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RESUMEN
Objet ivo :  Estud iar  las  concent rac iones de

interleucina-10 en el suero de ratas tratadas con 7-13
dimetil-benzantraceno, ácido retinoico y una combinación
de ambos.

Ambiente: Cátedra de Inmunología, Instituto de
Investigaciones Biológicas y Facultad de Veterinaria.
Universidad del Zulia.

Método: Investigación longitudinal, antes y después
de recibir las sustancias experimentales.  La citocina se
cuantificó por inmunoanálisis enzimático (ELISA) de
doble anticuerpo.

Resultados: Incremento de la citocina sérica en
animales que recibieron la combinación (grupo A) y en
los que recibieron el cancerígeno solo (grupo B), pero
más significativo en los primeros. En el grupo A no se
observaron tumores, pero sí en el B.  El retinoide solo
(grupo C) también indujo un ascenso, precoz y signi-
ficativo, con descenso posterior a la normalidad, cuando
aún permanecían valores elevados en los grupos A y B.
No se formaron tumores en los animales del grupo C.

Conclusiones: Las dos sustancias estudiadas producen
aisladamente aumento en la secreción de la citocina.  Las
cantidades mayores de interleucina-10, dadas sus
características biológicas, parecen producir cambios en
la evolución tumoral.

Palabras clave: Ácido retinoico.  Cáncer.  Citocinas.
Interleucina-10.  Glándula mamaria.  Retinoides.

SUMMARY
Objective: To study interleukin-10 serum concentra-

tions in rats treated with 7-12-dimethyl-benzanthracene,
retinoic acid and a combination of both.

Setting: Chair of immunology, Institute of Biological
Research and Faculty of Veterinarian Medicine.  Zulia
University.

Method: Longitudinal investigation before and after
administration of the tested compounds.  Cytokine levels
were quantified using a double antibody enzymatic
immunoanalysis (ELISA).

Results: Significant increase of the serum cytokine in
animals receiving combined therapy (group A) and 7-12-
dimethylbenzanthracene (group B), more valid in the
therapy (group A) and 7-12-dimethylbenzanthracene
(group B), more valid in the former.  Groups A rats did
not develop mammary tumors, group B did.  Those treated
only with retinoic acid (group C) had a significant
precocius interleukin elevation, which later descended to
normal values, even though groups A an B remained with
highter concentrations.  There was no tumor growth in
group C animals.

Conclusions:  Both of the tested compounds, by them-
selves, induced a rise of the cytokine secretion.  High
amounts of interleukin-10, given its biological proper-
ties, seem to produce changes in tumor evolution.

Key words:  Retinoic acid. Cancer. Cytokines.
Interleukin-10.  Mammary gland.  Retinoids.

INTRODUCCIÓN

Se ha reportado un incremento de la concentración
en suero de la interleucina-10 - IL-10- en pacientes
con tumores sólidos (1), lo que pudiera tener apli-
cación en el registro inmunológico y en la evolución
de la enfermedad.  Las células tumorales secretan
citocinas espontáneamente, moléculas que agrupan
a las interleucinas -IL, interferones –IFN-, factores
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estimulantes de colonias –CSF-, factores de necro-
sis tumoral –TNF- y factores de crecimiento –GF-.
Algunas citocinas han sido ensayadas en tratamientos
anticancerosos (2-5).

La IL-10 es una citocina inmunorreguladora,
inhibidora de la secreción de otras citocinas, que
regula negativamente la actividad de las células Th1
cooperadoras e inflamatorias con disminución de la
IL-2 y el IFN-γ (6), mientras que, según algunos
investigadores, estimula otras funciones, como la
actividad de las células asesinas naturales o NK
(7,8), promoviendo la defensa contra tumores e
infecciones virales.   Paradójicamente, Oppenheim
y col.  sostienen que la IL-10 inhibe la secreción de
citocinas por las células NK (9). Además, en ratones,
la  Il-10 estimula la producción de anticuerpos de la
subclase IgG-1, los cuales se unen a antígenos
tumorales, haciéndose posible el acoplamiento de
los receptores de las NK a la porción FC de la
inmunoglobulina, con lo que se determina la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(10).  Kundu y col. (8) han demostrado el efecto
antitumoral y antimetastásico de la IL-10, al trabajar
con líneas celulares de tumores mamarios altamente
malignos, “transfectadas” con plásmidos con la
citocina o sin ella, para inoculación posterior a
animales competentes o comprometidos en su
inmunidad.  Los inóculos con IL-10 inhibieron
totalmente el crecimiento tumoral en los inmuno-
competentes, no ocurriendo así cuando carecían de
ella.  En los inmunocomprometidos el crecimiento
de los tumores fue menor, y la proporción de
metástasis cayó en 90% en los que rcibieron la
interleucina, en comparación con el grupo al cual no
se la administró. Los que no la recibieron desarro-
llaron metástasis pulmonares y murieron entre 40 y
50 días pos-inoculación.  La conclusión de esos
trabajos (8) es que la IL-10 es un potente agente
antimetastásico, aún en sujetos inmunocompro-
metidos, dependiente en esto de la actividad de NK,
pero relativamente independiente del funcionamiento
de linfocitos T.  La influencia que cualquier tipo de
terapia antitumoral tenga en la secreción de IL-10
es, por tanto, digna de ser estudiada.

Los retinoides análogos de la vitamina A o reti-
nol (11), han sido atractivo objeto de investigación
en la quimioprevención (intervención terapéutica
sobre los estadios de iniciación y promoción de la
carcinogénesis).  De varios t ipos de tumores
malignos, incluido cáncer mamario (12-16).  Contra
éste se han hecho ensayos con el all-trans-ácido

retinoico (AR) su  fotoisómero 13-cis-ácido retinoico
(cAR) o isotretinoin, el Ro 40-8757 (17) y el
fenrretinide o 4-hidroxifenilretinamida (18,19) entre
otros.  Fisiológicamente juegan un papel importante
en la maduración crecimiento y diferenciación
celular (20), así como en la visión, reproducción y
función inmune (13).  El AR es un metabolito del
retinol natural, al cual puede sustituir en muchas de
las funciones vitamínicas, más no en las involucradas
con la visión y la reproducción (21).  Pero los
efectos indeseables que provocan los retinoides
limitan el uso en humanos, reservándolo a pocas
indicaciones como la psoriasis.  Unos mil quinientos
retinoides se han sintetizado, en la búsqueda de
moléculas con mayor eficacia y menos efectos
colaterales.  Algunos resultados clínicos como los
obtenidos con el isotretinoin en la aparición de
segundos tumores en paciente tratados por carcino-
mas de células escamosas de cabeza y cuello (22),
estimulan nuevas investigaciones.

Hay varios reportes que señalan elevadas tasas
de remisión en leucemia aguda promielocítica y en
la mielocítica juvenil tratadas con AR (23-25). Con
la misma sustancia se ha demostrado, en ratas que
los cánceres mamarios inducidos por N-metil-N-
nitrosourea disminuyen la tasa de crecimiento,
aunque sin reducción del tamaño de las lesiones
(26).  Pero Teelmann y col. (17) investigando carci-
noma mamario en múridos han concluido que ni el
derivado all-trans ni el 13-cis t ienen efectos
antitumorales a dosis tolerables por los animales. La
reduccción tumoral fue evidente en 4 a 6 semanas,
pero debía suspenderse la terapia a la semana 6, a
causa de la aparición de severa toxicidad esquelética
y deterioro general.

Las conclusiones finales en cuanto a quimio-
prevención mamaria y retinoides no están dadas
aún.  En este trabajo se investigan los efectos del AR
sobre los niveles de IL-10 en suero, en animales con
cáncer mamario experimentalmente inducido.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se estudiaron 24 ratas dividas  3 grupos: A (n =
8), B (n = 7) y C (n = 9).  Eran hembras vírgenes
Sprague Dawley de 35 días de edad al comienzo del
experimento. A las de los grupos A y C se les
administró por vía intragástrica AR (Vesanoid,
Laboratorios Hoffman-Roche), a la dosis de 3 mg/
kg de peso/ día durante 30 días consecutivos.  A las
de los grupos A y B se les trató de inducir cáncer
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mamario con 7-12-dimetil-benzantraceno o DMBA
(Eastman Organic Chemical New York) a razón de 8
mg/100 g de peso en una sola dosis intragástrica,
unas semanas después de haber terminado la
terapéutica con ácido retinoico de manera que el
grupo A recibió AR y DMBA, el B sólo DMBA y el
C sólo AR.  El DMBA se administró en el Instituto
de Investigaciones biológicas de la Facultad de
Medicina (Laboratorio de  Biología del Cáncer).
Todos los animales se investigaron simultáneamente.

Las ratas fueron obtenidas del bioterio del
Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas
(IVIC) y trasladados al de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad del Zulia. Después de un período
de adaptación ambiental, alimentadas con ratarina y
agua potable ad libitum eran pesadas diariamente.
Para medir IL-10 en suero se tomó la primera
muestra, M1, el día 0.  La segunda se tomó después
de terminada la administración de AR (día 30, M2).
Las muestras 3 y 4 fueron extraídas después del
DMBA, en los día 90 y 150.  Se hacía palpación
mamaria a diario, en búsqueda de la aparición y
evolución de tumores.  A los 270 días de la M1 se
extrajo la M5.  Y los animales fueron sacrificados.

Se obtenía 1 ml de sangre de la cola con aguja de
tuberculina. El suero era separado por centrifugación
a 1 000 g, durante 10 minutos, para ser repartido en
alicuotas colocadas en tubos plásticos que se
almaceron a –70ºC.

La concentración de citocina se cuantificó por
técnica de inmunoanálisis enzimático (ELISA) de
doble anticuerpo (Mouse ELISA endogen interleu-
k in-10 “k i t ”  número 013176) ,  descr i ta  con
anterioridad (27).

Los resultados se expresaron pg/ml.  Los datos
fueron sometidos a análisis de varianza (ANOVA) y
covarianza.  Si estos estudios mostraban diferencias
significativas entre los grupos, se empleaba como
“ post-test” el análisis de múltiples comparaciones
de Tukey. Se consideraron como significativos los
valores de probabilidad menor de 0,05 (p< 0,05).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 y Figura 1 se demuestran las
concentraciones séricas de IL-10 en los diferentes
grupos de experimentación, de acuerdo al tiempo de
recolección de las muestras. No hay significación
estadística en las diferencias de M1 en los tres
grupos. En la M2 hubo un ascenso válido de IL-10
en uno de los grupos tratados con AR (p< 0,001),  el

C.  En el grupo A , también de AR pero combinado
con DMBA hubo igualmente una elevación pero
ésta no tuvo significación.  El grupo B, que recibía
DMBA sin protección retinoide tuvo un incremento
significativo de la citocina (p< 0,01).  En la misma
M2, hubo incremento significativo en el grupo C
con respecto al B (p< 0,01).

Figura 1. Concentraciones séricas de IL-10 en ratas
tratadas con ácido retinoico y DMBA.

Cuadro 1

Concentraciones séricas de IL-10 en ratas tratadas
con ácido retinoico y DMBA

Nº de muestra Grupo

A B C

M1 27,0 ± 7,3 17,3± 4,3 34,3 ± 3,2
M2 87,1 ± 15,5c 55,5 ± 5,1e  161,6 ± 33,1ag

M3 155,8 ± 33,4bd 71,3 ± 14,1f 32,8 ± 8,6
M4 10,9 ± 2,2 17,7 ± 2,3 16,1 ± 1,2
M5 30,3 ± 3,8 21,2 ± 4,9 31,5 ± 4,8

aDiferente significativamente del grupo B (p< 0,01).
bDiferente significativamente de los grupos B (p< 0,05) y
C (p< 0,01).
cDiferente significativamente de la Toma 4 (p< 0,05)
dDiferente significativamente de las Tomas 1, 4 y 5 (p<
0,001).
eDiferente significativamente de las Tomas 1, 4 (p< 0,01)
y 5 (p< 0,05).
fDiferente significativamente de las Tomas  1, 4 y 5 (p<
0,001).
gDiferente significativamente de las Tomas 1, 3, 4 y 5 (p<
0,001).
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La M3, del día 90, tuvo como resultado un
descenso importante en las concentraciones de la
citocina del grupo C, que volvieron a los niveles
iniciales, cifras muy por debajo de las corres-
pondientes al grupo A.  Los valores del grupo B
fueron inferiores a los del A, con p< 0,05.  Hubo
asimismo un incremento significativo en el grupo A
con respecto al B (p< 0,05) y al C (p< 0,01).

Para M4 y M5 (días 150 y 270), las concen-
traciones vuelven a ser similares en los tres grupos
y a M1, pero hay variantes en la relación entre las
diferentes muestras del mismo grupo. En el grupo A,
M4 y M5 tienen descenso muy significativo respecto
a M3 (p< 0,001), igual que sucede con M4 y M2. En
el grupo B, M4 se iguala a M1, pero tiene diferencia
válida con M2 y M3; y M5 es muy diferente a M3 (p<
0,01). En el grupo C, M4 y M5 difieren con
significación de M2 (p< 0,01).

DISCUSIÓN

Los retinoides actúan sobre la promoción de
tumores y modifican algunas de las propiedades de
las células malignas, por activación o represión de
genes específicos, después de formar un complejo
molecular con uno de los receptores, que se agrupan
en la superfamilia de receptores esteroide-tiroidea
(28).  Los efectos beneficiosos potenciales han sido
clasificados en: a. Inducción directa de la diferen-
ciación celular, cuyo prototipo son las experiencias
con la línea promielocítica (HL-60) de leucemia
(13,29); b. Inhibición directa del crecimiento sin
diferenciación; c. Inhibición del crecimiento o la
di ferenciación con agentes paracr inos como
mediadores; d. Inducción de la diferenciación en
combinación con otros agentes diferenciadores y
citocinas; y e. Inducción de la apoptosis (13).

En la experiencia presente se observó un aumento
de las concentraciones de IL-10 en la M3 del grupo
A, bajo la combinación AR-DMBA.  La IL-10 es
importante porque estimula las células asesinas
naturales o NK (7,8), que son efectoras en la
destruccción de células tumorales. Con AR se ha
descrito un aumento en la actividad de NK en
pacientes que reciben ß-caroteno (30).  Nuestro
grupo A bajo protección retinoide, no desarrolló
cáncer mamario (datos no publicados).

Entre otras funciones del AR sobre el sistema
inmunitario se citan: incremento de la respuesta de
anticuerpos a una variedad de antígenos (13,30,31);

de la respuesta inmune mediada por células in vivo
(31,32); activación y proliferación de linfocitos T
inducida por antígeno (33) y proliferación de
linfocitos estimulados por mitógenos (13,34);
aumento de la infiltración de células del hospedero
en tumores trasplantados o químicamente inducidos
(33); inducción de la síntesis de prostaglandinas
(33,35); estimulación de los macrófagos para la
fagocitosis (34); incremento de la expresión de mar-
cadores de activación en células monocucleares de
sangre periférica humana (36); estímulo de la
expresión de IL-2 en timocitos activados (37); y
aumento de la actividad de células asesinas activadas
por linfocina (38).

Otras citocinas diferentes a la IL-10 parecen
estar involucradas en acciones como la inducción de
diferenciación celular, sumadas al AR.   El IFN-γ y
el TNF-α son cooperadores del AR en la inducción
de la diferenciación granulocítica de las células HL-
60  (13).  La combinación de retinoides e IFN-α
ejerce una acción inhibidora del crecimiento e
inductora de la diferenciación de líneas celulares de
leucosis mieloide aguda, superior a la de cualquiera
de los dos agentes por separado (39,40).  El factor
estimulante de colonias de granulocitos o G-CSF
también induce maduración de células de leucosis
(41), y potencia la diferenciación inducida por
retinoides en las líneas HL-6-0 y U-937 (39).  La IL-
1, la IL-4 y el GMCSF, también sinergizan la
actividad retinoide en la diferenciación de la HL-60.
El IFN-α potencia el efecto diferenciador retinoide
sobre células de neuroblastomas y tanto él como el
IFN-γ, sobre todo este último, refuerzan la acción
diferenciadora inducida por AR en cáncer mamario
(13,42). El AR provoca la apoptosis de células
tumorales, mecanismo de acción óptima para una
terapia de diferenciación, por inducción de la síntesis
de citocinas del grupo del factor de crecimiento
transformante ß, o TGF-ß (13).

En el grupo B, con DMBA sin protección retinoide
aunque hubo ascenso significativo de las concen-
traciones de IL-10 en M2 y M3 con relación a M1
éste no alcanzó los niveles del grupo A (AR y
DMBA) ni los del C (AR) en M2. En la M3, sin
embargo, las concentraciones bajaron para el C,
probablemente porque al no existir un estímulo
adicional de importancia, la IL-10 inhibe su propio
ARNmensajero (43).  Carson y col.(7) sostienen que
la IL-10 es capaz de inducir actividad citolítica
significativa de NK contra células tumorales previa-
mente resistentes a NK, en una forma dependiente
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de la dosis. El aumento de la IL-10 en el presente
trabajo, en los grupos que recibieron DMBA más
AR y ambas sustancias solas, apoya la idea de que
las dos son estimulantes de la producción de la
citocina, y que sus acciones son sinérgicas.  En el
grupo con AR y DMBA ascendió más la interleucina
y no se formaron tumores. En el que recibió el
cancerígeno sin los beneficios preventivos del
retinoide, el incremento ocurrió pero en menor
intensidad y se desarrollaron tumores (datos no
publicados).  El descenso brusco de la IL-10 en la
M3 del grupo C, sugiere la acción autorreguladora
de la propia interleucina.  La vuelta a los valores
iniciales de IL-10 en M4 y M5 para todos los grupos
hace pensar que la respuesta tanto al cancerígeno
como al retinoide, cambia ostensiblemente con la
desaparición del estímulo al ser metabolizadas esas
sustancias.  Kundu y col. (8) han demostrado que la
expresión de la IL-10 inhibe totalmente el creci-
miento primario de tumores de mama trasplantados
altamente malignos e inmunogénicos; y lo hace
parcialmente en aquellos de poca inmunogenicidad,
apoyando los informes de referencias previas (44-
45). El efecto no está restringido al tipo de tumor
puesto que se logra por igual en gliosarcoma. De
particular importancia es la demostración del efecto
antimetastásico de la citocina.

Los resultados aquí presentados además de
corroborar el efecto protector de la quimioprevención
retinoide (el ascenso de la IL-10 parece formar parte
de tal acción), apoyados en los de Kundu y col. (8),
abren la posibilidad de una línea de investigación
sobre el uso de la IL-10 recombinante como terapia
alternativa, sola o en combinación con el AR.  La
administración sistémica de IL-10 a diferencia de la
de otras citocinas, no es tóxica (46-47).
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