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COMPARACION DE LA RESPUESTA PRO-INFLAMATORIA DE CELULAS
ENDOTELIALES DE ARTERIA CORONARIA HUMANA FRENTE A Porphyromonas
gingivalis W83 ENTRE UN MODELO DE CULTIVO CELULAR TRIDIMENSIONAL Y UNO
BIDIMENSIONAL

1. INTRODUCCION

Los cultivos celulares son un método ampliamente utilizado en diferentes campos de la
investigacion, desarrollados para estudiar el comportamiento celular de forma in vitro, de esa
manera, sirven para tener las primeras aproximaciones a nivel celular y molecular de procesos
normales y/o patogénicos. Estos sistemas cobran gran importancia para el estudio de
mecanismos de accion de patdgenos sobre poblaciones celulares especificas, convirtiéndose

en un escenario altamente controlado para este fin.

Los cultivos celulares tradicionalmente se han realizado sobre superficies planas plasticas en
dos dimensiones o bidimensionales (2D), ya sea en monocapas 0 en suspension. Aunque los
cultivos celulares 2D ofrecen ventajas en tiempo y manipulacién de células, se han venido
reconociendo limitaciones importantes en este modelo de cultivo celular como lo son, el no
simular las condiciones naturales que ellas tienen in vivo; en general, las células estan
rodeadas de una Matriz Extracelular (MEC) que les proporciona y permite en un ambiente

tridimensional (3D), recibir caracteristicas particulares que condicionan su comportamiento

().

Desde finales de los afios 60°s se han venido desarrollando modelos de cultivo celular 3D,
los cuales adicionan soportes de diferentes materiales biolégicos o sintéticos que cumplen la
funcion de MEC, siendo el coldgeno el material biolégico mas utilizado (2). Los cultivos
celulares 3D ofrecen condiciones que simulan mejor el microambiente tisular, debido a que
se establecen interacciones célula-célula, caracteristicas de crecimiento/proliferacion,
morfologia, exposicion al medio (nutrientes), expresién génica y produccion de citocinas
diferentes, respecto a los cultivos celulares 2D (1). Aungue siguen siendo un modelo limitado
en las aproximaciones fisiolégicas y anatdmicas de los tejidos, los cultivos celulares
tridimensionales 3D representan un avance para el mejoramiento de los cultivos celulares y

con esto, el de los modelos in vitro.

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es una bacteria anaerobia Gram negativa,
considerada como un patdgeno oral asociado a la periodontitis crénica y en los ultimos afios
se ha visto asociada a diferentes patologias sistémicas, entre ellas la aterosclerosis (3-5).

Este patdgeno, tiene la capacidad de pasar al torrente sanguineo luego de actividades de



higiene oral comun (cepillado y uso de seda dental) y/o tratamientos periodontales (6,7), los
cuales generan procesos de bacteriemias transitorias, permitiendo su llegada a través de
diferentes mecanismos al endotelio vascular aértico (3), en donde ha sido aislada viable de
placas ateromatosas humanas (8). P. gingivalis no se ha establecido como un agente causal
de la aterosclerosis, sino como un factor que promueve inflamacién y por tanto se asociada a

procesos de disfuncién endotelial que conducen al desarrollo de la placa ateroscler6tica (9).

La adherencia, la capacidad invasiva, y otros factores de virulencia, le permiten a P. gingivalis
ejercer un efecto nocivo sobre las células del endotelio vascular aértico, que si bien no son
fuertes, induce procesos de activacion endotelial caracterizados por el aumento de citocinas
pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a, quimioatractantes como MCP-1a, MIP-1q,
RANTES e IL-8 (4) y en la expresion de moléculas de adhesion. Esta respuesta celular
inflamatoria puede conducir a la disfuncion del endotelio que se caracteriza por un estado
pro-inflamatorio, protrombético y un aumento de la vasodilatacion, que en conjunto, puede
promover al reclutamiento, adhesién y transmigracion de monocitos a las células endoteliales,
eventos inmunoldgicos caracteristicos de la aterosclerosis (5,10, 11). Dentro de las cepas de
P. gingivalis que se ha evidenciado en un modelo in vitro que tienen efectos de adhesion,
persistencia e induccién de respuesta inflamatoria sobre Células Endoteliales de Arteria
Coronaria Humana (HCAEC), estan: 33277, A7436, 381 y W83, siendo esta Ultima una de las

mas virulentas (4).

En el endotelio vascular (EV) que esta constituido por la adventicia, la media y la intima, las
células endoteliales forman una monocapa sobre una MEC tridimensional constituida
principalmente por colageno tipo | y otros proteoglicanos que conforman la intima endotelial
(12). El papel de las células endoteliales es critico en el mantenimiento funcionamiento del
EV, por tanto, el estudio tanto de los factores como de los mecanismos que las afectan y
consecuentemente el EV que estén involucrados en los procesos de disfuncion endotelial son

de gran importancia.

En la actualidad, los modelos in vitro para estudiar los mecanismos de virulencia de P.
gingivalis sobre células endoteliales se han realizado en cultivos celulares bidimensionales
2D y/o con Células Endoteliales de Vena Umbilical Humana (HUVEC) (4, 12-15), condiciones
gue no asemejan al contexto real en el que se encuentra la célula endotelial aértica. Hasta el
momento, no se han estudiado los efectos de P. gingivalis sobre la respuesta inflamatoria de
HCAEC en un modelo de cultivo celular 3D con matrices colagenas que simule mejor in vitro
las condiciones fisiolégicas dentro de las que se llevan a cabo estos eventos. Por tanto, surge

la pregunta de investigacion: ¢ Cuales son las diferencias en la respuesta pro-inflamatoria de
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HCAEC frente a P. gingivalis W83 viva, entre un sistema de cultivo tridimensional sobre
matrices de colageno, respecto a los cultivos bidimensionales? Se planteo la hipotesis que la
respuesta pro-inflamatoria de las HCAEC frente a P. gingivalis viva en el modelo de cultivo

celular tridimensional es menor que en el modelo de cultivo bidimensional tradicional.

Este proyecto tiene como finalidad aportar al entendimiento de la respuesta inflamatoria de
células endoteliales inducida por P. gingivalis en un modelo de cultivo 3D, que nos conduzcan
a una mejor comprension de los procesos de disfuncion endotelial relacionados con la
aterosclerosis y los periodontopatdgenos que hasta ahora son conocidos a partir de los
modelos de cultivo celular convencionales 2D. La evaluacion de la respuesta inflamatoria
inducida por P. gingivalis viva en células endoteliales se realizé a partir del modelo 3D
desarrollado y caracterizado en una tesis doctoral desarrollada en el laboratorio de
biotecnologia de la Unidad de Investigacion Basica Oral (UIBO) de la Universidad El Bosque.
Este trabajo se realizé dentro del proyecto titulado “Efecto de soportes de colageno en un
modelo de cultivo endotelial tridimensional (3D) en la respuesta inducida por Porphyromonas
gingivalis”, el cual fue financiado por Colciencias, la universidad El Bosque y la universidad

Nacional de Colombia.



2. MARCO TEORICO

2.1 Endotelio vascular; de la funcién a la disfuncién endotelial

El endotelio vascular (EV) es uno de los principales 6rganos del cuerpo humano que recubre
la zona interna de los vasos sanguineos y esta constituido principalmente por 3 capas:
adventicia, media e intima. La adventicia es la capa mas externa de los vasos sanguineos y
esta constituida principalmente por tejido conectivo; la media esta caracterizada por la
presencia de células de masculo liso la cual le provee soporte al vaso sanguineo ademas de
elasticidad; la intima es una red compleja de componentes de MEC conformados por
colageno y proteoglicanos sobre la cual se ubica una extensa monocapa de células
endoteliales (CEs) unidas entre si por moléculas de adhesion formando uniones estrechas y
uniones adherentes, que constituyen el endotelio vascular y que recubre directamente la luz
del vaso sanguineo (16). La interaccion entre las CEs y la MEC es compleja, por una parte
las CEs estan involucradas en la biosintesis de la MEC, en parte regulado por el TGF-f,
produciendo diferentes proteinas que la constituyen principalmente laminina, ademas de
colageno tipo IV que es importante para mantener la estabilidad del endotelio y un estado
ateroprotectivo, y otras proteinas accesorias como el perlecano, el nidégeno y el colageno
tipo XVIII (entre otras) que conforman la ldmina basal (conformada por la laminas lucida y
densa) y la ldmina reticular, rica en colageno tipo |, en la cual se desarrollan las CEs. Por otra
parte, la MEC condiciona el desarrollo de las CEs como por ejemplo en los procesos de
morfogénesis, sefializacién, migracion, proliferacion y supervivencia (17, 18), de esta forma
se hace evidente la importancia de estudiar el comportamiento de las CEs en interaccion
directa con la MEC y no de manera aislada como se ha hecho hasta el momento en los

modelos convencionales de cultivo celular 2D.

El EV es versatil y posee diversas funciones como la regulacién tanto de la trombosis,
trombolisis y la adhesién plaguetaria, asi como la modulacién del tono vascular, el flujo
sanguineo y las respuestas inmunes inflamatorias (19). La modulacién o el mantenimiento del
tono vascular esta mediado principalmente por el 6xido nitrico (ON) el cual activa la guanilato
ciclasa en las células de musculo liso, induciendo de esta forma vasodilatacién a través del
guanosin monofosfato ciclico (¢cGMP, por sus siglas en inglés) (20). La prostaglandina 12
(PGI2) que deriva principalmente de la accién de la ciclooxigenasa-2 (COX-

2) en el metabolismo del &cido araquiddnico también es conocida por modular el tono vascular
por vias tanto dependiente como independiente del adenosin monofosfato ciclico (CAMP, por

sus siglas en inglés) en las células de musculo liso (21), ademas de ayudar junto



al ON a mantener un estado antitrombotico del EV (20) siendo el principal prostanoide
inhibidor de la agregacion plaquetaria, convirtiéendose asi en un importante factor
ateroprotector (22), ya que sumado a esto, inhibe la adhesion leucocitaria al EV y actia como

un mediador antiinflamatorio en el contexto cardiovascular (23).

El mantenimiento de la funciéon endotelial y por ende de los genes asociados a la funcién
endotelial es critico para evitar el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como la AT
gue se asocia principalmente a la disfuncién endotelial caracterizada por el aumento de la
adhesion monocitaria y la permeabilidad vascular, ademas de estados proinflamatorios y
protrombaticos del endotelio que pueden ser inducidos por diversos factores que insultan el
endotelio vascular (11, 20). La accion de eNOS se ha propuesto como un factor ateroprotector
y la alteracion de su expresion se ha evidenciado que acelera los procesos aterotrombdéticos
en modelos murinos (24, 25) asi como el incremento de tromboxano A2 (TXA2) (26), que en
PA ateromatosas humanas se encuentra de igual forma aumentado y asociado a los
problemas tromboéticos propios de la AT (27), como la induccién de agregacion plaquetaria
(28). EI VWF es producido principalmente por las células endoteliales y guardado en los
cuerpos de Weibel-Palade en forma de homodimero, su funcion principal es intervenir en los
procesos de adhesion plaguetaria uniéndose y estabilizando factor VI, sirve como cofactor
para la unién de plaguetas a la matrix extracelular expuesta por alguna lesion (19, 29),
ademas de tener la capacidad de inducir reclutamiento leucocitario al endotelio, se ha visto
aumentado en individuos con AT, sugiriendo otro posible factor asociado a la progresién de
la enfermedad (30-32). En conjunto, las alteraciones de estos factores (entre muchos otros)
ayudan a promover un estado de disfuncién endotelial, que como se planted inicialmente es

la principal caracteristica en la AT.

2.2 Aterosclerosis y su asociacion con periodontopatégenos

La aterosclerosis (AT) es una de las principales causas de la enfermedad cardiovascular
(ECV) y primer motivo de muertes en diferentes partes del mundo (33). Se caracteriza por ser
una enfermedad inflamatoria crénica que afecta las arterias de grueso y mediano calibre, cuyo
principal agente etiol6gico es la acumulacion de lipidos, en especial de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) en las paredes arteriales que lleva a la formacion de la placa aterosclerética
(PA). Esta acumulacién de lipidos inicialmente genera una lesion conocida como “estria
grasa” la cual se puede encontrar en la primera década en la aorta, en las arterias coronarias
en la segunda década, y en las arterias cerebrales en la tercera y cuarta década de vida (34).

La progresion de la estria grasa que desarrolla la PA forma placas fibrosas, las cuales se
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pueden agrandar, sufrir calcificaciones, hemorragias, ulceraciones y trombosis (35), y con
esto generar una estenosis que puede conducir a una isquemia del musculo cardiaco y un

consecuente infarto.

A pesar de que inicialmente se centraron los estudios en la acumulacioén de lipidos, a lo largo
de los ultimos 50 afios se han identificado diversos factores de riesgo para la AT, los cuales
se pueden agrupar en genéticos y ambientales. Dentro de los factores de riesgo genéticos se
pueden encontrar diabetes, obesidad, historia familiar, sindrome metabdlico, depresion y
género. Entre los factores de riesgo ambientales estan las dietas altas en grasas, el
tabaquismo, la falta de ejercicio y los agentes infecciosos (34), entre los cuales las bacterias
patégenas de la cavidad oral (periodontopatégenos) estan entre las recientemente asociadas

ala AT y son uno de los focos de investigacion actual en la patogenia de la enfermedad (3).

La formacion de la PA comienza con el depésito y acumulacion de LDL en la matriz
subendotelial, el cual sufre modificaciones oxidativas como resultado de su exposicion a los
residuos oxidativos de las células vasculares y lo convierten en LDL oxidado (LDLox) que es
uno de los primeros desencadenantes de los procesos inflamatorios en la pared vascular (34).
La inflamacion es la caracteristica mas importante de la AT, convirtiendo a la respuesta
inmune como el factor mas importante del desarrollo de la enfermedad. Clasicamente, la
primera respuesta inmune que se realiza es contra el LDLox, sin embargo, productos
bacterianos como el LPS o citocinas como IL-18 y TNF-a también inducen activacion
endotelial y adhesion de monocitos a dicho endotelio, que son los eventos iniciales o eventos

tempranos en la patogenia de la enfermedad.

La activacion endotelial se caracteriza por la expresion de proteinas de estrés como HSP60,
la produccién de citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, TNF-a y de moléculas de
adhesion como ICAM-1 y V-CAM-1 sobre la superficie de las células endoteliales, ademas de
la produccién de quimiocinas como CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES) y CX3CL1 (fractalguina)
(36), que van a inducir la quimiotaxis de monocitos activados circulantes quienes
posteriormente realizardn la adhesion celular mediada por las moléculas de adhesion
expresadas por el endotelio e integrinas monocitarias como LFA-1 (ligando de ICAM-1) y VLA-
4 (ligando de V-CAM 1). La adhesién celular generada tras la activacion del endotelio, va a
permitir el rolling, adhesion y posterior diapedesis de lo monocitos al espacio subendotelial
donde se diferencian a macréfagos y empiezan a endocitar los lipidos alli acumulados, los
cuales cuando estan en pequefias cantidades son eliminados por los macréfagos,

controlando el proceso inflamatorio, en contraste, cuando los lipidos estan acumulados en



grandes cantidades, los macréfagos se llenan de estas moléculas formando células

espumosas (34).

La formacion de células espumosas también puede ser estimulada por LPS, el cual tras ser
reconocido por los receptores tipo toll (TLR2 o TLR4) de los macrofagos, se induce la
produccion de citocinas proinflamatorias como IL-18, IL-6, IL-12 y TNF-a, que mantiene el
estimulo para la activacion del endotelio, y conduce al reclutamiento y transmigracion de
linfocitos que con el ambiente proinflamatorio se polarizan hacia un perfil Thl, éstos potencian

y mantienen la inflamacion, haciendo de ésta activaciéon un proceso crénico (10).

La cronicidad del proceso inflamatorio, lleva a la produccion de factores de crecimiento por
parte de los macréfagos, linfocitos y otros leucocitos alli presentes (10), que estimulan la
migracion de las células del musculo liso (CML) hacia la intima del endotelio, donde producen
colageno y un endurecimiento de la placa, efecto caracteristico en los estados avanzados de
la enfermedad. Adicionalmente, se producen metaloproteinasas de matriz (MMP) como las
MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9 (34, 37), que al acumularse pueden romper la placa, y
liberar todo su contenido al torrente sanguineo, activandose de esa manera, el sistema de
coagulacion, el cual generara un estado protrombdético, que junto con la isquemia generada
por el progresién de la placa, aumentaran los riesgos de un infarto agudo al miocardio. Se ha
evidenciado que prostaglandinas como la PGE2 que es generada por la accion de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) esté involucrada en la induccién de MMP-2 y MMP-9 por parte de
macrofagos presentes en PA, dejando en evidencia el papel de mediadores de la via oxidativa
del acido araquidénico como COX-2 en los procesos aterosclerdticos, evidencia que aun es
discutida y sujeta a mas estudios (38). Otros factores hemostéaticos claves como las plaquetas
y el Factor von Willebrand (VWF, por sus siglas en ingles) han sido también asociados a los
procesos ateroscleroticos en fases tardias, donde se ha evidenciado un aumento del VWF en

pacientes con enfermedades cardiovasculares como la AT (30-32).

El flujo sanguineo (FS) es un factor clave dentro de la aterosclerosis. Las células del endotelio
arterial estan sometidas a una tension tangencial de cizallamiento que se origina por la friccion
del FS sobre la superficie endotelial de la pared arterial. El flujo laminar que se encuentra en
las partes rectas de las arterias normalmente ejerce un efecto ateroprotector, ya que en estas
regiones las células endoteliales muestran un estado quiescente, caracterizado por elevados
niveles de Oxido Nitrico (ON), bajo estrés oxidativo y de moléculas de adhesion, lo cual
potencia su funcién de barrera y le confiere un fenotipo anti-inflamatorio (36), ademas de esto
la velocidad del FS en las partes rectas donde el flujo laminar es caracteristico, es alta para

permitir la adhesiéon de los monocitos al endotelio. En las zonas de fluido en disturbio,



en donde la velocidad es baja, las células endoteliales muestran bajos niveles de ON, altos
niveles de estrés oxidativo, aumento tanto de la permeabilidad, como de la adhesion
monocitaria y disminucion de moléculas atero-protectivas como el factor similar a Krupplel-2
(KLF2) (36), lo que induce a que se desarrollen un estado proinflamatorio que hace de estos
sitios los mas propensos a desarrollar AT.

KFL2 es un factor de transcripcién de respuesta a elevado al estrés de cizallamiento,
expresado exclusivamente en el endotelio y su elevada expresion esta correlacionada con
atero-proteccion y anti-inflamacion (39). Si el endotelio es sometido a elevado estrés de
cizallamiento se induce aumento en la expresion del gen Sintasa de Oxido Nitrico endotelial
(eNOS, por sus siglas en inglés) mediada por el factor KFL2. La accion tanto de KFL2 como
de eNOS ha sido asociada como factores protectivos en la aterosclerosis, este ultimo en

modelos murinos (39, 40).

Los periodontopatdgenos recientemente han sido asociados a la patogenia de la AT (3, 41).
Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans son dos de los
periodontopatégenos que han sido encontradas en PA (8), lo cual las relaciona directamente
con la AT. Uno de los puntos a resolver es ¢,cdémo una bacteria de la cavidad oral llega a una
PA?; Castillo et al (18) aislaron ADN de estas y otras bacterias de la cavidad oral en sangre
periférica de individuos en tratamientos periodontales, lo que sugiere que estos
microorganismos pueden llegar a la PA a través de la sangre. Para P. gingivalis se ha
planteado que puede llegar a la PA sirviéndose de los macréfagos a través del CR3 o del DC-
SIGN de las Células Dendriticas (DCs), a los cuales manipula cambiando la expresion de los
receptores de quimiocinas para inducir su transporte a los lugares de atero-propension en las
arterias, donde a través de su LPS puede influir con la patogenia de la AT como ya se ha
descrito (3). La invasion de células de endoteliales por parte de P. gingivalis es uno de los
principales mecanismos asociados a la disfuncibn endotelial generada por este
periodontopatégeno, de cuyas cepas la W83 que es considerada de las mas patégenas,
presenta una alta invasividad y persistencia en HCAEC (4), en las cuales induce procesos
inflamatorio a través de la activaciéon de TLR-2 (42). El estudio del efecto de P. gingivalis en
la AT ha venido cobrando importancia gracias a modelos murinos que han mostrado que este
microorganismo es capaz de acelerar la formacion de PA en ratones ApoE deficientes (43).
Recientemente se han propuesto una serie de posibles mecanismos por medio de los cuales
los periodontopatdgenos pueden estar involucrados en la disfuncién endotelial, en donde se
plantea que a través de procesos de endotoxemias 0 bacteriemias se puede inducir una
activacion de las células endoteliales por medio de los TLRs (principalmente TLR 2y TLR 4),

llevando asi a la expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, quimiocinas como MCP-
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1 e IL-8 y moléculas de adhesion como ICAM-1 via NF-kB; conduciéndose de esta forma a
una activacién y reclutamiento monocitario al endotelio vascular, para posteriores procesos
de rolling y diapedesis a la intima del endotelio, donde estos monocitos se diferencian a
macréfagos en los cuales se crean depositos lipidicos caracterizandose como células
espumosas (15).

El hecho que periodontopatégenos estén involucrados en la PA, hace de la periodontitis un
factor de riesgo para la AT (44). El papel de los periodontopatégenos en los eventos

tempranos de formacién de PA aun estan por determinar.

2.3 Modelos de cultivo celular 3D y diferencias en la respuesta de células endoteliales con
los modelos de cultivos 2D convencionales

El cultivo celular ha sido una de las herramientas mas importantes en la investigacion de
multiples enfermedades. Clasicamente los cultivos celulares han sido desarrollados sobre
superficies planas, por lo cual son bidimensionales (2D). In vivo la mayoria de células se
encuentran rodeadas de otras células o de matriz extracelular de una forma tridimensional
(3D) como en el caso de las células endoteliales, por tanto los cultivos celulares 2D son
limitados e inadecuados para el estudio del comportamiento de estas células ya que no tienen
en cuenta el ambiente 3D In vivo (1).

Uno de los principales objetivos del desarrollo de modelos de cultivos celulares 3D es tener
en cuenta las condiciones naturales en las que se encuentran los diferentes tipos celulares
como por ejemplo las interacciones célula-célula, el acceso a nutrientes, la forma natural en
las que las células crecen y su interaccion con la MEC, para de esta forma estudiar el
comportamiento celular con una mayor aproximacion a las condiciones in vivo en las que se
desarrollan los diferentes eventos celulares a nivel tisular, no sélo para entender su
comportamiento sino para buscar estrategias de tratamiento en diferentes patologia. Para
este objetivo se han desarrollado diferentes técnicas en el desarrollo de modelos celulares
3D como los cultivos esferoides, hidrogeles, bioreactores, dispositivos de microfluidica, y el
desarrollo de soportes de diferentes tipos de biopolimeros que permiten principalmente

estudiar el efecto que tienen las diferentes MECs sobre el comportamiento celular (1).

Dentro de los principales componentes de las MECs sobre el cual las células endoteliales
reposan se encuentra el colageno,
gue sirve como una estructura de sostén con una influencia directa sobre el comportamiento
bioldgico de la célula (45). Estudios llevados a cabo en cultivos 3D elaborados con fibroblastos

orales y soportes de colageno tipo |, mostraron que hay diferencias significativas en la
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expresion de quimiocinas, citocinas, factores de crecimiento y de remodelacion de la matriz
extracelular con cultivos de fibroblastos en 2D (46), ademas se ha evidenciado que
gueratinocitos, fibroblastos y células endoteliales mantienen una mayor viabilidad a estimulos
de estrés en cultivos 3D respecto a los cultivos en 2D (47), y que la presencia de una MEC en
los cultivos celulares es importante para simular las condiciones de proliferacién, morfologia,
adhesion, mecanotransduccion, sefializacién celular y remodelamiento de substratos que las
células tisulares tienen en sus ambientes fisiol6gicos (48), esto plantea la necesidad de
estudiar el comportamiento celular en cultivos 3D. Los avances en la purificacion de colageno,

han abierto las puertas para el desarrollo de dichos cultivos.

Los cultivos celulares de monocapas endoteliales que crecen sobre soportes elaborados con
componentes estructurales de la vasculatura, como el colageno, permiten estudiar a la célula
endotelial en un ambiente mas parecido al natural. Células endoteliales cultivadas sobre
poliestireno presentan respuestas a estimulos inflamatorios diferentes a las que muestran
cuando se cultivan embebidas en una matriz tridimensional de gelatina (49). Hess y
colaboradores evaluaron la activacion de HCAEC embebidas en matrices de colageno con
TNF-a via NF-kB, y la compararon con la observada en cultivo 2D (50), encontraron mayor
fosforilacion de IkB-alfa y mayor concentracion nuclear de p65 en el cultivo 2D que en el
cultivo con MEC, ademas la secrecion de las citocinas pro-inflamatorias MCP-1, IL-6, IL-8 y
de moléculas de adhesion en el cultivo con MEC disminuyd, lo que condujo a una disminucion
en la adhesion de células natural killer (NK). Estos resultados indican que el sustrato de matriz

extracelular modula la respuesta de la célula endotelial frente a estimulos inflamatorios.

En otro estudio realizado por Orr y colaboradores, se evidencié que células endoteliales
cultivadas sobre diferentes matrices extracelulares y estimuladas por flujo, modulan la
activacion de NF-kappaB de manera diferente (51). Asi, cuando se cultivan sobre matrices de
colageno | o laminina se observa menor translocacién nuclear de p65 que cuando se cultivan
sobre fibrindgeno 6 fibronectina. Por el contrario, cuando los cultivos sobre colageno | se
hicieron sin flujo se incrementd la actividad nuclear de p65 y la expresién de ICAM-I. Los
cultivos que se hicieron sobre colageno IV mostraron una respuesta similar que los cultivos
sobre colageno |. Los autores sugieren que este resultado es esperado debido a que ambos

tipos de colageno ligan las mismas integrinas en la superficie celular.

Como se ha podido evidenciar el comportamiento de diferentes tipos celulares no es el mismo

en los modelos de cultivo 2D que en los modelos de cultivo 3D con MEC. Por tanto mas
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investigacion es necesaria en el contexto de los modelos de cultivo 3D simulando mejor las

condiciones fisiologicas en las que los diferentes tipos celulares se encuentran.

2.4 Modelos In Vitro para el estudio de la respuesta celular pro-aterosclerética inducida por
periodontopatégenos

Hasta el momento la comprensién de los mecanismos por medio de los cuales los
periodontopatdégenos podrian estar asociados en los procesos de disfuncién endotelial y/o
respuestas celulares pro-ateroscleréticas en estudios in vitro, se ha basado en modelos de
cultivo 2D y/o utilizando células endoteliales de vena umbilical humano (HUVEC), que no
simulan las condiciones ni el tipo de células endoteliales en las que se desarrollan los eventos
asociados a la AT como la disfuncién endotelial. A partir de estos modelos in vitro 2D se ha
evidenciado que tanto las fimbrias de P. gingivalis cémo P. gingivalis inactivada por calor
tienen la capacidad de inducir en HUVEC la produccién de IL-8 y MCP-1, y que a su vez los
niveles de estas quimiocinas son modulados por sus gingipainas (14, 52), ademas que tanto
P. gingivalis como su LPS induce la adhesién de células mononucleares a través de la
activacion en HUVEC de TLR 2 mediada por el aumento ICAM, VCAM y E-selectina (13, 53),

respuestas celulares asociadas a la disfuncion endotelial.

Los tipos celulares implementados en los estudios In vitro de la AT también son factores
claves en la obtencion de resultados de mejor comparabilidad. Las HUVEC han sido utilizadas
para el estudio de la patogenia de la AT, sin embargo, existe un cultivo primario de Células
Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC) que sirven como un mejor modelo para
el estudio de la patogenia de la enfermedad, la diferencia en los patrones de activacion entre
estos dos modelos celulares ya ha sido descrita (54); por tanto, es recomendable el uso de
las HCAEC para el estudio de la AT por ser células del sitio donde cominmente se desarrolla
la enfermedad. Por otro lado, las células THP-1 son el modelo mas ampliamente utilizadas
en el estudio de la funcion y regulacibn de monocitos y macrégafos en el sistema
cardiovascular, ya que estas células han mostrado emular de la mejor manera, las
interacciones entre los monocitos y las células endoteliales en el sistema cardiovascular (55),
lo cual las hace hasta el momento, el mejor tipo celular para estudiar los diferentes

mecanismos que involucran a los monocitos en la AT, como la adhesién celular.

Hasta el momento, en la literatura sélo existe un modelo in vitro para el estudio de los
mecanismos de accion de los periodontopatdgenos en la aterosclerosis, el cual incluye
condiciones de fluido, pero no tiene en cuenta la MEC con la cual el endotelio interacciona y
se soporta tridimensionalmente(12). Por tanto, en la actualidad no existe un modelo In vitro
de cultivo celular 3D para el estudio de los mecanismos efectores de los periodontopatégenos

en la AT.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar la respuesta pro-inflamatoria de Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a Porphyromonas gingivalis W83 entre un modelo de cultivo celular

tridimensional y uno bidimensional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar la expresion de genes asociados a la funcion endotelial COX-2, eNOS y
Factor von Willebrand (VWF) en HCAEC frente a P. gingivalis W83 entre un modelo

de cultivo celular tridimensional y uno bidimensional.

2. Comparar los niveles de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-1B IL-6 y TNF-a), y
guimiocinas (RANTES, MCP-1a, MIP-1a e IL-8) producidas por HCAEC frente a P.

gingivalis W83 entre un modelo de cultivo celular tridimensional y uno bidimensional.
3. Comparar los niveles de tromboxano A2 y prostaglandina 12 producidos por HCAEC

frente a P. gingivalis W83 entre un modelo de cultivo celular tridimensional y uno

bidimensional.
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4. METODOLOGIA

4.1.1 Preparacion de soportes de colageno I:

Se utiliz6 colageno tipo | a una concentracion de 5 mg/ml, del cual se deposité 0,2 mg en
placas de 24 pozos, inmediatamente se congelé durante 24 horas a -80°C para generar
uniformidad en la distribucion de las fibras, posteriormente se liofilizé durante 16 horas. Todas
las placas con soportes de colageno | fueron esterilizadas por irradiacion UV por 15 minutos
en cabina de cultivo celular previo a su uso. Este protocolo fue estandarizado en el Laboratorio
de Biotecnologia-UIBO- durante el desarrollo de una tesis doctoral (Tesis Doctoral, Diego

Gualtero)

4.1.2 Cultivo bacteriano

Para todos los ensayos se utilizé P. gingivalis W83 por considerarse una de las cepas mas
patogénicas a nivel oral y con mayor actividad virulenta sobre HCAEC (4). Su cultivo fue
realizado de acuerdo a las técnicas estandarizadas en el laboratorio de microbiologia oral del
instituto UIBO de la Universidad El Bosque siguiendo las recomendaciones de Slots (56). En
breve, se sembraron 30 pl del cepario crio- preservado en BHI con 10% glicerol en agar
Brucella enriquecido con 0,3% de Bacto agar, 0,2% de extracto de levadura, 5% de sangre
de cordero desfibrinada, 0,2% de sangre lacada, 0,0005% de hemina y 0,00005% de
menadiona e incubada en atmdsfera de anaerobiosis con 9-13% de CO;en concentraciones
por debajo del 1% de oxigeno (Anaerogen, Oxoid, Hampshire, England) a 36°C durante 7
dias. La pureza del cultivo se confirmd mediante caracteristicas microscopicas, ademas con
la prueba de luz ultravioleta negativa y la prueba de CAAM positiva (NCBZ-GLY-GLY-ARG

clorohidrato de 7-amido-4-metil coumarina, para la deteccion de enzimas tipo tripsina).

4.1.3 Cultivo y mantenimiento de células endoteliales de arteria coronaria humana(HCAEC):

Cultivos primarios de células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC, Lonza,USA)
se sembraron en frascos T75 (Corning,USA) a una densidad de 5000 células /cm?®e incubadas
(37°C, 5% de CO.y 80% de humedad) en medio EGM-2MV (LONZA, USA)
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enriquecido con factores de crecimiento, el cual fue cambiado cada 2 dias hasta observar una
confluencia cercana al 80% de la superficie del plato. Los cultivos fueron tratados
enzimaticamente y el sobrenadante centrifugado para realizar subcultivos y expandir la
poblacién. Las HCAEC fueron utilizadas en los diferentes experimentos entre los pases 6-9
del cultivo celular segun las recomendaciones del fabricante (Lonza). HCAEC a una densidad
de 2x10° por pozo fueron sembradas en placas de 24 pozos directamente sobre la superficie
plastica (cultivo bidimensional 2D) por 24 horas hasta la formacion de una monocapa
confluente del 90% o sembradas directamente en la parte superior del soporte de colageno y
cultivadas por 7 dias (cultivos tridimensional 3D) hasta alcanzar la confluencia en monocapa
del 90%, tiempo de cultivo previamente estandarizado (tesis doctoral, Diego Gualtero, instituto
UIBO, Universidad El Bosque); el medio de cultivo endotelial fue cambiado cada 48 horas

luego de su siembra solo en el sistema de cultivo tridimensional.

4.1.4 Preparacion de indculo de P. gingivalis W83 viva

Se parti6 de cultivos puros de P. gingivalis W83 de 4 dias de incubacion. Con un hisopo estéril
se concentrd la suspension bacteriana en 10 ml de medio EGM-2MV (LONZA, USA) sin
antibiotico, por lectura espectrofotométrica se ajustoé a una densidad Optica entre 0.900-0.908
(lambda=620) (valores previamente estandarizados en el laboratorio de microbiologia oral del
instituto UIBO de la Universidad El Bosque). La suspension preparada luego se dividié en dos
alicuotas, una alicuota se uso6 para verificar el recuento del nimero de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) por mL por el método de plagueo partiendo de diluciones seriadas en base
10y la otra alicuota se refriger6 en hielo e inmediatamente se utilizé para preparar y estimular
las HCAEC a los MOI de estudio teniendo en cuenta el recuento bacteriano de la octava

diluciéon seriada en base 10 (ver Tabla 1).

P. gingivalis W83
UFC? (x10® Log ;5 UFC
Replical 4 3,60
Replica 2 3 3,48
Replica 3 3 3,48
Promedio 3,33 3,52
Desviacion estandar 0,07

Tabla 1. Verificacion del recuento de unidades formadoras de
colonia (UFC) por el método de plagueo. ® Numero de UFC en la
dilucion -8
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4.1.5 Infeccién de las HCAEC con P. gingivalis W83 viva o su control

Las HCAEC se infectaron a una Multiplicidad de Infeccién de 1 (MOI 1) y 100 (MOI 100) con
1 ml de in6culo cada una de P. gingivalis W83 viva por 24 horas tanto en los cultivos
bidimensionales 2D como en los cultivos tridimensionales 3D en la misma placa en la cual se
encontraban los dos tipos de cultivo. Los cultivos estimulados con LPS de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522 a una concentracion de 1 pug/ml por 24 horas se
tomaron como control positivo de respuesta celular, a partir de la evidencia de ser un fuerte
inductor de respuesta celular pro-inflamatoria en células HCAEC (Gualtero et al., 2017) (57).
HCAEC sin infectar se tomaron como control sin estimulo para medir los valores basales de

cada variable.

4.1.6 Cuantificacion de la expresion génica de eNOS, COX-2 y VWF en las HCAEC en los
cultivos celulares bidimensionales v tridimensionales.

La extraccion de ARN de las HCAEC en las diferentes condiciones de estudio en los cultivos
bidimensionales 2D se realizé por el método de fenol-cloroformo utilizando TRIzol® (Thermo,
USA). Las HCAEC en los cultivos tridimensionales (3D), se sometieron a tratamientos con 1
ml de colagenasa a 1 mg/ml (Gibco, USA) durante 2 horas a 37°C para desprender las células
de las matrices coldgenas y posteriormente se extrajo el ARN por el método de fenol-

cloroformo utilizando TRIzol® (Thermo, USA).

La cuantificacion de la expresion de los genes relacionados con funcion endotelial eNOS,
COX-2 y VWF se realizdé por medio de la gRT-PCR con el kit gScript XLT 1-Step (Quanta,
USA) con el siguiente método de amplificacion: un ciclo a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos
a 95°C por 3 segundos y 60°C por 30 ciclos; luego a 40°C por 1 min, y finalmente una curva
melting desde 65°C hasta 95°C con incrementos de 0,5°C. En todos los analisis se colocaron
10 ng/uL de ARN. La expresion de cada gen fue normalizada por el nivel de expresion del
gen constitutivo GAPDH dentro de cada tratamiento. La expresion relativa del gen de interés
en cada tratamiento fue calculada respecto al control sin estimulo usando el método AACq,
utilizando el software Bio-Rad CFX manager 3.1 (BIO-RAD, USA). Cada condicion
experimental fue analizada en tres experimentos independientes por duplicado. Las
secuencias de los cebadores para los genes codificantes de eNOS, COX-2 y VWF son

descritos a continuacion:
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eNOS (58)
Sentido: 5 -CCAGCTAGCCAAAGTCACCAT-3’
Antisentido: 5 -GTCTCGGAGCCATACAGGATT-3’

COX-2 (59)
Sentido: 5 -AGGGTTGCTGGTGGTAGGAA-3’
Antisentido: 5 -GGTCAATGGAAGCCTGTGATACT-3’

VWF (60)
Sentido: 5'-CACCATTCAGCTAAGAGGAGG-3’
Antisentido: 5'-GCCCTGGCAGTAGTGGATA-3’

GAPDH (61) (Gen housekeeping):
Sentido: 5'- GGT GGT CTC CTC TGA CTT CAA CA-3'
Antisentido: 5-GTT GCT GTA GCC AAATTC GTT GT-3'

4.1.7 Cuantificacion de citocinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-1B IL-6 vy TNF-a y quimiocinas
RANTES, MCP-1a, MIP-1a e IL-8 producidos por las HCAEC en los cultivos celulares

bidimensionales y tridimensionales.

Los niveles de citocinas pro-inflamatorias: IL-1a, IL-18, IL-6 y TNF-a y quimiocinas RANTES,
MCP-1a, MIP-1a e IL-8 se midieron a partir de los sobrenadantes tanto de los cultivos
celulares bidimensionales 2D como de los cultivos celulares tridimensionales 3D en las
diferentes condiciones de estudio mediante citometria de flujo con el kit LEGENDplex™
(BioLegend, USA). Este sistema consiste en un inmunoensayo multiplex tipo sandwich que
requiere el uso de perlas de captura para cada citocina en estudio. Cada poblacion de perlas
presenta diferentes tamafios y una intensidad interna de fluorescencia caracteristica para un
fluorocromo (APC), condiciones que permiten su diferenciacién ya que cada poblacion de
perlas tiene una posicién alfanumérica indicando su posicion relativa respecto a otras
poblaciones. Para determinar la concentracion de cada citocina en la muestra, se utilizan
anticuerpos de deteccion monoespecificos para cada una de ellas; estos anticuerpos se
encuentran biotinilados los cuales seran detectados por la adicién de una solucién de revelado
gue contiene ficoeritrina ligada a estreptavidina (SA-PE). A mayor cantidad de cada citocina
capturada, mayor cantidad de sefial generada por el complejo SA-PE. La adquisicion de las

muestras se llevaron a cabo usando un citometro de flujo BD FACS Accuri™ C6 Plus.
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Los resultados fueron generados con el software LEGENDplex, realizando los analisis sobre
una curva estandar, generada en un modelo de regresion logistica de 5 puntos; los niveles
de citocinas obtenidos se expresaron en pg/mL. Los resultados mostrados son de 3
experimentos independiente por duplicado.

4.1.8 Cuantificacién de los niveles de Tromboxano A2 y Prostaglandina 2 producidos por

las HCAEC en los cultivos celulares bidimensionales vy tridimensionales.

Se tomo el sobrenadante de cada una de las condiciones de estudio tanto en los cultivos
bidimensionales 2D como en los cultivos tridimensionales 3D a partir de los cuales se realizé
la medicién Tromboxano A2 y Prostaglandina 12 mediante una ELISA de competencia,
utilizando los kits Thromboxane B2 (cayman chemical, USA) y 6-keto Prostaglandin F1a
(cayman chemical, USA) respectivamente. La lectura espectrofotométrica de las placas se
hizo en el Infinite 200 PRO (TECAN). Para el andlisis de los datos se siguieron las
recomendaciones del fabricante. Se presentan los resultados de 1 réplica de tres

experimentos independientes.

4.1.9 Analisis de la Informacion

Para el analisis de datos comparativos de los genes y citocinas como marcadores de
respuesta inflamatoria entre los tipos de cultivo celular bidimensional y tridimensional y las
condiciones de estimulo, se utilizaron pruebas no paramétricas dado el tamafio muestral (n=3)
y por su distribucién no normal posterior a la prueba de normalidad Shapiro-Wilks. Se utilizé
Kruskal- Wallis para la comparacion entre todas las condiciones y U de Mann-Whitney por

pares, considerandose las diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Expresion de genes asociados a la funcién COX-2, eNOS v factor von Willebrand (VVF)
en HCAEC frente a P. gingivalis W83 entre un modelo de cultivo celular tridimensional yuno
bidimensional.

Los genes asociados a la funcién endotelial COX-2, eNOS y VWF juegan papeles importantes
en la respuesta pro-inflamatoria o anti-inflamatoria de las células endoteliales, por tanto, su
evaluacion es importante para entender la respuesta inflamatoria de la célula endotelial. La
Figura 1 muestra la expresion relativa de COX-2 luego de 24 horas de infeccion de las
HCAEC con P. gingivalis W83 en los cultivos bidimensionales 2D (HCAEC-2D). Al hacer la
comparacion entre los estimulos, no se observaron diferencias significativas en la expresion
de COX-2 a MOI 100 y a MOI 1 de infeccién respecto al control sin estimulo (SE) (p=0.1667).
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Figura 1. Expresion relativa del gen COX-2 en Células Endoteliales de Arteria Coronaria
Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccién en los cultivos
celulares bidimensionales (2D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacérido de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI 100: multiplicidad
de infecciébn P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccién P.
gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la
mediana de cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.
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En contraste, en los cultivos 3D a MOI 100 (p=0.0139) y MOI 1 (p=0.0139) la expresion de
COX-2 fue significativamente mayor con relacion al control sin estimulo (SE); nétese que la
expresion del gen en el cultivo 3D es inversamente proporcional al MOI de infeccion. Ver

Figura 2.
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Figura 2. Expresion relativa del gen COX-2 en Células Endoteliales de Arteria Coronaria
Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos
celulares tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacérido de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/mi]. MOI 100: multiplicidad de
infeccion P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC
1:1. *p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de
tres experimentos independientes por duplicado.

La Figura 3 muestra la comparacion de la expresion del gen en las diferentes condiciones de
estudio entre los modelos de cultivos 2D y 3D. La expresion de COX-2 entre los modelos de
cultivo mostrd diferencias significativas solo para la infeccibn a MOI 1, siendo mayor la

expresion del gen en el modelo de cultivo tridimensional 3D (p=0.0433).
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Figura 3. Comparacion de expresion relativa del gen COX-2 en Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion entre los cultivos bidimensionales (2D) y los cultivos
tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacarido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI 100: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccién
P. gingivalis/HCAEC 1:1. ¥ p<0,05 entre modelo 2D y 3D. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de
tres experimentos independientes por duplicado.

Con relacién a la expresion de eNOS en el modelo de cultivo 2D luego de 24 horas de

infeccion, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion del

gen entre las infecciones a MOI 100 y MOI 1 respecto al control sin estimulo; sin embargo,

en la infeccién a MOI 100 aumentd dicha expresion a un nivel que no alcanzé significancia

estadistica. Ver Figura 4
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Figura 4. Expresion relativa del gen eNOS en Células Endoteliales de Arteria Coronaria
Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos
celulares bidimensionales (2D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacarido de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MQOI 100: multiplicidad de
infeccion P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccién P gingivalis/HCAEC
1:1. ¥ p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de
tres experimentos independientes por duplicado.
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El patron de expresion de eNOS en los cultivos 3D, mostré una condicion muy parecida a la

encontrada en los cultivos 2D. No se observaron diferencias significativas en la expresiénde

este gen. Ver Figura 5.
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Figura 5. Expresion relativa del gen eNOS en Células Endoteliales de Arteria Coronaria
Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos
celulares tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacédrido de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI 100: multiplicidad
de infecciéon P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccién P.
gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la
mediana de cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.

La Figura 6 muestra el comparativo de la expresion de eNOS entre los dos modelos de cultivo

bidimensional y tridimensional y en las condiciones de estudio evaluados, en donde la

expresion del gen fue similar entre ellos.
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Figura 6. Comparacion de expresion relativa del gen eNOS en Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC)
frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion entre los cultivos bidimensionales (2D) y los cultivos tridimensionales
(3D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacérido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI
100: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. ¥ p<0,05
entre modelo 2D y 3D. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres experimentos independientes por
duplicado.

De la misma manera, el perfil de expresion del VWF en los cultivos 2D parecié mantenerse
en los niveles basales luego de 24 horas de infeccion con P. gingivalis W83. Ver Figura 7.
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Figura 7. Expresion relativa del gen vWF en Células Endoteliales de Arteria Coronaria
Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos
celulares bidimensionales (2D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacarido de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 ug/ml]. MOI 100: multiplicidad de
infecciéon P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC
1:1. *p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de
tres experimentos independientes por duplicado.
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La Figura 8 muestra el comportamiento de la expresiéon de VWF luego de 24 horas de
infeccion con P gingivalis W83 en el cultivo 3D. No se observan diferencias significativas en

la expresion del gen.
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Figura 8. Expresion relativa del gen vWF en Células Endoteliales de Arteria Coronaria
Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 post-infeccion en los cultivos celulares
tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacdrido de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 upg/ml]. MOI 100: multiplicidad de infeccién P
gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05
respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres
experimentos independientes por duplicado.

Al comparar la expresiéon de VWF entre los modelos de cultivo evaluados, tampoco se
observaron diferencias significativas entre los grupos de estudio y la respuesta es muy baja

en todas las condiciones. Ver Figura 9.
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Figura 9. Comparacion de expresion relativa del gen COX-2 en Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC)
frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion entre los cultivos bidimensionales (2D) y los cultivos
tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacérido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC
29522 [1 pg/ml]. MOI 100: multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P.
gingivalis/HCAEC 1:1. ¥ p<0,05 entre modelo 2Dy 3D. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres
experimentos independientes por duplicado.

5.2 Niveles de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-1B IL-6 y TNFa), y guimiocinas (RANTES,
MCP-1a, MIP-1a e IL 8) producidas por HCAEC frente a P. gingivalis W83 en los modelos de

cultivo celular de estudio.

El proceso de reclutamiento leucocitario, principalmente de monocitos al endotelio vascular y
la activacion tanto de estos leucocitos como de las células endoteliales, es un proceso llevado
a cabo tanto por la quimiocinas como las citocinas pro-inflamatorias respectivamente, como
reflejo de la disfuncién endotelial. La cuantificacion de mediadores inflamatorios solubles por
citometria de flujo s6lo mostrd niveles detectables para IL-8, MCP-1 e IL-6. En la Figura 10
se puede observar que los niveles de IL-8 en los cultivos 2D a MOI 100 de infeccion con P.
gingivalis W83 mostrd un aumento significativo (p=0.0039) respecto al control sin estimulo.
Los niveles de IL-8 a una infeccion de MOI 100 fueron mayores significativamente respecto a
la infeccién a MOI 1 (p=0.0039). No se observaron cambios significativos para la expresion
de esta citocina cuando se infecté a MOI 1 respecto el control sin estimulo (p=0.0547). El
control positivo con LPS-A.a indujo un incremento significativo en la secrecién de esta

guimiocina como se esperaba.
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Figura 10. Niveles de IL-8 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos celulares
bidimensionales (2D) medido por citometria de flujo. SE: control sin estimulo, LPS Aa:
lipopolisacarido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 ug/ml]. MOI 100:
multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infecciéon P.
gingivalis/HCAEC 1:1. 1:1. * p<0,05 respecto a SE, 5 p<0,05 respecto a MOI 1 . Los datos son
representados por la mediana de cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.

En la Figura 11 se observan los niveles de IL-8 luego de 24 horas de infeccidn en el cultivo
3D. A diferencia con los cultivos 2D, los niveles de esta citocina no mostraron variaciones
significativas a MOI 100 (p=0.7488) y MOI 1 (p=0.2002) de infeccién respecto al control sin

estimulo.
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Figura 11. Niveles de IL-8 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 post-infeccion en los cultivos celulares tridimensionales
(3D) medido por citometria de flujo. SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacdrido de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI 100: multiplicidad de
infeccién P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. ¥
p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres
experimentos independientes por duplicado.

La comparacion de los niveles de IL-8 en las diferentes condiciones de estudio entre los
modelos de cultivos mostraron diferencias significativas en la infeccion a MOI 1 (p=0.0039) al
igual que en los controles sin estimulo (p=0.0039), observando que la expresién de IL-8 fue
mayor en los cultivos tridimensionales (3D). Ver Figura 12.
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Figura 12, Comparacion de los niveles de IL-8 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis
W83 a 24 horas post-infeccion entre los cultivos bidimensionales (2D) y los cultivos tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, LPS Aa:
lipopolisacarido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI 100: multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC
100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. ¥ p<0,05 entre modelo 2D y 3D. Los datos son representados por la mediana de
cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.
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Por otra parte, la Figura 13 muestra como los niveles de MCP-1 en los cultivos 2D son
significativamente bajos respecto al control sin estimulo, luego de 24 horas de infeccion por
P. gingivalis W83 tanto a MOI 100 (p=0.0374) como a MOI 1 (p=0.0065).

5000~ ¥
—

4000+ ®
E
S 3000
o. 20004
= .

10004 o * _"_

r —o-go—
0

SE  LPSAa MOI 100PgMOI 1 Pg
2D

Figura 13. Niveles de MICP-1 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos celulares
bidimensionales (2D) medido por citometria de flujo. SE: control sin estimulo, LPS Aa:
lipopolisacdrido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOl 100:
multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P.
gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada
grupo de tres experimentos independientes por duplicado.

Sin embargo, el comportamiento de esta misma citocina en el modelo de cultivo tridimensional
3D mostré reduccién Gnicamente en la infecciéon a MOI 100 respecto a lo observado en la
condicién sin estimulo (p=0.0065). Ver Figura 14.
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Figura 14. Niveles de MCP-1 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos celulares
tridimensionales (3D) medido por citometria de flujo. SE: control sin estimulo, LPS Aa:
lipopolisacérido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI 100:
multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P.
gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada
grupo de tres experimentos independientes por duplicado.

Al comparar entre los modelos de cultivo celular con cada condicion de estudio, se observaron
diferencias significativas en los niveles de MCP-1 en la infeccién a MOI 1 (p=0.0039) y entre
los controles sin estimulo (p=0.0163), siendo mayor la respuesta en el modelo de cultivo
tridimensional (3D). Ver Figura 15.
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Figura 15. Comparacion de los niveles de MCP-1 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC) frente a P.
gingivalis W83 a 24 post-infeccion entre los cultivos bidimensionales (2D) y los cultivos tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo,
LPS Aa: lipopolisacdrido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]). MOI 100: multiplicidad de infeccion P.
gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05 entre modelo 2D y 3D. Los datos son
representados por la mediana de cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.
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La Figura 16 muestra que la infeccion con P. gingivalis W83 en el modelo 2D indujo la
produccion de niveles bajos de IL-6, tanto en la infeccién a MOI 100 (p= 1.000) como a MOI
1 (p= 0.7210) sin mostrar variaciones estadisticamente significativas respecto al control SE.
Por el contrario, y como se esperaba, hubo un incremento significativo de esta citocina
comparado con el control sin estimulo en las células infectadas con LPS A.a.

O
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Figura 16. Niveles de IL-6 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC)
frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos celulares bidimensionales (2D)
medido por citometria de flujo. SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacarido de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOl 100: multiplicidad de infeccion P.
gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. ¥ p<0,05 respecto a
SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres experimentos independientes
por duplicado.
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Este mismo comportamiento se observé en los cultivos 3D, donde no se observaron
diferencias significativas en los niveles de IL-6 luego de la infeccién con P. gingivalis W83 en

los MOI evaluados. Ver Figura 17.
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Figura 17. Niveles de IL-6 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC)
frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos celulares tridimensionales (3D)
medido por citometria de flujo. SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacdrido de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI 100: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC
100:1. MO!I 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. ¥ p<0,05 respecto a SE. Los datos son
representados por la mediana de cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.
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La comparacién de IL-6 en las diferentes condiciones en los dos modelos de cultivo

evaluados, no muestran diferencias significativas, Ver Figura 18.
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Figura 18. Comparacion de los niveles de IL-6 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24
horas post-infeccidn entre los cultivos bidimensionales (2D) y los cultivos tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, LPS Aa: lipopolisacarido de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 [1 pg/ml]. MOI 100: multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de
infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. ¥ p<0,05 entre modelo 2D y 3D. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres experimentos
independientes por duplicado.
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5.3 Niveles de tromboxano A2 v prostaglandina 12 producidos por HCAEC frente a P.

gingivalis W83 en los modelos de cultivos celular de estudio.

Los prostanoides producto del metabolismo del acido araquidonico estan involucrados en la
la disfuncion endotelial y la AT, la prostaglandina 12 (PGI2) como un factor ateroprotector por
su accion anti-inflamatoria y el tromboxano A2 como un factor de progresion de la enfermedad
por ser pro-inflamatorio. En la Figura 19 se muestra que las variaciones en los niveles de P12
a MOI 100 y MOI 1 de infeccién, no fueron estadisticamente diferentes respecto al control sin
estimulo.
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Figura 19. Niveles de PGI2 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos celulares
bidimensionales (2D) medido por ELISA. SE: control sin estimulo, MOI 100: multiplicidad de
infeccion P gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. *
p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres
experimentos independientes por duplicado.

Por otra parte, en los cultivos 3D los niveles de PGI2 variaron levemente a MOI 100 y MOI 1
de infeccién respecto al control sin estimulo, sin ser estadisticamente significantes. Ver Figura
20
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Figura 20. Niveles de PGI2 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria
Humana (HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccidn en los cultivos
celulares tridimensionales (3D) medido por ELISA. SE: control sin estimulo, MOI 100:
multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P.
gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana
de cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.

Interesantemente, los niveles de PGI2 en las infecciones a MOI 100 y MOI 1 fueron mayores
en los cultivos 2D que en los cultivos 3D, al contrario a lo mostrado en las condiciones sin
estimulo, sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Ver Figura
21.
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Figura 21. Comparacién de los niveles de PGI2 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC)
frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion entre los cultivos bidimensionales (2D) y los cultivos
tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, MOI 100: multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1:
multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05 entre modelo 2D y 3D. Los datos son representados por la
mediana de cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.
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Por otro lado, la Figura 22 muestra que las diferencias en los niveles de tromboxano A2 en
los cultivos 2D a MOI 100 y MOI 1 de infeccion respecto a sin estimulo, no fueron significativas
estadisticamente.
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Figura 22. Niveles de TXA2 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos celulares
bidimensionales (2D) medido por ELISA. SE: control sin estimulo, MOl 100: multiplicidad de
infeccion P gingivalis/fHCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P gingivalis/HCAEC 1:1. *
p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres
experimentos independientes por duplicado.

Asi mismo, los niveles de TXA2 en los cultivos 3D muestran que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en las infecciones a MOI 100 y MO1 respecto a control SE
como lo muestra la Figura 23.
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Figura 23. Niveles de TXA2 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion en los cultivos celulares
tridimensionales (3D) medido por ELISA. SE: control sin estimulo, MOI 100: multiplicidad de
infeccion P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1: multiplicidad de infeccion P gingivalis/HCAEC 1:1. *
p<0,05 respecto a SE. Los datos son representados por la mediana de cada grupo de tres
experimentos independientes por duplicado.

Como se aprecia en la Figura 24 los niveles de TXA2 fueron mayores en el modelo 2D

respecto al modelos 3D tanto en el control sin estimulo (p=0.0495) como en la infeccién a

MOI 100 (p=0.0495).
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Figura 24. Comparacion de los niveles de TXA2 producidos por Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana
(HCAEC) frente a P. gingivalis W83 a 24 horas post-infeccion entre los cultivos bidimensionales (2D) y los cultivos
tridimensionales (3D). SE: control sin estimulo, MOI 100: multiplicidad de infeccién P. gingivalis/HCAEC 100:1. MOI 1:
multiplicidad de infeccion P. gingivalis/HCAEC 1:1. * p<0,05 entre modelo 2D y 3D. Los datos son representados por la

mediana de cada grupo de tres experimentos independientes por duplicado.
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6. DISCUSION

Los estudios in vitro poco a poco se estan direccionando hacia la utilizacién de modelos de
cultivo celular 3D que implementan componentes de matriz extracelular (MEC) para
proporcionar caracteristicas propias del microambiente tisular como la interaccién y soporte
tridimensional que esta provee, los cultivos convencionales desarrollados sobre superficies
planas de plastico o de vidrio (cultivo celular 2D) no simulan ni proporcionan las condiciones
ideales de estudio para la comprension del comportamiento celular, ademas se ha puesto de
manifiesto diferencias en las respuestas celulares en diferentes contextos de investigacion
entre los modelos de cultivo celular 3D y 2D (1, 46, 47). Debido a esto, y teniendo en cuenta
gue los estudios in vitro para el estudio de los mecanismos por medio de los cuales los
periodontopatégenos inducen procesos de disfuncién endotelial se han hecho principalmente
en modelos de cultivos 2D (12); el objetivo de este trabajo fue comparar la respuesta
inflamatoria de células endoteliales frente a P. gingivalis entre un modelo de cultivo celular

convencional 2D y un modelo de cultivo celular 3D con soportes de colageno.

P. gingivalis es un periodontopatégeno que tiene capacidad de evadir la respuesta inmune y
como ha sido aislado viable de placas ateroscleréticas humanas, se ha asociado con la
aterosclerosis (8, 62). La respuesta inflamatoria inducida en las células endoteliales por
diferentes microorganismos o factores derivados de ellos, conducen a la activacion del
endotelio que es una de las caracteristicas de la disfuncién endotelial, evento tempranamente
asociado a los procesos aterogénicos (63). Una de las principales caracteristicas de P.
gingivalis es la induccion de respuestas celulares proinflamatorias variables en diferentes
tipos celulares como monocitos, macréfagos, y células endoteliales (CEs) (3, 64), por lo cual
estudiar los mecanismos por medio de los cuales este microorganismo induce respuesta
inflamatoria en células endoteliales y su posible implicacién en los procesos de disfuncion

endotelial, es importante.

La respuesta de las HCAEC frente a P. gingivalis W83 en los cultivos 2D mostré un aumento
de los niveles IL-8 a MOI 100 y un descenso de los niveles de MCP-1 tanto a MOI 100 como
a MOI 1 de infeccion respecto a los controles sin estimulo. En el modelo cultivo celular 3D la
respuesta de las HCAEC frente a P. gingivalis W83 se caracterizé por un aumento en la
expresion de COX-2 tanto a MOI 100 como a MOI 1 y una reduccién de los niveles de MCP-
1 a MOI 100 de infeccion respecto a los controles sin estimulo. A pesar de lo anterior y en
general, la respuesta pro-inflamatoria observada entre el modelo de cultivo celular 2D y el
modelo de cultivo celular 3D no mostrd diferencias significativas entre los modelos. Estos

resultados seran objeto de analisis y discusién a continuacion. ac



En respuesta a los diferentes estimulos a los que son sometidas las células endoteliales se
activan o inhiben la transcripcion de genes asociados a la funcion endotelial como los de
COX-2, eNOS y VWF, los cuales estan involucrados, entre otras funciones, en la respuesta
inflamatoria endotelial de una manera pro o anti-inflamatoria. COX-2 es una enzima cuya
accion interviene en la biosintesis de prostanoides como el tromboxano A2 y prostaglandina
12, lo cual la involucra en los procesos inflamatorios celulares (65). Similar a lo reportado
previamente por Chou et al (66) utilizando P. gingivalis 381, en el presente trabajo, P.
gingivalis W83 indujo aumento (no significativo) en la expresién génica de COX-2 en las
HCAEC en el cultivo 2D (HCAEC-2D) a MOI 100 (Figura 1), a pesar de las diferencias enlas
cepas utilizadas entre estos dos estudios. Sorpresivamente el mayor aumento en la expresion
de COX-2 en las HCAEC en el cultivo 3D (HCAEC-3D) fue en la infeccion a MOI 1 (Figura
2), que también fue significamente mayor en la comparaciéon entre los modelos de cultivo
(Figura 3), sugiriendo un papel del colageno en la expresion de COX-2 en las HCAEC en

respuesta a P. gingivalis W83, tema que sera objetivo de estudio en futuras investigaciones.

La enzima éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS, por sus siglas en inglés) ha mostrado ser
un factor ateroprotector (24) con accion anti-inflamatoria debido a la sintesis de 6xido nitrico.
La expresion génica de eNOS en las HCAEC-2D aument6 (sin ser significativo) a MOI 100
(Figura 4) . En otros modelos la infeccion de células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC, por siglas en inglés) con P. gingivalis W83 (67) y con P. gingivalis ATCC 33277 (68)
redujeron los niveles solubles de eNOS mediado por la induccion de la activacion del PPARy
en las CE (67) y la accion de la HSP 60 bacteriana (69), sin embargo, en el modelo de éste
trabajo, no se puede relacionar estos datos adecuadamente ya que no se midio la

concentracion soluble de eNOS.

El llamado quimiotactico y la adhesion de leucocitos al endotelio vascular es una
consecuencia de la activacion endotelial, caracteristico de la disfuncién endotelial (34). La IL-
8 es el principal quimioatractante de neutréfilos, sin embargo, en el contexto de la
aterosclerosis ayuda al rodamiento de lo monocitos promoviendo una adherencia firme al
endotelio a través de la E-selectina (70). En este trabajo, los niveles de IL-8 se aumentaron
significativamente en las HCAEC-2D luego de la infeccién con MOI 100 respecto al control
sin estimulo (Figura 10). Previamente se ha reportado in vitro en un modelo 2D la capacidad
de diferentes cepas de P. gingivalis como A7436, 33277 y 381 de inducir la produccién de IL-
8 en HUVEC de una forma fimbria-dependiente (14), sin embargo, P. gingivalis W83 no
expresa fimA (4), por lo cual los patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, por

sus siglas en inglés) por medio de los cuales esté induciendo la produccion de IL-8 en el
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modelo 2D, son diferentes a las fimbrias. P. gingivalis tiene la capacidad in vitro de proteolizar
IL-8 producida por HUVEC por medio de sus gingipainas (14, 52), sin embargo, dado que los
niveles de IL-8 no se redujeron respecto al control sin estimulo en ninguno de los modelos

evaluados, no pueden ser atribuidas a este factor (Figuras 10y 11).

La proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1, por sus siglas en inglés) es un importante
guimioatractante de monocitos involucrado en el proceso aterogénico (71). Los niveles de
MCP-1 en los dos modelos de cultivo celular se redujeron en las infecciones tanto a MOI 100
como a MOI 1 (Figuras 13 y 14), lo cual puede ser probable debido a la accién proteolitica
de las gingipainas de P. gingivalis W83 sobre la MCP-1, como ha sido reportado previamente
con la cepa 381 sobre HUVEC (52); sin embargo, estos datos son contrarios a lo reportado
por Rodriguez et al (4) con P. gingivalis W83, en donde evidenciaron aumento de los niveles
de MCP-1 en una infeccién a MOI 100 en HAEC. Probablemente las discrepancias sean por

el tipo de CEs utilizadas en los diferentes estudios.

La IL-6 juega un papel importante en la formacion de estria grasa, incrementando la
proliferaciéon y migracién de células de musculo liso, asi como la induccion de la sintesis de
proteinas de fase aguda, eventos relacionados con el proceso aterogénico (53). La infeccion
con P. gingivalis W83 no indujo el aumento de IL-6 en los modelos 2D y 3D de éste estudio
(Figuras 16 y 17), hallazgo concordante con lo reportado por Rodriguez et al en un modelo
bidimensional 2D en HAEC (4).

El TXA2 como mediador de la progresion de la aterosclerosis y PGI2 como ateroprotector ha
sido reportado previamente en modelos in vivo (26). En HCAEC estimuladas con histamina y
LPS de E. coli se ha evidenciado aumentos de PGI2 por accion de COX-2 y se plantea como
una respuesta de mantenimiento de la integridad vascular (58). Los aumentos respecto a sin
estimulo de los niveles tanto de TXA2 como PGI2 en los modelos de estudio no fueron
significativos (Figuras 19, 20, 22y 23), a pesar de esto, los niveles de TXA2 fueron mayores
en el modelo de cultivo 2D en la infeccién a MOI 100 respecto al modelo de cultivo 3D (Figura
24). Sin embargo, es dificil interpretar si este aumento de COX-2 corresponde a una respuesta
proinflamatoria via tromboxano A2 (TXA2) o una respuesta anti-inflamatoria via
prostaglandina (PGI2) debido a que no realizamos ensayos de inhibicion de COX-2 en las
HCAEC vy los resultados tanto de TXA2 como de PGI2 no son concluyentes; por tanto, la
evaluacion del papel de COX-2 en la respuesta proinflamatoria o anti-inflamatoria en un
modelo de cultivo celular tridimensional 3D frente a P. gingivalis W83 se convierte en un tema

de mucho interés para futuros trabajos.
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P. gingivalis W83 se caracteriza in vitro por su alta capacidad de adherirse, invadir ypersistir
en las HAEC (4), propiedades que han sido asociadas a la induccién de disfuncién endotelial
(5), por tanto, es una excelente cepa candidata para estudiar los mecanismos por medio de
los cuales este periodontopatégeno estd asociado en los procesos aterogénicos.

Contrario a lo que se esperaria, se ha descrito que P. gingivalis W83 es una débil inductora
de respuesta inflamatoria en CEs comparada con la respuesta observada con otras cepas
como ATCC 33277 y 381 (4), capacidad atribuida a la presencia de capsula con antigeno
capsular K1 en W83, la cual reduce la induccién de la respuesta inflamatoria en otros tipos
de células como fibroblastos gingivales humanos (72) y macroéfagos (73), explicandose como
un mecanismo de evasion del sistema inmune y el aumento de su virulencia. El hecho de
haber utilizado en este trabajo una cepa capsulada de P. gingivalis puede explicar por qué las
infecciones tanto a MOI 100 como a MOI 1 tanto en el modelo 2D como en el modelo 3D no
indujeron aumentos significativos (a excepcion de IL-8 a MOI 100 en las HCAEC-2D) de IL-8
e IL-6 respecto a los controles sin estimulo, y probablemente la poca respuesta inflamatoria

en los dos modelos de cultivo celular.

Un resultado interesante son los niveles de IL-8 y MCP-1 a MOI 1 que aparentemente son
mayores en el modelo 3D respecto al modelo 2D (Figuras 12 y 15), lo que podria llevar a
pensar que las principales diferencias en la respuesta inflamatoria de HCAEC frente P.
gingivalis W83 entre los modelos de cultivo se encuentran en esta condicién de infeccion, sin
embargo, esto no es asi, ya que los niveles de esas dos quimiocinas a MOI 1 son casi iguales
a los encontrados en los controles sin estimulo, por tanto esas diferencias no corresponden
a una respuesta a P. gingivalis W83 sino a los niveles basales de esas dos quimiocinas
producidos por las HCAEC en los modelos de estudio, probablemente debido a la interaccion
de las HCAEC con la MEC de colageno tipo I. La Unica diferencia encontrada en respuesta a
P. gingivalis W83 entre los modelos de estudio fue la expresién de COX-2 comparada con el

control. (Figura 3).

Con los resultados de este trabajo, no se puede mantener la hip6tesis que la respuesta
inflamatoria de HCAEC en el modelo de cultivo celular 3D es menor que en el modelo de
cultivo celular 2D frente a P. gingivalis W83 inicialmente planteada, debido a que en general
no se encontraron diferencias en la respuesta pro-inflamatoria de las HCAEC frente a P.
gingivalis W83 entre los dos modelos de cultivo celular estudiados. Sin embargo, éste se
convierte en el primer estudio en evaluar la respuesta inflamatoria de HCAEC en un modelo
de cultivo celular 3D frente a un periodontopatégeno como P. gingivalis. Para futuras

investigaciones en el area, se recomienda utilizar una cepa no capsulada con alta capacidad
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de inducir una respuesta inflamatoria en HCAEC como P. gingivalis 381(4) y la evaluacion de
la infeccion en el tiempo, para de esta forma poder evaluar mas claramente las diferencias en
la respuesta inflamatoria entre modelos de cultivos celular 3D y 2D. Por tanto, mas
investigacion en la evaluacion de la respuesta inflamatoria de HCAEC en modelos de cultivos
celulares 3D frente a P. gingivalis es necesaria.

Este trabajo al ser el primero en evaluar la respuesta inflamatoria de células endoteliales a un
periodontopatégeno como Porphyromonas gingivalis en un modelo de cultivo 3D presenta
diferentes limitaciones en el modelo de estudio planteado. En la Tabla 2 se resumen las
ventajas, desventajas y recomendaciones en aspectos como la cepa de Porphyromonas
gingivalis, el tipo de células endoteliales, el tiempo de cultivo, controles, resultados, tiempo

de infeccion y citocinas evaluadas que permiten tener en cuenta por una parte las limitaciones

del trabajo y por otra aportar al mejoramiento del modelo de estudio de la respuesta

inflamatoria de células endoteliales a diferentes periodontopatégenos.

HCAEC

(cultive primario):

Aspecto VENTAJAS DESVENTAJAS RECOMENDACION
Altamente wvirulenta en células | Dificulta evaluar la respuesta inflamatoria | Utiizar una cepa no capsulada con alta
Cepa de P. endoteliales de arteria humana endotelial por ser una cepa capsulada capacidad de inducir respuesta
gingivalis W83 inflamatoria en células endoteliales como
la P. gingivalis 381
Células Permiten una buena aproximacion | Envejecimiento celular en sub-cultivo Sequir utilizando HCAEC
endoteliales el contexto fisiolégico

Tiempo de cultivo

celular: LPS Aa

Permitieron que en los dos modelos
de cultivo se alcanzara 100% de
confluencia (cultivo 2D 24 horas,
cultivo 3D 7 dias)

endoteliales

No hay comparabilidad de los tiempos en
cultivo (cultivo 2D 24 horas, cultivo 3D 7 dias)

Control de estimulacién celular | No es un control adecuado para evaluar la Utilizar histamina como control de
Control de adecuado para evaluar citocinas y | expresion de genes asociados a la funcion estimulacion para la evaluacion de
estimulacion quimiocinas producidas por células | endoteliales. expresién de genes asociados a la

Estandarizar un cultivo celular 3D que
alcance confluencia manteniendo su
fenotipo en 24 horas

funcién endoteliales

respuesta endotelial a Pg

Resultados Aproximacion al entendimiento de | Variabilidad de los datos Aumentar el tamafio de muestra

la respuesta inflamatoria endotelial

frente a P. gingivalis en cultivo 3D
Tiempo de Tiempo estandar en modelos de No permite evaluar la respuesta inflamatoria | Evaluar mas tiempos de infeccién, por lo
infeccioén: infeceién in vitro endotelial frente a P. gingivalis a través del | menos un tiempo antes y un tiempo
24 horas tismpo después del aplicado en este trabajo
Citocinas Se evaluaron citocinas pro- No se evaluaron citocinas anfi-inflamatonias, lo | Medir simultaneamente citocinas pro-
evaluadas inflamatorias clasicas en la cual limita la evaluacion integral de la | inflamatorias y anti-inflamatorias como IL-

respuesta inflamatoria endotelial a Pg

10 y TGF-B

Tabla 2. Ventajas, desventajasy recomendaciones del modelo de cultivo celular evaluado.

39



7. CONCLUSION

En conjunto, los resultados de este proyecto permiten concluir que a pesar que en el modelo
de cultivo celular 3D las HCAEC en respuesta a P. gingivalis W83 a una infeccién de MOI 1
aumentan la expresion de COX-2 respecto el modelo convencional de cultivo celular 2D, en
general no hay diferencias en la respuesta inflamatoria endotelial entre los modelos de cultivo
celular, sin embargo, este comportamiento en la respuesta celular probablemente estuvo
influenciado por la cepa capsulada de P. gingivalis utilizada en este trabajo y no por los
modelos de cultivo celular en si mismos. Por tanto, no se descarta la utilizacion del modelo
de cultivo celular 3D para evaluar la respuesta pro-inflamatoria endotelial frente a otros

microorganismos periodontopatégenos, incluyendo otras cepas de P. gingivalis.
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