métodos

Se realizó una construcción genética (p6EIL10R1), que
codifica la región extracelular del receptor de la IL-10 (smIL-
10R1), con la cual se transfectó de manera estable la línea
celular B16F0 (B16-SR), se analizó si la proteína era secreta-
da en el sobrenadante de la línea celular en cultivo, y se
empleó para ello la técnica de Western Blot y se estudió el
efecto de la proteína recombinante sobre la mIL-10, por
medio del análisis de la proliferación celular de la línea
tumorigénica de melanoma B16-10 al ser expuesta a la pro-
teína recombinante.

Construcciones genéticas
Se aisló el RNA total, por medio de la técnica de trizol

(Gibco BRL), de linfocitos de bazo de ratón de la cepa C57BL/6,
dicho bazo se obtuvo previa aplicación de LPS intraperi-
toneal (Current Protocols in Immunology), y utilizando
transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) en un solo paso (SuperScript One-Step RT-PCR
with Platinum Taq) (Gibco BRL), se obtuvo el fragmento que
codifica la región extracelular del receptor de mIL-10, em-
pleando los siguientes oligonucleótidos que flanquean el
fragmento deseado, que a la vez incorporan sitios de restric-
ción en ambos extremos FRSIL10 (HindIII) 3” AGCA-
AGCTTATGTTGTCGCGTTTGCTCCCATTCCTC5” y RR-
SIL10 (BamHI) 3” TATTTCACTGTGACCAACCTGAGCA-
TCATTCCTAGGCGA 5” respectivamente (Figura 2), la
reacción se llevó a cabo en 50 μL utilizando ambos oligonu-
cleótidos (FRSIL10-RRSIL10) a una concentración de 0.2 μM,
25 μL 2X Reaction Mix, 5 μL de RNA total, 1 μL de RT Plati-
num Taq Mix, 1.5 μL de 50 μM de MgSO4, para la amplifica-
ción del cDNA se utilizó el termociclador 9600 (Perking El-
mer) bajo las siguientes condiciones, un ciclo de 54 °C por 30
minutos, 94 °C por dos minutos y para la amplificación (PCR),
94 °C por 15 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C por 40
segundos, por 40 ciclos y al final un ciclo de 72 °C por 20
minutos. El producto de RT-PCR se clonó íntegro como
producto de PCR en el vector de clonación pBluescript II

SK (+), donado amablemente por el Dr. Nicolás Villegas del
Departamento de Biomedicina Molecular del CINVESTAV
(IPN, México, D.F.), finalmente se verificó mediante secuen-
ciación que no hubiera mutaciones en el fragmento. Se liberó
el inserto (ver resultados) con las enzimas HindIII y BamHi
10U cada una y se purificó el fragmento con el sistema de
resina comercial (Quiaex), para ser subcionado en los vec-
tores de expresión eucariotas pCDNA6 “A” y pCDNA6 “A”
LacZ (control positivo). La transformación se realizó en E. coli
DH5α con 20 μL de volumen total de ligación, y posteriormen-
te se seleccionaron las clonas positivas de las construcciones
plasmídicas p6EIL10R1 y p6ZEIL10R1, por digestión enzimáti-
ca con HindIII-BamHI (ver resultados), verificando por se-
cuenciación que no hubiera mutaciones en el fragmento.

Líneas celulares y transfecciones genéticas
Se cultivó la línea murina tumorigénica melanoma-B-16F0,

que fue obtenida de American Type Cultura Collection
(ATTC; Rockville MD, USA), derivada de un tumor espon-
táneo de la cepa de ratón transgénico C57BL/6, la cual es
tumorigénica al ser aplicada vía subcutánea (s. c.). Se culti-
vó también la línea B16-10 que fue obtenida por el Dr. J.
Berumen y cols. tras la transfección de forma estable con el
cDNA de mIL-10. Esta línea fue utilizada para el estudio de
inhibición de la proliferación, debido que al secretar mIL-10
provoca una mayor proliferación celular comparada con la
no transfectada (B16-F0).51 Se cultivaron en botellas de 30
cm2, con Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM),
bajo en glucosa, con L glutamina 110 mg/L de piruvato de
sodio, hidrocloruro de piridoxina y bicarbonato de sodio,
penicilina-estreptomicina (Gibco BRL cat. 31600-034),
suplementado a 10% con suero fetal bovino (SFB) y 600
μg/mL de antibiótico G418 (Boehringer-Mannheim; Mann-
heim, Germany). Las dos líneas celulares se expandieron y
una parte de ellas se criopreservaron para posteriores estu-
dios. Las células B16 expandidas, que se utilizaron para las
transfecciones, se despegaron utilizando amortiguador PBS-
tripsina-EDTA, se centrifugaron tres minutos a 1,200 rpm
para resuspensión y conteo, se sembraron en cajas de seis
pozos en medio DMEM.

Las transfecciones de forma transitorias y estables se rea-
lizaron con el método de lipofectamina (Gibco BRL cat. No.
10964-013), con las construcciones genéticas p6EIL10R y
p6ZEIL10R1 (control positivo); las transfecciones se lleva-
ron a cabo al día siguiente de la siembra en cajas de seis
pozos evitando el uso de antibiótico, para cada pozo se dilu-
yeron 2 μg de ADN (construcciones plasmídicas) en 100 μL
de medio libre de suero (SFB), se agregó 10 μL del reactivo
plus al ADN diluido. Se incubó durante 15 minutos; en un
segundo tubo se diluyeron 15 μL de lipofectamina en 100 μL
de medio libre de suero (D-MEM), se combinó el precomple-
jo ADN-plus y lipofectamina, después de 15 minutos de in-
cubación a temperatura ambiente (TA) se agregó el precom-
plejo formado, reemplazando previamente el medio celular de
cada pozo por medio nuevo de transfección, se mezcló gen-
tilmente y se incubó a 37 °C con 5% de CO2 por cinco horas,
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después se incrementó a volumen total el medio de cultivo
en cada pozo. A las 48 horas de iniciadas las transfecciones
se colectó el sobrenadante 1.5 mL agregando inhibidor de
proteasas, otros pozos se tripsinizaron y las células obteni-
das se contaron, centrifugaron y lavaron con PBS para ser
procesadas con la técnica de trizol para la obtención de RNA
total, a los cuales se les realizó RT-PCR para verificar la ade-
cuada producción de los transcritos de ARN mensajero de
las construcciones genéticas transfectadas. Para determinar
la eficiencia de las transfecciones, se procedió a la detección
in situ de la actividad de β-gal a las 48 horas; en las células
transfectadas con el control positivo (p6ZEIL10R) se proce-
dió primero a la eliminación de medio de cultivo, lavando las
células adheridas con 2 mL/pozo D-PBS con calcio y magne-
sio (Gibco BRL cat. No. 144040-133), posterior a este lavado
se le agregó 1 mL de medio de fijación, después de cinco
minutos a TA se procedió a dos lavados con 2 mL de D-PBS
para enseguida agregar 1 mL de solución de sustrato que
se incubó por cuatro horas. Se lavó el pozo con 2 mL de
D-PBS (Gibco BRL) y se observaron las células teñidas
bajo microscopio invertido (Figura 4). La selección de
las células estables se inició a 48 horas de la transfec-
ción, con una concentración de 7.5 μg/mL de blasticidina
después de 12 días de selección, se obtuvieron las células
estables.

Detección del receptor soluble de IL-10 en el sobrena-
dante de células en cultivo

Las clonas obtenidas (B16F0); las transfectadas esta-
bles con el inserto (B16-SR), sin el inserto y las no trans-
fectadas, fueron cultivadas por 48 horas a una densidad
inicial de 2 x 106 células/caja de 30 cm2, en 2 mL de medio
DMEM libre de suero. El sobrenadante fue removido para
precipitación de proteínas totales con ácido tricloroacéti-
co; a 1 mL de sobrenadante se le agregó 0.250 mL de ácido
tricloroacético, tras agitación vigorosa se incubó en hielo por
30 minutos, centrifugación por 15 minutos a 14,000 rpm a
4 °C, se removió el sobrenadante, el botón obtenido se lavó
cuatro veces con 0.300 mL de acetona fría (–20 °C), se
secó el botón en termoblock a 95 °C por siete minutos
y se resuspendió en 40 μL de solución a 1% de SDS bajo
calentamiento a 50 °C y finalmente para eliminar el resto de
material insoluble se centrifugó a 10,000 rpm por 10 minu-
tos a 4 °C, se almacenaron las muestras a -20 °C para
detección de la proteína por medio de la técnica de Wes-
tern Blot.

El precipitado de proteínas fue analizado por Western Blot,
utilizando los anticuerpos IL-10R (K-20 cat. sc-987), IL-10R
(M-20 cat. sc-985) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) el prime-
ro reconoce la región extracelular amino terminal del receptor
mIL-10R1, el segundo la región carboxilo terminal intracelu-
lar. Para análisis cuantitativo de la proteína recombinante,
se colocaron muestras de albúmina (50 ng a 900 ng) y los
resultados fueron analizados por densitometría con el
programa KS300 (analizador de imágenes, Carl Zeiss axio-
vision Inc.).

Inhibición de la proliferación celular de la línea tumori-
génica B16-10 in vitro

La proliferación celular de la línea tumorigénica mela-
noma B16-10, fue medida con un Kit colorimétrico (incor-
poración de BrdU; Boehringer-Mannheim) de acuerdo
CON las especificaciones del proveedor. Se tripsinizaron
los cultivos celulares, lavando dos veces con PBS, y pre-
vio análisis de viabilidad y conteo, se sembraron en caja
de 96 pozos cada uno con 3000 células en 200 μL de medio
DMEM suplementado con 10% de SFB, después de 24
horas se les agregó para los ensayos de inhibición, el pre-
cipitado de proteínas, 1.5 μg de proteínas totales por pozo
(100 ng de smIL-10R1), de tres cajas de cultivo, para ana-
lizar el efecto, de la proteína recombinante en la prolifera-
ción celular. En otros pozos se agregó sólo medio (control
negativo), precipitado de clona transfectada con plásmi-
do vacío, precipitado de B16-0 y el anticuerpo anti-IL-10
que se tomó como control positivo (bloquea la actividad
de la mIL-10); y en otro experimento en las mismas condi-
ciones (para contrarrestar los efectos del receptor solu-
ble), previa incubación de los mismos precipitados con el
anticuerpo IL-10R (K-20), se agregó al medio de cultivo el
precomplejo (receptor bloqueado) y en otro ensayo se
agregó sólo medio. En todos los ensayos las células se
incubaron por 48 horas a 37°C y 5% de CO2.

Transcurridas las 48 horas de incubación, se les agre-
gó a cada pozo 20 μL de BrdU por ocho horas, después de
ser removido el medio de cada pozo y secado por 15 minu-
tos las células fueron fijadas y el DNA desnaturalizado
con el reactivo FixDenat por 30 minutos. Se removió el
fijador y se agregó el anticuerpo anti-BrdU conjugado con
peroxidasa (anticuerpo monoclonal híbrido de ratón-clon
BMG 6H8, Fab), se incubó por 90 minutos a TA, después
se lavaron los pozos tres veces con solución de lavado.
Se agregó 100 μL de sustrato (tetrametil-benzidina) y la
actividad de la peroxidasa fue detectada midiendo el cro-
mógeno oxidado a 490 nm. Por otro lado, al terminar la
medición óptica, se procedió al conteo celular de cada
pozo tomando microfotografías (nueve por cada pozo) y
analizándolas con el software KS300, para determinar si
había o no diferencias en el número de células entre los
diferentes pozos.

Análisis estadístico

Los experimentos se realizaron por triplicado y repeti-
dos independientemente en tres ocasiones, los datos mos-
trados son representativos de los ensayos realizados en
este estudio. Los resultados de la concentración del recep-
tor truncado y de las densidades ópticas (DO), se expresan
como la media de (n) observaciones ± error estándar. Las
diferencias en la proliferación celular de las líneas B16-10 y
B16F0, fue determinada por análisis de varianza de dos vías
(ANOVA). La diferencia fue considerada significativa con
un valor de p < 0.05. Los datos se analizaron con el software
SIGMA-STAT.



136REV SANID MILIT MEX 2008; 62(3): 128-140

Esaú Floriano-Sánchez y cols.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7

Figura 5. Detección de la proteína recombinante (smIL-10R1) en el sobrenadante de las células transfectadas estables. A) Gel de poliacrila-
mida desnaturalizante a 13%, carriles 1 y 2 banda de albúmina 200 y 100 ng, respectivamente, 3 y 4 precipitado de proteínas totales de
leucocitos de bazo de ratón. 5, 6 y 7 precipitado de proteínas de los sobrenadantes de las células transfectadas con la construcción genética
(clona B16-SR) se colocaron ± 1.5 μg de proteínas totales, la flecha indica la posible banda del receptor truncado. 8 precipitado de proteínas
de sobrenadante de células B16F0 transfectadas con plásmido vacío, 9 precipitado de proteínas de sobrenadante de cels. B16F0 sin transfectar.
En la figura “B” (después de transferir las proteínas de gel (A) a membrana de inmobilom y revelado), Western Blot, donde se observa en
carriles 3 y 4 banda revelada, señalada con la flecha, correspondiente al receptor completo de mIL-10R1 de 90 a 110 kDa, utilizando como
anticuerpo primario Ab que reconoce la región amino-terminal extracelular (K-20), en carriles 5, 6 y 7 se ve la banda (indicada con la flecha)
entre 35 y 45 kDa, que corresponde al receptor truncado de IL-10 utilizando el mismo anticuerpo. En los carriles 8 y 9 (controles negativos)
no se detectó la proteína. C) Gel de poliacrilamida desnaturalizante a 13%, carriles 1 y 2 precipitado de proteínas totales de leucocitos de bazo
de ratón. Carriles 3, 4, 5 precipitado de proteínas de los sobrenadantes de las células transfectadas con la construcción genética (clona B16-
SR) se colocaron ± 1.5 μg de proteínas totales. Carril 6 precipitado de proteínas de sobrenadante de células B16F0 transfectadas con plásmido
vacío, carril 7 precipitado de proteínas de sobrenadante de cels. B16F0 sin transfectar. En la figura “D” (después de transferir las proteínas del
gel de la figura “C” a membrana de inmobilom y revelado), Western Blot, donde se observa en carriles 1 y 2 banda revelada correspondiente
al receptor de mIL-10R1 de 90 a 110 kDa, utilizando como anticuerpo primario (M-20) que reconoce la región carboxilo-terminal intracelular
(ver materiales y métodos), en los demás carriles no se detectó la banda.
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Resultados

Clonación y caracterización de la construcción genética
que codifica la región extracelular del receptor de la IL-10
(smIL-10R1)

Se obtuvo una clona (p6EIL10R) que codifica la región
extracelular del receptor (smIL-10R1) de mIL-10 (smIL-10R1),

subclonado en el vector pCDNA6”A” (Figura 3). Mediante
análisis de restricción se demostró que el fragmento de DNA
clonado fue del tamaño esperado (744 pb; Figura 5-D) y por
secuenciación se demostró que el fragmento extracelular del
receptor de IL-10 (smIL-10R1) estaba clonado en la orienta-
ción apropiada, no presentaba ninguna mutación y presen-
taba el marco de lectura correcto.

Figura 4. Detección “in situ” de la actividad de la proteína reportera (β-gal) en células B16F0, transfectadas con la construcción genética
control. A y B. Microfotografías de cultivo celular línea B16F0, el color azul indica actividad de la proteína reportera β-gal en las células
transfectadas en forma transitoria, estas células fueron transfectadas con la construcción genética p6ZEIL10R1 (control positivo) para
determinar la eficiencia de transfección (conteo celular con el software KS300).
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Figura 6. Detección del RNAm que codifica el receptor truncado
(smIL-10R1) en la célula transfectada con la construcción creada.
Por medio de la técnica de trizol, se extrajo RNA total de un pelet de
las células B16F0 transfectadas en forma estable con el cDNA que
codifica la región extracelular del receptor de la IL-10 y por medio de
RT-PCR en un solo paso, se detectó la banda de el RNAm que codifica
la proteína recombinante.
(1) Marcador de 1 kb, (2) Banda de 744 pb., muestra de RNA total de
cels. Transfectadas, (3) control donde se agregó RNA total de cels.

sencia del receptor truncado mediante la técnica de Western
Blot, utilizando anticuerpos contra la región amino-terminal
del receptor de la IL-10 (K-20; detecta la región extracelular)
y como control un anticuerpo contra la región carboxilo-ter-
minal (M-20) que detecta la región intracelular. En varios
experimentos realizados no se detectó la banda del receptor
truncado de IL-10 en el sobrenadante de las células transfec-
tadas en forma transitoria. Dado que la eficiencia de la trans-
fección fue de sólo 5% (Figura 4; ver materiales y métodos),
la falta de la detección de la banda del receptor truncado
pudiera ser explicado por esta baja eficiencia. Por tal motivo
se transfectaron células en forma estable con la clona
p6EIL10R1. Como se observa en la figura 5, cuando se utiliza
el anticuerpo K-20 se detecta una banda de 45 kDa en el
sobrenadante de las células transfectadas (ver carriles 5, 6 y 7;
figura 5-B). En cambio, en los extractos proteicos de leucoci-
tos que se utilizaron como control, muestran con este anti-
cuerpo (K-20) una banda de 120 kDa (ver carriles 3, 4; figura
5-B); esta banda corresponde al peso molecular del receptor
completo de IL-10. Para confirmar que en el sobrenadante de
las células transfectadas no existe la región intracelular del
receptor completo, exploramos los mismos sobrenadantes
con el anticuerpo que detecta la región intracelular (M-20).
Como se observa en la figura 5-D, no se detecta ninguna
banda con este anticuerpo (ver carriles 3, 4 y 5; figura 5-D),
en cambio, los extractos proteicos de leucocitos explorados
con el anticuerpo M-20 presentan una banda del mismo ta-
maño que la detectada con el anticuerpo (K-20) (ver carriles
3 y 4 de figura 5-B y carriles 1 y 2 de figura 6-D). Estos datos
indican claramente que la construcción p6EIL10R1, transfec-
tada de forma estable en las células B16F0, induce la secre-

Figura 7. Inhibición de la prolife-
ración celular de la línea B16-10
por el receptor truncado. En las
cuatro microfotografías los pun-
tos azules es ADN marcado del
núcleo de las células B16-10.
A)  La línea celular B16-10 des-
pués de 48 horas de cultivo al que
no se le agregó el receptor truncado.
B) Control positivo, 48 horas des-
pués de haber agregado al medio
de cultivo el anticuerpo anti-IL10.
C) Después de 48 horas de culti-
vo, al que se le agregó el precipi-
tado de proteínas de sobrenadan-
te con la proteína recombinante.
a la que antes de agregar al medio,
se neutralizó con el anticuerpo an-
tirreceptor (K20) (ver materiales
y métodos). D) Después de 48 ho-
ras de haber agregado el precipi-
tado de proteínas de sobrenadan-
te con el receptor soluble.

Para investigar si la construcción genética p6EIL10R ex-
presaba el transcrito esperado, se transfectó la línea celular
B16F0 en forma transitoria y se exploró mediante la técnica
de RT-PCR. Como se observa en la figura 6, la construcción
p6EIL10R codifica la región extracelular del receptor de IL-10
(banda de 744 pb). Posteriormente en el sobrenadante de las
células transfectadas en forma transitoria, se exploró la pre-
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Figura 9. La proliferación celular de B16F0 no es afectada por el
receptor truncado. Al cultivo celular de B16F0 se le agregó un preci-
pitado de proteínas totales con el receptor truncado (smIL-10R1)
barras 2 y 3, y en otro ensayo como control sólo se le agregó medio
de cultivo, no hubo diferencias en la proliferación celular (p ≥ (0.454-
0.552), la proliferación se analizó con la incorporación de BrdU y se
midió la densidad óptica (DO) índice indirecto de incorporación del
nucleótido, ver materiales y métodos.
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Figura 8. Inhibición de la proliferación celular de la línea B16-10 por
el receptor truncado. La proteína recombinante (smIL-10R1) inhibe la
proliferación celular de B16-10 cuando se agrega al medio de cultivo,
como se ve en las barras 2, 4 y 6, dicha proliferación (2,4,6) se com-
porta como en 1, en que se neutraliza a IL-10 con un anticuerpo
específico (p ≥ 0.05), la inhibición de la proliferación es de 37% com-
parada con el control (solo medio) (barra 8) células a las que no se les
agregó el receptor truncado (p ≤ 0.05). El efecto mostrado por el
receptor truncado se revierte, cuando se neutraliza el receptor truncado
(smIL-10R1) (ver materiales y métodos) barras 3, 5 y 7, comportán-
dose la proliferación celular similar al control como se ve en la barra 8
(p ≥ 0.05). En todos los ensayos se determinó la proliferación por
incorporación de BrdU marcada (ver materiales y métodos).

ción de la región extracelular del receptor de la IL-10 (smIL-
10R1).

Para determinar la concentración de receptor truncado
(smIL-10R1) secretado, se realizó un estudio cuantitativo
mediante densitometría de las bandas obtenidas en el gel de
poliacrilamida utilizado para el Western Blot, utilizando una
curva con la proteína de albúmina (ver materiales y méto-
dos). Se encontró una concentración de 150 ng  (± 6), el
resultado se tomó como la secreción en 2 mL de medio de
cultivo por 48 horas de 1.5 x 106 células.

El receptor truncado de IL-10 inhibe la proliferación celu-
lar de la línea tumorigénica B16-10 in vitro

Para investigar si el receptor smIL-10R1 inhibe la prolife-
ración celular inducida por IL-10, se obtuvo un precipitado
de proteínas totales del sobrenadante obtenido de las célu-
las transfectadas establemente con la construcción p6EIL10R1
y se agregó a un cultivo de células tumorales B16-10 que
secretan IL-10. La proliferación celular de las células B16-10
disminuye en 47% (p ≤ (0.0002-0.0004) cuando se agrega el
precipitado de proteínas con el receptor truncado (smIL-10R1;
Figuras 7, 8 y 9), no observándose cambios cuando se agre-
ga el precipitado proteico obtenido del control negativo (Fi-
gura 7-A). La disminución en la proliferación celular fue si-
milar a la que se observa cuando se agrega el anticuerpo

anti-IL10 (30%) (Figuras 7-B) (p ≤ (0.0002-0.0005). Estos
datos sugieren que el receptor truncado inhibe el efecto au-
tócrino de la proliferación celular ejercida por la IL-10. Para
confirmar que la inhibición de la proliferación celular induci-
do por el receptor smIL-10R1 no se debió a un efecto diferen-
te al bloqueo de la IL-10, se expuso la línea B16-F0, que no
secreta IL-10, al precipitado de proteínas con el receptor trun-
cado (smIL-10R1). En la figura 9 se observa claramente que
el receptor truncado de IL-10 (smIL-10R1) no disminuye la
proliferación de esas células (p ≥ (0.454-0.552). La inhibición
de la proliferación celular de la línea B16-10 ejercido por el
receptor truncado, se revirtió hasta 100% cuando se neutra-
lizó el receptor recombinante con un anticuerpo específico
contra la región amino-terminal del receptor (K-20; figura 7-
C y barras 3, 5 y 7; figura 8).

Discusión

En este trabajo se construyó un clon recombinante que
codifica e induce la secreción de la región extracelular del
receptor de la IL-10 (smIL-10R1), capaz de inhibir la prolifera-
ción celular inducida por la IL-10 in vitro.

Aunque no se hicieron ensayos para investigar la capa-
cidad de unión del receptor smIL-10R1 con la IL-10, la inhi-
bición de la proliferación celular mediada por la IL-10 sugie-
re fuertemente que el receptor truncado une y secuestra a
IL-10. Asimismo, estos datos y el hecho que el anticuerpo
K-20, que reconoce solamente la región extracelular amino-
terminal, reconozca similarmente al receptor truncado solu-
ble y al receptor completo en los ensayos de Western Blot
(Figura 5), sugieren que la estructura tridimensional del
receptor truncado soluble es similar a cuando esa región se
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encuentra formando parte del receptor completo anclado a
la membrana.

En un reporte previo Jimmy y cols. demostraron que la
región extracelular del receptor (shIL-10R1) de la IL-10 hu-
mano es capaz de unir a la IL-10 humana en ensayos de
Scatchard y que además inhibe los efectos de IL-10 sobre
los macrófagos y monocitos.44 Igualmente en ese trabajo
se demostró que el receptor completo de IL-10 de ratón es
capaz de unir a la IL-10 humana. Dado que la región clona-
da del receptor truncado en este trabajo tiene 89% de ho-
mología con la descrita en el reporte arriba mencionado, la
inhibición de la IL-10, por el receptor truncado en la proli-
feración celular de B16-10, mostrado en el presente traba-
jo sugiere que el receptor truncado (smIL-10R1) es capaz
de unir a la IL10. Este antagonismo biológico del receptor
truncado soluble de la IL10 también se ha reportado para
los receptores solubles de las interleucinas IL-4,56 IL-757 y
el de la eritropoyetina.58 De igual manera, la afinidad de las
mencionadas citocinas a sus receptores solubles es simi-
lar a la que presentan con su receptor intacto anclado en
la membrana.

Dado que la IL-10 induce la proliferación tumoral en
varios modelos animales por diversos mecanismos41,51,52,60

y es secretada en muchos tumores humanos,37 pudiera ju-
gar un papel importante en el crecimiento en los tumores
en humanos, va a ser interesante para esta línea de inves-
tigación probar el efecto de la construcción genética que
codifica al receptor smIL-10R1 sobre el crecimiento tumo-
ral in vivo.

En un estudio previo, se bloqueó con un anticuerpo la
actividad biológica de la IL-10 inhibiendo el crecimiento del
tumor en un modelo murino;51 sin embargo, la inyección sis-
témica del anticuerpo, bloquea otras funciones biológicas
de la IL-10, con efectos colaterales inesperados. La utiliza-
ción de un vector de expresión (ADN desnudo) de terapia
génica que inhiba la función de la IL-10 específicamente en el
sitio del tumor sería deseable, ya que se evitaría los efectos
del bloqueo sistémico de la IL-10.

Conclusiones

En este estudio se demostró que la región extracelular del
receptor de la IL-10 murina inhibe los efectos de la IL-10
sobre la proliferación celular de la línea tumorigénica
B16-10 in vitro.

La línea celular de melanoma-B16F0 transfectada de for-
ma estable, con la construcción p6EIL10R1, que codifica
la región extracelular del receptor de la IL-10 murina, es
capaz de inducir la secreción de la proteína correspon-
diente.
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