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RESUMEN

El papel inmunomodulador que las citocinas muestran
sobre células inmunitarias ha sido objeto de estudio en
estos tiltimos anos, sin embargo, es menos conocido su
posible accion sobre el Sistema Vascular, especialmente en
células endoteliales (CE), con las que las células blancas
establecen estrechas relaciones en respuesta a cualquier
tipo de agresion de la pared vascular. Por ello el objeto del
presente trabajo se centra en el estudio de la Interleucina
(IL)-10 y las CE, valorando la respuesta morfologica y
funcional, medida como presencia de plaquetas sobre el
endotelio.
CE procedentes de Vena Umbilical humana y en pasaje de
primer subcultivo fueron incubadas durante 24 horas con
concentraciones crecientes de IL-10, desde 1 a 100 ng/ml.
Por otro lado, plasma rico en plaquetas (PRP) se afiadié a
cada uno de los grupos de estudio durante 30 minutos. Los
cultivos obtenidos fueron procesados por microscopia pti-
ca y electrénica de barrido. Se realizaron recuentos plaque-
tarios con un hemocitémetro.
Cuando las células son incubadas en presencia de bajas
concentraciones de IL-10 (< 50 ng/ml), tanto la viabilidad
como la morfologia de las células cultivadas se mantiene
normal, de forma similar a los grupos controles. Mayores
_concentraciones de la citocina inducen cambios en los cul-
tivos, de modo que la morfologin celular muestra signos

degenerativos conducentes a la muerte celular progra-
mada.

Cuando se incuban las CE moduladas con IL-10 en pre-
sencia de PRP se observa que la adhesién plaquetaria
aumenta a medida que lo hacen las concentraciones de IL-
10, efectudndose el depésito de plaquetas de modo centri-
peto sobre el soma celular.

Por tanto, podemos concluir que altas concentraciones de
IL-10 inducen, sobre CE en cultivo de 24 horas, apoptosis
y aumento de la adhesion plaquetaria.

Palabras clave: Interleucina 10; agregacion plaquetar;
cultivo; célula endotelial.

SUMMARY

The modulatory action of cytokines on cells of the immune
system has been the subject of several recently published
studies. The possible effect of cytokines on the Vascular
System, and specifically on endothelial cells (EC), has not
yet been widely explored. White blood cells are able to sta-
blish close relationship with EC in response to injury to the
vascular wall. The aim of the present investigation is to
study the morphological and functional response of EC
to Interleukin (IL)-10 estimated by the presence of platelets
on the endothelium.

EC from human umbilical cord were cultured. Cells from
the first passage were incubated for 24h with increasing
concentrations of IL-10 (1 to 100 ng/ml). Platelet rich
plasma (PRP) was added to cultures in each test group for
30 min. The resultant cultures were processed for light
and scanning-electron microscopy. Platelet counts were
performed using a hemocytometer.
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EC incubated with low concentrations of IL-10 (< 50 ng/
ml) showed similarity to those of control groups with res-
pect to viability and morphology. Higher cytokine concen-
trations induced symptoms of degeneration in cultured
cells leading to programmed cell death.

When the IL-10-modulated EC were incubated with PRP,
platelet adhesion was seen to increase with increasing IL-
10 concentrations. Platelets were deposited in a centripetal
manner over the cell cytoplasm.

It may be concluded that high IL-10 concentration induce
apoptosis in, and increase platelet adhesion to EC in cul-
ture.

Keywords: Interleukin 10; platelet aggregation; culture;
endothelial cell.

Introduccion

La ttnica intima de los vasos es una monocapa
constituida por CE que contribuyen prioritariamente
al mantenimiento de la homeostasis vascular. Es bien
conocida su capacidad de respuesta a la lesion, en la
que participan las plaquetas como elementos desen-
cadenantes de una serie de eventos que conducirdn,
en parte, al proceso reparativo (1). Otras veces, el
dafo exige una respuesta inflamatoria (2) y/o inmu-
nitaria, en la cual la CE recibe una serie de estimulos
que conducen a modificar su respuesta (3).

La CE, por ubicacién, posee un borde libre limitan-
do con el tejido sanguineo y una cara de fijacién a una
matriz extracelular, manteniendo una determinada
polaridad morfolégica y funcional que le permite
arbritar los intercambios entre la sangre y los tejidos u
6rganos. Es una célula altamente receptora y de rapi-
da adaptacién, de modo que puede activarse en pro-
cesos inflamatorios, inmunes y trombéticos (4).

Las CE son al mismo tiempo receptoras y produc-
toras de citocinas (3, 5, 6). Algunas citocinas, como la
IL-1 y el Factor de necrosis tumoral (TNF), estimulan
la capacidad proagregante y proinflamatoria de las
CE (7, 8). Estas linfocinas estimulan la produccién de
otras citocinas, como IL-1, [L-6 y las IL-8, que modu-
lan la presencia y emigracién de las células blancas a
través de la pared vascular (9).

Kishi y cols. (10) demuestran que las plaquetas son
capaces de inducir dano endotelial «in vitro», corro-
borando los trabajos de Asada y cols. (11), quienes

observan que los productos liberados por las plaque-
tas o trombos pueden inducir efectos a cierta distan-
cia de su lugar de liberacién.

Las CE impiden la adhesion de las plaquetas debi-
do a que secretan sustancias antitrombéticas como la
prostaciclina (12), la heparina (13) y el 6xido nitroso,
evitdndose de esta forma la adhesion y agregacién
plaquetaria.

La IL-10, denominada originalmente factor inhibidor
de la sintesis de citocinas (CSIF) (14), fue descubierta
como un producto de los linfocitos T helper (subset
Th2) que suprimia la produccién de Interferén-y (IFM-
y) por parte de los subsets linfocitarios Th1 (15). Para
llegar a conocer el mecanismo de accién de la IL-10,
principalmente sobre macréfagos y linfocitos, ha sido
fundamental la gran cantidad de estudios «in vitro»
realizados por otro autores (16, 17). Estos estudios han
permitido conocer, tanto la funcién inmunosupresora
de la iL-10 sobre la produccién de citocinas en los sub-
sets Th1 de las células T, como su papel inmunoestimu-
lante de la respuesta proliferativa «in vitro» (18).

Dada la relacién existente entre las células blancas
y el endotelio, en situaciones de agresion de la pared
vascular, el objetivo de este trabajo ha sido mostrar
el efecto de la IL-10 sobre células endoteliales en cul-
tivo y si esta citocina modifica el comportamiento
del endotelio en situaciones que podrian implicar
agregacion plaquetar.

Material y métodos
Cultive de células endoteliales

Las CE fueron obtenidas de vena de cordén umbili-
cal humano y puestas en cultivo siguiendo los méto-
dos descritos por Jaffe (19) con algunas modificaciones.
La vena del cordén fue lavada varias veces con MEM
(Minimum Essential Media) en condiciones estériles,
rellenada con una solucién al 0,1% de colagenasa tipo |
(Worthington) en MEM e incubada durante 15 min. a
37°C. Se recogi6 la suspension celular en un tubo céni-
co de centrifuga Falcon de 50 ml y se centrifugé a 200 g
durante 7 min. El precipitado obtenido fue resuspendi-
do en 5 ml de MEM vy centrifugado bajo las mismas
condiciones. Este dltimo paso fue repetido tres veces
para eliminar cualquier componente sanguineo que
pudiera haberse liberado durante la digestion enzimd-
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tica. Tras la dltima centrifugacién las CE fueron resus-
pendidas en 5 ml de medio M-199 (Gibco BRL) suple-
mentado con un 20% de suero fetal bovino (Gibco
BRL), antibi6ticos (100.000 IU/ml penicilina /10000
ug/ml streptomicina) (Gibco BRL), 10 mM de Hepes
(Gibco BRL), 2 mH de L-glutamina (Gibco BRL), factor
de crecimiento endotelial (20 ug/ml) (ECGF) Sigma y
heparina sédica (90 ug/ml)0 (Roche), y puestas en un
frasco de cultivo de 25 ecm? (Nunclon), e incubadas a
37°C en una estufa de CO, (5% CO,).

Siembra de células endoteliales

Para la realizacion de la siembra celular se utilizaron
placas de 24 pocillos en los que se introdujeron cu-
breobjetos de cristal estériles de 1,12 cm de didmetro.

Las CE procedentes del primer subcultivo fueron
levantadas del frasco de cultivo por tratamiento con
tripsina-EDTA, sembradas sobre dichos cubreobjetos e
incubadas a 37°C en estufa de cultivo (5% CO,). Una
vez formada la monocapa sobre la superficie de los
cubreobjetos, las células fueron incubadas durante 24
horas a 37°C en una solucién de M-199 completo
suplementada con IL-10 (cedido por Schering Plough,
Kenilworth, N.J.) a diferentes concentraciones: 1 ng/
ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml y 100 ng/ml.

Oblencion de plasma rico en plaquetas

Sangre procedente de donantes voluntarios fue
recogida en una solucién de citrato sédico al 3,8% en
proporciéon 1:10 y centrifugada en tubos conicos a
200g durante 5 minutos. El plasma rico en plaquetas
se recogid y se procedié a su contaje en un hemocito-
metro automadtico (Hematology Analizer System 9000;
SERONO DIAGNOSTICS).

Recuento Celular

Los cultivos de CE fueron fijados en formol al 10%
para microscopia éptica. La cuantificacion del niime-
ro de células por campo, con un minimo de 100 cam-
pos medidos por muestra, se realizé en un analiza-
dor de imagen (Microm).

Microscopia Llectrénica de Barrido (MEB)

Las muestras obtenidas fueron fijadas en glutaral-

dehido al 3% durante 2 horas y puestas en tampén
Millonin (pH 7,3) hasta su procesamiento. Las mues-
tras fueron deshidratadas en series graduales de ace-
tonas, sometidas a punto critito en un Polaron E-3000
con CO,, metalizadas en oro-paladio, y estudiadas en
un microscopio electrénico de barrido Zeiss 950 DSM.

Diserio experimental

Se desarrollaron los siguientes grupos de estudio:

a) Grupo control (n=8): CE incubada con M-199
completo;

b) Grupos experimentales: CE incubada con M-199
completo suplementado con concentraciones
variables de IL-10:

Grupo 1 (n=8): CE incubada con IL-10 a una con-
centracién de 1 ng/ml

Grupo 2 (n=8): CE incubada con IL-10 a una con-
centracién de 10 ng/ml

Grupo 3 (n=8): CE incubada con IL-10 a una con-
centracion de 25 ng/ml

Grupo 4 (n=8): CE incubada con IL-10 a una con-
centracion de 50 ng/ml

Grupo 5 (n=8): CE incubada con IL-10 a una con-
centracién de 100 ng/ml

Tras 24 horas de incubacién, se anadié 100 ul de
PRP a cada uno de los grupos de estudio y se dejo
actuar durante 30 minutos. Tras este periodo de
tiempo se lavaron 2 veces los cultivos con PBS y se
procedio a su fijacion para estudios posteriores.

Los estudios estadisticos de los datos obtenidos se
realizaron mediante el test de U de Man-Whitney.

Resultados

A microscopia de barrido se observa una disminu-
cion de la densidad celular sobre los cubreobjetos al
aumentar la concentracion de la citocina.

Las CE del grupo control, sin IL-10, presentan una
buena adhesién al substrato de cristal, individualiza-
das, muestran un finfsimo soma y tanto el nticleo como
los nucleolos son aparentes (Fig. 1A). Cuando las célu-
las comienzan a confluir establecen numerosos puentes
intercitopldsmicos (Fig. 1B). En este grupo, cuando las
CE son expuestas a plaquetas, no se aprecia adhesion
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Figs. 1A y 1B. Grupo control: CE firmemente anclada al
substrato. Existen gran cantidad de puentes
intercitopldsmicos (PI) y tanto el niicleo (N) como los
nucleolos (Nu) son perfectamente visibles. En este grupo no
hay signos de adhesion plaquetaria. A) Microscopia éptica
(40x) B) Microscopia de Barrido (1000X).

ni agregacion plaquetar sobre las mismas, mostrando
por tanto una buena funcién antiagregante in vitro.
En el grupo 2, IL-10 (10 ng/ml) la morfologfa de la

Fig. 2. CE incubadas con 1L-10 [10 ng/ml] de morfologia
similar a los controles, pero con plaquetas firmemente
adheridas a los bordes celulares (P). (1000x).

célula endotelial se mantiene, sigue anclada firme-
mente al substrato, se observan ntcleo y nucleolos
normales y los puentes intercitopldsmicos estdn
igualmente bien definidos; sin embargo, la adhesién
plaquetar aumenta considerablemente. Se observa
cémo las plaquetas, que estdn activadas, se adhieren
a los bordes laterales de la CE (Fig. 2).

A medida que incrementamos la concentracién de
IL-10 las plaquetas se depositan en los bordes y en lar-
gas prolongaciones citopldsmicas, a modo de rosario
de cuentas, aumentando progresivamente el niimero
de células que, formando monocapa confluente, pre-
sentan todo su citoplasma cubierto por plaquetas.
Valorando la adhesién plaquetar, se observa que al
aumentar la concentracién de IL-10 se incrementa el
ntimero de plaquetas adheridas sobre la superficie
celular (Fig. 3).

N.° plaquetas/célula (miles)
w

Fig. 3. Grdfica de adhesion plaquetaria,
aumenta el ntimero de plaquetas sobre las
CE al elevarse la concentracion de IL-10, en
un cultivo de 24 horas. (*p<0,05).
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La IL-10 parece ejercer un cierto efecto téxico sobre
la CE que afecta a su viabilidad, como se observa en
el estudio a microscopia electrénica de barrido. Con
las mayores concentraciones, grupo 5 (IL 10 100
ng/ml), existen CE degenerativas, con claros signos
de muerte celular, extrusion nuclear (Fig. 4A) y cito-

A

Figs. 4A y 4B. CE incubada con 1L-10 [100 ng/ml].

plasma burbujeante (Fig. 4B). En la cuantificacién
celular (Fig. 5) se comprueba este hecho, siendo signi-
ficativamente menor el nimero de células por campo
al aumentar la dosis de la citocina estudiada. En este
grupo, las plaquetas ya no sélo se sitian en los bor-
des sino que ocupan todo ¢l citoplasma celular.

A) Fragmentacion nuclear, evidencia de degeneracion celular (Hematoxilina 40x).
B) CE degenerativa totalmente cubierta por plaquetas (P) (5000x).
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Fig. 5. Grdfica de recuento celular. Se
muestra como disminuye el niimero de
células por campo al aumentar la
concentracion de 1L-10, en cultivo de 24
horas (*p<0,05).
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Discusion

Las CE preincubadas durante 24 horas con TL-10
parecen modificar su morfologia y su funcién antia-
gregante de forma dosis-dependiente.

La capacidad proinflamatoria de la IL-10 es una
de sus propiedades mds conocidas sobre CE en pre-
sencia de lipopolisacaridasa (LPS) (20). La TL-10
parece inhibir la produccion de IL-6 en macréfagos,
mientras que estimula su sintesis en CE (21). Estos
resultados son superponibles a las acciones de IL-1y
TNF (22) que estimulan la actividad proinflamatoria
sobre la superficie celular endotelial, aumentando la
expresion de moléculas de adhesién de células blan-
cas. Sironi y cols. (23) estudian la funcién de la IL-13
sobre las CE, encontrando que dicha citocina induce
la expresién de VCAM-1, una molécula de adhesién
de granulocitos, a concentraciones comprendidas
entre 10 y 50 ng/ml, tras 24 horas de estimulo, y
parece tener un espectro de respuestas similar al de
la IL-4. Bochner y cols. (25) muestran que tanto la IL-
13 como la IL-4, estimulan las CE para que expresen
en su superficie VCAM-1, sugiriendo el papel pro-
motor de esta citocina en procesos inflamatorios. La
IL-10, en su interaccién con el endotelio, participa en
la induccién y expresién de respuestas directamente
mediadas por los linfocitos Th2 y fagocitos mononu-
cleares. De todo ello parece deducirse que [L.-13, [L-4
e IL-10 inducen una activacién similar sobre las CE
(24).

La IL-10, a altas concentraciones, podria ejercer
algtin papel inhibidor de la viabilidad celular, dado
que el numero de células es significativamente
menor cuando las CE se incuban con dosis muy ele-
vadas de la citocina, superiores a 50 ng/ml.

En nuestro modelo, la accién de la TL-10 sobre las
CE nos lleva a pensar en la existencia de alguna
modificacion en la superficie de las mismas que, de
modo similar a otras citocinas como IL-1 y TNF,
induzca cambios en la cantidad de trombomodulina
y favorezca la adhesion de las plaquetas. Las concen-
traciones de esta citocina para activar la CE se mue-
ven en rangos de 10 a 100 ng/ml, siendo importante
el tiempo de incubacién necesario para obtener un
mdaximo estimulo de la célula (21), si bien no se han
descrito previamente correlaciones entre actividad
procoagulante y adhesion plaquetaria. Existe rela-
cién positiva entre concentraciones de IL-10 y lugar

somdtico de depésito plaquetar. Todo ello se podria
justificar a través de una activacién o modificaciéon
de los receptores plaquetarios, lo que permitirfa la
adhesion de las mismas a la membrana endotelial de
modo secuencial. Las CE, en condiciones basales y
sin estimulo de IL-10, no permiten la adhesion pla-
quetaria, mientras que al incrementarse la concentra-
cién de la citocina parece existir un estimulo selecti-
vo y ordenado de receptores de adhesién para
plaquetas. La adhesién comienza en los bordes de
expansion celular, con imdgenes curiosas como en
las que se observa depésito de plaquetas, a modo de
rosario de cuentas, delimitando a las CE. A medida
que la concentracién de la citocina aumenta, se
observa un incremento del depésito plaquetar sobre
todo'el citoplasma celular. Teniendo en cuenta que el
periodo de incubacién de 24 h parece estimular
moderadamente a la CE, al menos en cuanto a la
produccién de otras citocinas (21), la adhesién de las
plaquetas parece ocurrir de modo centripeto y de
forma dosis-dependiente.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos
concluir que la IL-10 parece modificar el comporta-
miento de la superficie de las CE en cultivo con res-
pecto a su capacidad para inhibir la adhesion pla-
quetaria, favoreciendo el depésito de plaquetas
sobre la superficie celular de modo selectivo y de
forma dosis-dependiente.

Por otro lado, altas concentraciones de IL-10 pare-
cen inducir degeneracién y muerte en las CE.
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