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RESUMEN

Ha sido atribuido un nuevo papel para la Interleucina (IL)-10
como factor de crecimiento para celulas ne hematopoyeticas,
tales como las células mesangiales. El objetivo del presente
trabajo es conocer si la IL-10 ejerce similar efecto sobre la célu-
la endotelial (CE).

CE procedentes de vena umbilical humana (HUVEC), en se-
gundo subcultivo, fueron utilizadas para conocer los efectos
de la 1L-10, a varias concentraciones (10 y 100 ng/ml) en cul-
tivo de 24 y 48 horas. Se realizaron estimaciones de ciclo celu-
lar por citometria de flujo, y se realizaron andlisis de anti-
PCNA, Tunel y morfologia de los cultivos celulares.

La presencia de IL-10 a baja concentracidn no mostro cambios
significativos en los pardmetros estudiados. Por el contrario,
la maxima concentracion de IL-10 estudiada indujo un au-
mento de células positivas para la técnica de Tunel y una dis-
minucion de células proliferantes, marcada por el porcentaje
de células en fase de sintesis (S) y mitosis (M). Todos esos
pardmetros se recuperaron tras 24 h. en medio basal.

Por ello, podemos concluir afirmando que la [L-10 a altas con-
centraciones (100 ng/ml) ejerce un papel inhibidor de la proli-
feracion de CE en cultivo.

* Departamento de Medicina.
= Servicio de Inmunologia clinica y Oncologia.
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SUMMARY

A new role has been attributed to IL-10 as a growth factor for
non-hematopoietic cells, such as mesangial cells. The purpose
of this study is to ascertain whether IL-10 exerts a similar
effect on endothelial cells (EC).

EC from the umbilical vern (HUVEC) in a second culture
were used to study the effects of 1L-10 at different concentra-
tions (10 and 100 ng>mi), in a 24 culture and in a 48 hour
culture. Estimations of the cellular cycle by FACS, anti-
PCNA analysis and Tunnel and morphological analysis were
performied.

Low concentrations of IL-10 did not show significant changes
in the parameters studied. On the contrary, the maxinum
concentration of 1L-10, led to an increase of positive cells in
the Tunnel technique and a decrease of proliferating cells,
marked by the percentage of cells at the synthesis phase (S)
and mitosis (M). All the previously mentioned parameters
were conduced after 24 hours in a basal meditom.

Based on the above, it can be concluded that IL-10 at high
concentrations (100 ng/ml) plays an inhibiting role in the
proliferation of EC in a culture.

Key words: Interleucine 10, endothelial cell, proliferation,
apoptosis.

Introduccion

Las CE participan en la regulacion de la respuesta a
la lesion, modificando su estado funcional frente a al-
teraciones de permeabilidad, hemostasia e inflamacién
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inducido por mediadores solubles, las citocinas (1). Co-
mo un mismo receptor de citocinas puede ser expresa-
do sobre diferentes tipos celulares, el efecto bioldgico
producido variard en funcién del linaje celular estimu-
lado, pudiendo modular de distinta forma la actividad
biolégica de una célula, fundamentalmente procesos
de proliferacién, diferenciacién o activacion (2, 3), cuyo
control es critico en los estadios de crecimiento de un
organismo o de un cultivo.

El estudio de los efectos de las citocinas sobre las CE
es relevante por la capacidad de estas moléculas para
activar al endotelio. En este trabajo se muestra como una
citocina, la IL-10, es capaz de modificar alguna de las
propiedades de estas las CE, proliferacién y viabilidad.

La IL-10 es una citocina pleiotrépica implicada tanto
en la regulacion de la funcion linfocitaria y de células
mieloides (4) como en la regulacion de la funcion del
endotelio vascular (5). Ademds, tiene capacidad para
bloquear la sintesis de citocinas y de algunas funciones
celulares accesorias de los macréfagos, dando a esta
citocina un papel inhibidor de la respuesta macrofagica
(6, 7). Mds aun, recientemente, se ha mostrado que la
IL-10 puede comportarse como un factor de crecimien-
to para las células mesangiales (8).

En este articulo nos hemos propuesto examinar si es-
ta citocina, la IL-10, podria ejercer similar efecto prolife-
rativo sobre la estirpe endotelial, y si los efectos obteni-
dos son permanentes o pueden ser revertidos.

Material y métodos
Cultivo de células endoteliales

Las CE fueron obtenidas de vena de cordon umbili-
cal humano por digestién (15 min a 377 C) con colage-
nasa tipo I al 0,1% (Worthington) siguiendo métodos
previamente descritos (9).

Para los estudios inmunocitoquimicos, CE proceden-
tes del segundo subcultivo fueron levantadas del frasco
de cultivo por tratamiento con tripsina-EDTA y sem-
bradas sobre cubreobjetos de cristal estériles de 1,12 am
de didmetro, dentro de placas de 24 pocillos. Una vez
formada la monocapa endotelial, las células fueron
incubadas durante 24 y 48 horas a 37°C en una solucién
de M-199 completo, con o sin suplemento exdgeno de
IL-10 (cedido por Schering Plough, Kenilworth, N.J.) a
diferentes concentraciones (10 ng/ml y 100 ng/ml).

Diseiio experimental

Se realizaron los siguientes grupos de estudio:

Grupo I (n=5): CE incubadas durante 24 h en presen-
cia 0 ausencia de IL-10.

Grupo I (n=5): CE incubadas durante 48 h en presen-
cia 0 ausencia de IL-10.

Grupo Il (n=5): CE incubadas durante 24 h con o sin
[L-10. Después de este iempo, se procede a la retirada
de la citocina y se mantienen durante otras 24 h mds en
M-199 completo.

Citomnetria de flujo

Se recogi6 el sobrenadante de los cultivos y se lavaron
con HBSS 1x. Para obtener la fraccién celular se trataron
con Tripsina-EDTA durante 5 minutos a 37°C en una
estufa de cultivo (5% CQ,) y se recogieron las células en
5 ml de M-199 conteniendo un 20% de suero fetal bovi-
no. El pellet obtenido se incubé con 500 pl de solucion
de apoptosis, conteniendo 1% de citrato sodico (Merck),
0,1% Triton X-100 (Sigma), (5 pg/ml) Ioduro de pro-
pidio durante 3-4 h a 4°C. La adquisicion y el andlisis de
las muestras para inmunofluorescencia se realizé con
un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Sun-
nyvale, C. A.), utilizando el software Lys Il (Becton
Dickinson). Se analizé el contenido en DNA en funcién
de la intensidad de fluorescencia, relacionando asf las
distintas fases del ciclo celular (GO + G1, S, G2 + M).

Ensayo de PCNA y Tunel

La detecci6n de la fraccién celular apoptética fue de-
sarrollada siguiendo una modificacion de la técnica de
Tunel (10) y la visualizacién de la fraccion proliferante
se realizd mediante la deteccién del antigeno nuclear
de proliferacion celular (PCNA).

Se lavaron las muestras en HBSS 1x, se fijaron en
paraformaldehido al 4% en PBS pH 7,4 y se irradiaron
con microondas (SANYO EM-704T) durante 5 minu-
tos (350W) en tamp6n citrato 0,01M (pH 6). Tras la inac-
tivacion de la actividad peroxidasa end6gena (3% de
H,O, en metanol) y el bloqueo de sitios inespecificos
(suero de caballo), se realizaron dos técnicas:

a) Deteccion «in situ» de células apoptoticas
LLa técnica de Tunel se basa en la deteccién in situ del
ADN fragmentado caracteristico de la apoptosis, por
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adicion especifica de nucledtidos marcados a los extre-
mos 3'-OH de la cromatina fragmentada mediada por
una enzima, la transferasa terminal (TdT). La deteccion
del ADN fragmentado se realiz¢ utilizando un kit (Cal-
biochem, CN Biosciences Inc., USA). En este caso se uti-
liz6 como colorante verde de metilo.

El control negativo de la técnica se realizé siguiendo
la misma metodologia, si bien en estas muestras se
afadia agua destilada en lugar de la enzima TdT.

b) Inmunoctfoguimica

Para determinar la fraccion proliferante se utilizé
un anticuerpo monoclonal anti-PCNA (Sigma) diluido
1:2000 v se dejé actuar toda la noche a 4°C en cdmara
himeda. El segundo anticuerpo fue antiraton biotina-
do (Sigma) diluido 1:20 en PBS ph=7,4 (30 minutos a
temperatura ambiente), seguido de un complejo avidi-
na-peroxidasa (Sigma) diluido 1:20 durante 30 minu-
tos a temperatura ambiente. El cromégeno utilizado
fue AEC (3-amino-9-etilcarbazol). Los cultivos se con-
trastaron con hematoxilina de Carazzi.

El control negativo se realizé segtn los métodos
descritos, sustituyendo el primer anticuerpo por PBS
pH=74.

Recuento celular

Se realizaron contajes de no menos de 2.000 célu-
las por muestra utilizando un microscopio optico Zeiss
Axiophot (Zeiss, Jena, Germany), valorando el niimero
de células apoptéticas, células positivas para PCINA y
figuras mitoticas. Las fotografias se realizaron utilizan-
do una pelicula Kodak Ektachrome 160T.

Andlisis estadistico

El andlisis de los datos obtenidos se realizé utilizan-
do como test estadistico la U de Man-Whitney.

Resultados

Las CE incubadas con un suplemento exdgeno de IL-
10 modifican su patrén de proliferacion y muerte. IL-10
(10 ng/ml) induce, tras 24 h de cultivo, un comporta-
miento similar al control en todos los pardmetros estu-
diados. Por el contrario, IL-10 (100 ng/ml) aumenta el
namero de células apoptéticas y disminuye la pobla-
cién proliferante. Estos efectos se incrementan cuando
las CE son estimuladas durante 48 horas. Sin embargo,
tras la eliminacidn de la citocina se observa una recupe-
racion hacia valores basales. El efecto observado es de
un retraso de 24 horas en el ciclo celular producido por
el estimulo de TL-10.

Ciclo celular

Tras 24 vy 48 horas de incubacién, tanto las CE del
grupo control como las CE incubadas con IL-10 (10 ng/
m]), evolucionan segtin un mismo patrén (grupos I y
IT). CE de ambos grupos incubadas con IL-10 (100 ng/
m]) muestran una disminucién de la poblacién celular
en la fase S (Tabla I). Cuando a estas células, que han
sido estimuladas durante 24 horas con IL-10, se les reti-
ra el medio y se incuban 24 h mds sin suplemento de
citocina, en todos los grupos, salvo en el control, se ob-
serva un mayor porcentaje de células en fase S, lo que
podria indicar un incremento en el estado proliferativo
celular tras el estimulo de I1-10.

Apoptosis

La proporcién de células apoptéticas (Fig. 1) en los
cultivos de CE en ausencia de citocina, no muestran
alteraciones a lo largo del estudio en ninguno de los
grupos, manteniéndose en valores cercanos al 3 por mil
(Fig. 2 A). Cuando se afade al medio IL-10 (10 ng/ml),
las células de los grupos I y Il no muestran diferencias

Evolucion del ciclo celular en los distintos grupos de estudio
determinada por citometria de flujo (p<0,05)

Grupo | (%) Grupo Il (%) Grupo Il (%)
GO+G1 | Sintesis | G2+M | GO+G1 | Sintesis | G2+M | GO+G1 | Sintesis | G2+M
Control 7319:536 1400+£321 1274+258 7959+465 914+125 1127+231 76824341 B82+231 1436+1.78
IL10{10ng/ml) | 7332:604 1415+287 1250+308 7783+542 10452147 11724156 7653+292 1134:305 13,11+123
IL10 (100 ng/ml) | 72,02+583 11,93:258 1527+3,32 7895+347 832+113 1273+£163 71152263 1153226 17,32+2,11
Tablal
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Fig. 1.: Tanto por mil de células apoptaticas frente a células normales. Las CE incubadas en
presencia de IL-10 (10 ngfml ep el grupo 11y 100 ngiml en los grupes 1, 11 y 1) presentan un
ntimero significativamente mayor de células apoptaticas frente al grupo control. (* p<0,05).

significativas con respecto a las CE de ambos grupos
incubadas en ausencia de la citocina (Fig. 2B). La adi-
cion de IL-10 (100 ng/ml) al medio de cultivo en las CE
del grupo I induce un aumento de la poblacién apopto-
tica (Fig. 2C). Tras la eliminacion de la citoana del
medio, el porcentaje de células positivas para la técnica
de Tunel disminuye a valores proximos al grupo de CE
incubadas con IL-10 (10 ng/ml).

-

A

Fig. 2.: CE incubadas en ausencia de suplemento exageno de
IL-10 (A) 0 con IL-10 (10 ng/ml) (B) muestran pocas células
positivas para la téenica del Tunel (flechas). Cuando las CE se
incuban con IL-10 (100 ng/ml) (C) se observa wn aumento del
miimero de células apoptoticas (20 x),
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Proliferacion

Las CE en cultivo muestran un alto indice de prolife-
racion. La adicion de altas concentraciones de IL-10 al
medio de cultivo induce una disminucion del indice
proliferativo (73,2 + 4,27) frente a CE incubadas sin la
citocina (114,1 + 6,23) en el grupo I. El mantenimien-
to del estimulo durante 48 horas (grupo II), no induce
modificaciones en el nimere de células positivas para
PCNA. Sin embargo, la eliminacion del estimulo del
medio induce una respuesta claramente proliferativa
en las CE incubadas en presencia de la citocina estudia-
da (Fig. 3).

Las CE incubadas sin suplemento exdgeno de IL-10,
muestran un estado proliferativo mayor en el grupo I
que en el grupo IIT (Fig. 4A). Sin embargo, CE incubadas
en presencia de IL-10 (10 o 100 ng/ml) modifican su
patrén de proliferacion (Figs. 4B y 4C), siendo menor a
corto plazo y elevandose en el grupo III, tras 24 h en
medio normal sin suplemento exégeno de IL-10. Este
aumento de la proporcion de células proliferativas en los
cultivos del grupo II incubados en presencia de IL-10
podria correlacionarse con la disminucién del ntimero
de células apoptéticas encontradas en el mismo grupo.

Indice mitotico

La fase G2 + M estudiada con la citometria de flujo,

se complementa con la valoracién del indice mitético
que cuantifica, tinicamente, células en fase M (Fig. 5).
La adicién de IL-10 (100 ng/ml) a las CE del grupo I
induce una disminucion (3,62 + 0,56) en el nimero de
figuras mitdticas observadas. Sin embargo, estas células
son capaces de recuperarse cuando se retira del medio
el estimulo, hasta valores similares al control.

Discusion

Recientemente (8), se ha demostrado que la IL-10
ejerce un efecto proliferativo sobre cultivo de células
mesangiales, observandose un efecto maximo a concen-
traciones de 100 ng/ml; sin embargo, este efecto no sélo
no es corroborado en nuestro caso, sino que es clara-
mente opuesto. Asi, hemos observado que la IL-10 utili-
zada a la misma concentracion, ejerce un efecto antipro-
liferativo sobre la estirpe endotelial.

La mayoria de los trabajos (11, 13) muestran un papel
protector de Ja IL-10 sobre las CE en cuanto a preven-
cién del dafio celular. La IL-10 modularfa o contrarres-
taria el efecto negativo inducido por otras citocinas,
tales como TNFa o TGFp-(14, 15), siendo capaz de regu-
lar la sintesis de TGF@3-y mejorar situaciones de endoto-
xemia celular cuando la IL-10 estd presente (16). Sin
embargo, estos autores s6lo hacen referencia a células
danadas, sin encontrar efecto de esta citocina sobre la
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Fig. 3.: Tanto por mil de celulas positivas para PCNA. Se observa un aumento de la capacidad
proliferativa del cultivo cuando se elimina del medio la IL-10 (Grupo H1). *(p<0,05),
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Fig. 4.: CE incubndas con medio normal muestran un elevado
mimera de celulas positivas para PCNA (A). Sin embargo,
cuando Ins CE son incubadas en presencia de IL-10 de 10 ng/ml
(B) o 100 ng/ml (C),. el miimero de células en fase de sintesis
disminuye. (40 x).
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1 Control
IL-10 (10 ng/ml)
2 1L-10 (100 ng/ml)

Grupo | Grupo IT

Fig. 5.: Cuando las CE s¢ incuban durante 24 horas (Grupo 1) con 1L-10 de 100 ngim! se observa
una disminucion del mimero de mitosis frente al resto de las células del mismo grupo. *(p<0,05).

16 1 Angiologia - 1/99



Modulacién del control del ciclo celular inducido por IL-10 en HUVEC en cultivo

CE normal y valorando tnicamente la distribucion de
la ICAM-1 (molécula de adhesién intercelular de tipo I)
sobre la membrana celular.

En este estudio, mostramos que la CE es sensible a
los niveles de I1.-10. Altas dosis de esta dtocina ejercen
un claro efecto antiproliferativo, que podria correlacio-
narse con un paso hacia la diferenciacion celular que
culmina con la muerte celular programada.

A bajas concentraciones (10 ng/ml), la TL-10 no pare-
ce ejercer efecto alguno ni sobre la evolucion del ciclo
celular ni sobre el balance proliferacion/muerte de esta
estirpe celular. Sin embargo, el incremento de la dosis
de IL-10 a niveles de 100 ng/ml provoca disfunciones
en la regulacién de la CE; asf se observa una disminu-
cién en el indice proliferativo, ademds de un incremen-
to en el nimero de células apoptoticas. Este perfil se
ajusta a la existencia de un umbral de IL-10, a partir del
cudl se ejerce un efecto toxico sobre la CE. Estos hallaz-
gos se correlacionan, ademads, con nuestras observacio-
nes previas (5), donde mostrdbamos una disminucién
del nimero total de células, acompariada de un aumen-
to de la capacidad trombogénica.

Para valorar el grado de toxicidad inducido por IL-
10, una vez estimuladas las CE, fueron incubadas 24
horas mds en ausencia de la citocina estudiada, ob-
servando la reversibilidad del proceso, medida por
una disminucién significativa del indice de apopto-
sis, asi como por una recuperacion tardia del indice
proliferativo en los cultivos previamente estimulados
con IL-10. Si esta citocina es capaz de retrasar la evo-
lucién del ciclo celular al mismo tiempo que induce
cambios morfolégicos y funcionales caracteristicos
de la apoptosis, es dificil comprender su efecto pro-
tector del mismo fenémeno frente a sustancias citoto-
xicas, pero no resultaria extrano un efecto paraddjico
en ausencia de otros estimulos mas potentes. Por el
contrario, la propia desrregulacién provocada por la
IL-10 produciria una alteracion de los mecanismos
inducidos por otras citocinas y, como resultado, se
ejerceria una regulacion positiva sobre el ciclo ce-
lular.

Estos nos llevarfa a plantearnos qué ocurriria en
situaciones patologicas donde la IL-10 tiene un poten-
cial papel protector sobre las células danadas, si esta
misma citocina estd dafiando a las células sanas. Sin
embargo, la capacidad de recuperacion mostrada por
estas células tras eliminar la citocina del medio, garanti-
zara la regeneracion de la monocapa endotelial.
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