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Resumen 

Se desarrolló un cultivo endotelial tridimensional sobre soportes de colágeno I (3DCE) para 

evaluar la respuesta inflamatoria y función endotelial inducida por lipopolisacáridos (LPS) 

de Porphyromonas gingivalis; y compararla con cultivos bidimensionales (2DCE).  Los 

cultivos 3DCE y 2DCE fueron estimulados con 1 µg/mL de LPS-P.g por 24 horas. Como 

control se utilizaron cultivos sin estimular. Además, se comparó en ambos modelos la 

respuesta inducida por LPS aislado de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Se evaluó 

la expresión de genes IL-8, MCP-1, COX-2, eNOS, vWF, la secreción de 40 citoquinas y 

prostanglandinas (PGI2 y TXA2), y la adhesión de monocitos. Los experimentos se 

realizaron por triplicado y las diferencias fueron consideradas significativas con un p<0,05. 

En 3DCE se observó una disminución en la transcripción de COX-2, eNOS y vWF inducida 

por ambos LPS, mientras que se incrementó IL-8 y MCP-1 solamente con LPS-A.a. En 

2DCE la transcripción de COX-2, IL-8 y MCP-1 se incrementó por LPS-A.a pero no por 

LPS-P.g. La secreción de 12 citoquinas en 3DCE fue incrementada comparado con el cultivo 

2DCE en los controles. El tratamiento con LPS-A.a en 3DCE incrementó la secreción de  

IL-8, RANTES, G-CSF, ICAM-1, IL-6 y TXA2; mientras que en 2DCE se  incrementaron  

G-CSF, IL-8, RANTES, ICAM-1, TNF-RI, PGI2 y TXA2. La adhesión de monocitos al 

cultivo 2DCE fue incrementada tras el estímulo con LPS-A.a pero no en el cultivo 3DCE. 

LPS-P.g no indujo la secreción de citoquinas, prostanglandinas y adhesión de monocitos. El 

cultivo 3DCE refleja un comportamiento influenciado por el entorno tridimensional, lo que 

permite exhibir diferentes respuestas celulares frente a LPS de periodontopatógenos. 

 

Palabras clave: (técnicas de cultivo celular, biomateriales, soportes, colágeno, célula endotelial, 

lipopolisacarido, mediadores de inflamación).  
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Abstract 

 

A three-dimensional endothelial culture on collagen I scaffold (3DCE) was developed to 

evaluate the inflammatory response and endothelial function induced by 

lipopolysaccharides (LPS) of Porphyromonas gingivalis; and compare it with two-

dimensional cultures (2DCE). The 3DCE and 2DCE cultures were stimulated with 1 µg / 

mL of LPS-P.g for 24 hours. As a control, cultures without stimulation were used. In 

addition, the LPS-induced response isolated from Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

was compared in both models. The expression of IL-8, MCP-1, COX-2, eNOS, vWF genes, 

secretion of cytokines and prostanglandins (PGI2 and TXA2), and monocyte adhesion were 

evaluated. The experiments were performed in triplicate and the differences were considered 

significant with a p <0.05. In 3DCE a decrease in the transcription of COX-2, eNOS and 

vWF induced by both LPS was observed, while IL-8 and MCP-1 was increased only with 

LPS-A.a. In 2DCE the transcription of COX-2, IL-8 and MCP-1 was increased by LPS-A.a 

but not by LPS-P.g. The secretion of 12 cytokines in 3DCE was increased compared to 

2DCE culture in the controls. Treatment with LPS-A.a in 3DCE increased the secretion of 

IL-8, RANTES, G-CSF, ICAM-1, IL-6 and TXA2; while in 2DCE G-CSF, IL-8, RANTES, 

ICAM-1, TNF-RI, PGI2 and TXA2 were increased. Monocyte adhesion to 2DCE culture 

was increased after stimulation with LPS-A.a but not in 3DCE culture. LPS-P.g did not 

induce the secretion of cytokines, prostanglandins and monocyte adhesion. The 3DCE 

culture reflects a behavior influenced by the three-dimensional environment, which allows 

different cell responses to be exhibited against LPS of periodontopathogens. 

 

 

 

Keywords: Cell culture, Scaffold, Collagen, biomaterial, endothelial cell, 

lipopolysaccharide, inflammation 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans son bacterias Gram 

negativas localizadas en la biopelícula subgingival, cuya presencia resulta en gingivitis. 

Cuando no es controlada, la gingivitis conduce a la enfermedad periodontal; inflamación 

crónica caracterizada por la pérdida de los tejidos que soportan los dientes (Socransky et al. 

1998). La enfermedad periodontal es un factor de riesgo de la enfermedad cardiovascular 

aterosclerótica. La plausibilidad de esta asociación se basa en las frecuentes bacteriemias y 

endotoxemias ocasionadas por estas bacterias periodontopatógenas, en su presencia en la 

placa aterosclerótica y en la respuesta inflamatoria que inducen en los pacientes (Kozarov et 

al. 2005; Lafaurie et al. 2007; Reyes et al. 2013; Bartova et al. 2014; Kurita-Ochiai and 

Yamamoto 2014). 

 

Los cultivos in vitro de células endoteliales (CE) han sido utilizados comúnmente para 

dilucidar mecanismos de la patogenia inducida por periodontopatógenos y sus factores de 

virulencia (Erridge et al. 2007; Nakamura et al. 2008; Ho et al. 2016; Gualtero et al. 2017). 

En ellos, las células son sembradas en placas de poliestireno con el fin de que se adhieran y 

proliferen para formar una monocapa confluente en dos dimensiones (cultivos 2D). Modelos 

celulares basados en cultivos 2D han permitido estudiar la interacción célula endotelial-

bacteria (e.g.: adhesión, colonización, migración, inducción de apoptosis o muerte celular, 

etc) y proponer mecanismos asociados con la disfunción endotelial (Kebschull et al. 2010). 

En estos modelos las células endoteliales no se adhieren a componentes de la membrana basal 

que in vivo subyace al endotelio; por eso, las funciones que normalmente realizan en los 

tejidos de donde provienen pueden verse afectadas (Baker and Chen 2012).  

 

La ingeniería de tejidos ha permitido el diseño y producción de soportes tridimensionales 

(3D) elaborados con componentes de matriz extracelular, que favorecen el cultivo celular 3D 

en ambientes más fisiológicos que los aportados por los platos de cultivo celular de 

poliestireno. Con ellos se producen sustitutos tisulares que favorecen procesos de 

regeneración (Panduwawala et al. 2017) y modelos para el estudio in vitro de diferentes 
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procesos en que intervienen las células. En los cultivos 3D las interacciones célula-sustrato 

y célula-célula, el crecimiento, la proliferación y diferenciación celular son favorecidos por 

la presencia de proteínas de la  matriz extracelular (MEC) natural de los tejidos y por 

características fisicoquímicas, micro estructurales y mecánicas de los soportes que 

contribuyen a crear un microambiente más parecido al que interactúa naturalmente con la 

célula in vivo (Kadowaki et al. 2010; Huang et al. 2013). 

 

La evidencia es cada vez mayor de que el comportamiento de las células endoteliales en 

cultivos 2D y 3D es diferente. Por ejemplo, en cultivos de células endoteliales sobre matrices 

de colágeno y fibrina expuestos a Staphylococcus aureus la secreción de factor tisular (TF) 

fue significativamente mayor y la secreción de MCP-1 e IL-8, la adhesión de monocitos y la 

actividad pro-coagulante fue significativamente menor, que en las células cultivadas en 2D 

(Heying et al. 2012). Igualmente, cultivos 3D de células endoteliales sobre soportes de fibrina 

y colágeno mostraron una respuesta inflamatoria y procoagulante inducida por 

Staphylococcus aureus menor que la observada en los cultivos 2D de estas células (Heying 

et al. 2012). En otro estudio se demostró que células endoteliales embebidas en geles de 

colágeno presentan diferencias estructurales en el citoesqueleto comparado con las células 

cultivadas sobre superficies planas en 2D. Además, Al ser expuestos estos cultivos a TNF-α  

se observó una menor secreción de MCP-1 en el cultivo 3D comparado con el cultivo 2D. 

Por último, factores solubles provenientes del cultivo  3D fueron capaces de disminuir el 

reclutamiento de monocitos a monocapas de células endoteliales en un modelo de 

inflamación (Indolfi et al. 2012). Aunque los modelos 3D mencionados son cultivos estáticos 

que no consideran las tensiones causadas en el endotelio por el torrente sanguíneo, arrojan 

resultados diferentes a los que proporcionan los cultivos 2D (Kutys and Chen 2016).  

  

Hasta donde sabemos, la respuesta inflamatoria de CE cultivadas en micro entornos 

tridimensionales expuestos a microorganismos periodontopatógenos no ha sido estudiada. 

En este contexto, el desarrollo de un modelo 3D basado en el cultivo de células endoteliales 

sobre soportes hechos de componentes de matriz extracelular de la membrana basal del 

endotelio, puede proporcionar una herramienta para el estudio de la respuesta inmune 

relacionada con aterosclerosis en un ambiente más cercano al endotelial (Gualtero et al. 
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2018). En el presente estudio se diseñaron y desarrollaron soportes de colágeno tipo I para el 

cultivo tridimensional de células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC), se 

caracterizaron diferentes cultivos 3D. El cultivo 3D que presentó mejores características fue 

estimulado con LPS aislado de Porphyromonas gingivalis W83, se evaluaron biomarcadores 

de respuesta pro-inflamatoria y de disfunción endotelial. Igualmente, se hizo una 

comparación de la respuesta pro-inflamatoria entre los cultivos 2D y 3D. Adicionalmente se 

evaluó la respuesta inducida por LPS-A.a en ambos modelos y se comparó con la inducida 

por LPS-P.g. 

 

Los resultados de este trabajo muestran que en el modelo 3D desarrollado las células HCAEC 

exhiben un perfil de secreción de citoquinas diferente al perfil de secreción de las HCAEC 

cultivadas bidimensionalmente en placas de poliestireno. Igualmente, se observaron 

diferencias en la expresión de genes relacionados con función endotelial luego del estímulo 

con LPS.  
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Endotelio y Función Endotelial 

El endotelio es la monocapa de células que recubre internamente al tejido vascular. Expuesto 

a los fluidos circulatorios y a las células circulantes, funciona como barrera de permeabilidad 

selectiva impidiendo la extravasación de la sangre y de la linfa(Mehta and Malik 2006). Es 

considerado un órgano vital porque regula y mantiene la fisiología cardiovascular; por eso, 

su disfunción está relacionada con en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. El 

endotelio vascular está conformado por una monocapa confluente de células endoteliales, 

lámina basal y tres zonas claramente diferenciadas: intima, media y adventicia. Durante la 

formación de los vasos sanguíneos, las células endoteliales y los pericitos producen la lámina 

basal que reposa sobre la íntima. La lámina basal se encuentra constituida por componentes 

de matriz extracelular como colágenos tipo IV, laminina y entactina. La intima es una matriz 

acelular compleja constituida por colágenos fibrilares tipo I, III, y proteoglicanos producida 

por fibroblastos (Figura 1). La lámina basal y la íntima proporcionan la rigidez, porosidad y 

topografía requerida para que el endotelio soporte las tensiones del fluido sanguíneo y 

mantenga su integridad (Stratman and Davis 2012). La intima conecta con la media, la cual 

está conformada por células musculares lisas y una matriz extracelular rica en colágeno y 

elastina; la capa más externa del tejido vascular, es la adventicia rica en fibroblastos. Las 

alteraciones del microentorno del endotelio afectan su funcionalidad y pueden conducir a 

patologías cardiovasculares, como la aterosclerosis (Yurdagul et al. 2016).  

 

La lámina basal tiene un espesor de 80-100 nm y forma un colchón alrededor de la monocapa 

endotelial, que soporta la arquitectura vascular. La unión de las células endoteliales a la 

membrana basal, las polariza haciendo que la membrana celular en contacto con ella -

basolateral- exprese proteínas diferentes a las encontradas en la membrana luminal de las 
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células. Por su estrecha interacción, la lámina basal modifica el comportamiento de la célula 

endotelial y la regula durante la angiogénesis (Kubota et al. 1988; Grant et al. 1990).  

 

 

Figura 1. Representación estructural del endotelio, lamina basal e íntima. Elaborado por Gualtero D.F. 

  

La lámina basal soporta a los epitelios y al endotelio. Sus componentes principales son el 

colágeno tipo IV, la laminina, la entactina y proteoglicanos derivados de heparan sulfato. El 

colágeno IV es el más abundante e induce la adherencia y proliferación celular a través de 

receptores de integrina. La laminina induce migración, crecimiento y diferenciación celular. 

La entactina es una glicoproteína que se une fuertemente a la laminina modificando su unión 

a las células. Los proteoglicanos de heparan sulfato forman un campo aniónico que evita el 

paso de macromoléculas a la célula. El colágeno se une a las integrinas α2β1, α1β1, mientras 

que la laminina se une a las integrinas α6β1, α6β4 presentes en las células endoteliales (Grant 

et al. 1990; Lampugnani et al. 1991). Normalmente en la lámina basal no se encuentran 

fibronectina y fibrinógeno, estas proteínas solo son depositadas luego del daño endotelial. La 

fibronectina se une a la integrina α5β1 mientras que el fibrinógeno se une a la integrina αvβ3, 

desencadenando la proliferación y migración de las células endoteliales durante los procesos 

de remodelamiento o reparación del endotelio.  
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Las proteínas de MEC contienen motivos de unión (ej; secuencias RGD) a las integrinas 

presentes en las células que al ser reconocidos permiten la adhesión celular. La interacción 

con las proteínas de la MEC señaliza a las células y les permite organizarse y responder a 

cambios del entorno extracelular ejerciendo funciones mecanotransductoras (Orr et al. 2005). 

Además, la MEC sirve como reservorio de factores solubles que proporciona señales claves 

para mantener el fenotipo celular. Por lo tanto, la MEC al ser un reservorio de factores 

solubles, no solo sirve de andamio al que se adhieren las células sino que también aporta 

señales claves en el microambiente donde las células residen influenciando su fenotipo, 

crecimiento, diferenciación y comportamiento celular (Li et al. 1987). 

  

Las células endoteliales establecen uniones fuertes y estrechas mediante la expresión en 

membrana, de proteínas como ocludinas y cadherinas endoteliales vasculares (VE-

cadherina). Estas proteínas intervienen en las uniones intercelulares debido a que conectan a 

las células a través de proteínas del citoesqueleto, como los filamentos de actina. Por lo 

anterior, las células endoteliales funcionan como barrera semipermeable que controla de 

manera selectiva la salida de componentes sanguíneos al tejido subyacente. Las VE-

cadherinas forman complejos con las moléculas de adhesión célula endotelial plaqueta 

(PECAM-1), expresadas en las uniones intercelulares de las células endoteliales, facilitando 

procesos mecano-sensoriales del fluido sanguíneo y activando vías de señalización que 

favorecen procesos de reorganización del citoesqueleto y tensión intracelular (Komarova et 

al. 2017). Mecanismos de señalización inducidos por el flujo sanguíneo en el endotelio, 

inducen cambios conformacionales de PECAM-1 que activan procesos de señalización 

intracelular mediados por las quinasas PI3K y AKT. Estos resultan en la activación de la 

sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS) que cataliza la producción de óxido nítrico (ON); 

el cual, relaja a las células musculares lisas relajando al tejido endotelial (Ibid). Además de 

cumplir la función de barrera y participar en los mecanismos de vasodilatación en el 

endotelio, las células endoteliales cumplen otras funciones celulares relacionadas con: 

producción de moléculas anti-trombóticas y pro-trombóticas; inflamación; adhesión y 

migración de monocitos, neutrófilos y plaquetas; catabolismo de lipoproteínas de baja 

densidad (LDL); angiogénesis; proliferación celular y homeostasis del tejido vascular 

(Félétou 2011). A través de la acción de enzimas ciclo-oxigenasas (COX), el ácido 
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araquidónico puede ser metabolizado a prostaglandinas -como PGI2- que cumplen funciones 

vasodilatadoras y anti-agregantes, o hacia la síntesis de leucotrienos -como TXA2- que 

ejercen funciones vasoconstrictoras, inflamatorias, y pro-agregantes de leucocitos y 

plaquetas al endotelio; por esta razón, su presencia se ha relacionado con aterosclerosis (Egan 

et al. 2005).  

 

El endotelio sano expuesto al flujo sanguíneo tiene actividad anti-trombótica y anti-

coagulante, debido principalmente a tres mecanismos: (i) La secreción de prostaciclinas 

(PGI-2), óxido nítrico y ADP-difosfatasas, substancias que previenen la adhesión de las 

plaquetas al endotelio sano; (ii) La expresión de heparan sulfato, proteoglicano asociado a 

membrana, que se une y activa a la proteasa antitrombina III para que degrade a la trombina 

y a los factores de la coagulación IXa y Xa, críticos en la conversión de protrombina a 

trombina; (iii) La expresión de trombomodulina, proteína integral de membrana que se une 

a la trombina para formar un complejo que reconoce y activa a la proteína C, la cual degrada 

a los factores de la coagulación Va y VIIIa (Félétou 2011).  

 

El factor tisular (TF) expresado por células vasculares y no vasculares (monocitos, células 

del musculo liso y queratinocitos), es uno de los componentes claves del proceso de 

coagulación. Las células endoteliales no expresan el TF, como un mecanismo de seguridad 

para evitar procesos de coagulación debido a estímulos del flujo laminar y cortante de la 

sangre. Las plaquetas son activadas por la trombina generada en las células que expresan TF, 

lo que induce liberación de calcio y la unión de proteínas de la cascada de coagulación por 

la exposición de fosfatidilserina en la membrana celular externa de las plaquetas. La trombina 

además libera el factor von Willebrand del factor VIII, lo que induce la adhesión de plaquetas 

y agregación. La propagación de la cascada lleva a la activación del factor X (FXa), el cual 

se une al FVa en las plaquetas y activa más trombina; esta proteína activada cliva el 

fibrinógeno produciendo una matriz de fibrina insoluble (Félétou 2011). Las células 

endoteliales regulan la coagulación, ya que al asociar trombina con trombomodulina en su 

superficie desencadenan la activación de la proteína C y su cofactor S, encargados de la 

degradación de los factores Va y VIIIa; la degradación de estos últimos evita la generación 

de nueva trombina. También, porque secretan el factor von Willebrand que facilita la unión 
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y agregación de las plaquetas al endotelio. En procesos patológicos el endotelio no expresa 

las moléculas que regulan la activación de trombina y aumenta la secreción del factor von 

Willebrand y de moléculas de adhesión de monocitos (Kawecki et al. 2017). 

 

El papel que el endotelio cumple cesa cuando el tejido endotelial se lesiona o sufre estrés por 

el flujo sanguíneo, cambios en las presiones, presencia de sustancias reactivas de oxígeno y 

nitrógeno, infección e inflamación (Gimbrone 2010; Cho et al. 2018). Bajo estas condiciones 

la célula endotelial cambia su perfil anti-trombótico y anti-coagulante por uno trombótico e 

inflamatorio induciendo la expresión de moléculas de adhesión (ICAM-1, VCAM-1, E-

selectina, P-selectina), secreción de compuestos pro-coagulantes como el Factor de von 

Willebrand (vWF), y tromboxano A2 (TXA2) (Egan et al. 2005; Abadier et al. 2015; Noone 

et al. 2016). 

 

2.2 Disfunción Endotelial Inflamatoria 

La disfunción endotelial es un término utilizado para referirse a condiciones patológicas que 

implican alteraciones en la función anti-inflamatoria y anti-trombótica del endotelio. Se 

evidencia por la reducción de óxido nítrico (NO) y el incremento de tromboxano A2 un factor 

de contracción liberado por el endotelio y que causa agregación de plaquetas (Kawashima 

and Yokoyama 2004; Gautier-Veyret et al. 2015). Estas alteraciones han sido asociadas con 

inflamación crónica y aterosclerosis (Egan et al. 2005; Gimbrone and García-Cardeña 2016).  

 

La aterosclerosis es una patología caracterizada por la formación de lesiones en las arterias 

en las que típicamente se presenta inflamación, acumulación de lípidos, muerte celular y 

fibrosis. Las manifestaciones de la disfunción endotelial afectan a la pared arterial y están 

directamente relacionadas con la patogénesis de la aterosclerosis, entre estas se encuentran: 

permeabilidad a las lipoproteínas que permite su extravasación y acumulación en la íntima, 

reactividad vascular, reclutamiento de leucocitos, acumulación de células espumosas, 

disminución de la regeneración endotelial, incremento en la proliferación de las células de 

músculo liso y alteración del balance fibrinólisis / homeostasis (Libby et al. 2013).  
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 La migración de monocitos y linfocitos a través del endotelio es uno de los eventos de 

disfunción endotelial relacionado con aterogénesis. La activación de la célula endotelial por 

citoquinas, agentes infecciosos o lipoproteínas oxidadas (oxLDL), induce una respuesta pro-

aterosclerótica caracterizada por la secreción de citoquinas, quimoquinas y la expresión en 

superficie de moléculas de adhesión celular que inducen el reclutamiento y adhesión de 

células al endotelio activado y su posterior migración al sub-endotelio del tejido vascular 

(Libby et al. 2013). A pesar de los avances en la compresión de la patogenia de la enfermedad 

cardiovascular aterosclerótica, aún no hay suficiente evidencia que explique cómo la 

inflamación e inmunidad intervienen en los procesos ateroscleróticos (Libby et al. 2011). La 

célula endotelial puede jugar un rol fundamental en la función inflamatoria del endotelio 

frente a infecciones por microorganismos orales. 

 

2.3 Enfermedad Periodontal y Riesgo Cardiovascular 

La periodontitis es una enfermedad crónica inflamatoria de origen infecciosa que afecta a los 

tejidos que soportan los dientes y que conduce a su pérdida. Los microorganismos asociados 

con esta patología son bacterias Gram negativas anaerobias, frecuentemente identificadas y 

aisladas de las bolsas subgingivales periodontales. Las especies más comunes son 

Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tanerella forsythensis 

y Treponema denticola. La respuesta inmune inducida por los microorganismos a nivel 

subgingival, induce el daño de los tejidos blandos y causa sangrado debido a la 

permeabilización vascular (Socransky et al. 1998).  

 

Parámetros clínicos periodontales como el sangrado observado cuando se realiza un sondaje, 

profundidad de las bolsas y pérdida de adhesión periodontal y ósea se asocian con 

enfermedad cardiovascular aterosclerótica. Existe una tasa de riesgo asociada entre 

enfermedad periodontal y enfermedad cardiovascular coronaria (CHD) de 2.1 entre 

individuos jóvenes (21-59 años) (Dietrich et al. 2008). La posibilidad de que la enfermedad 

cardiovascular sea causada por la enfermedad periodontal, está relacionada con la presencia 

de microorganismos infecciosos periodontales en las lesiones que la caracterizan. Un estudio 

epidemiológico de enfermedad cardiovascular e infecciones orales (INVEST), en el que se 

excluyeron pacientes con otros factores de riesgo (alto índice de masa corporal, tabaquismo, 
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presión sistólica sanguínea, colesterol total, lipoproteínas de alta densidad (HDL), 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) y proteína C reactiva), asoció la presencia de bacterias 

periodontales de la placa subgingival con el grosor de la íntima-media carótida (IMT) 

(Desvarieux et al. 2005). También, en pacientes con enfermedad cardiovascular relacionada 

con aterosclerosis se ha establecido una asociación positiva (OR= 1,75; 95% intervalo de 

confidencia (CI): 1.32 a 2.34; p <0.001) entre niveles sistémicos de anticuerpos contra P. 

gingivalis y A. actinomycetemcomitans (Mustapha et al. 2007). Estudios observacionales 

muestran una asociación clínica entre periodontitis, enfermedad cardiovascular 

aterosclerótica y disfunción endotelial sin embargo estos estudios no soportan una relación 

causal a pesar de que se ha demostrado una elevada presencia de P. gingivalis en lesiones 

ateroscleróticas (Holtfreter et al. 2013; Tonetti et al. 2013; Mougeot et al. 2017). Por lo tanto 

el rol de los microorganismos periodontopatógenos en la patogenia de la enfermedad 

aterosclerótica está aún por dilucidarse.  

 

En la enfermedad periodontal es común el paso de bacterias de la cavidad oral al torrente 

sanguíneo luego de un proceso de masticación, cepillado o tratamiento periodontal generando 

bacteriemias y endotoxemias a nivel sistémico que inducen una respuesta pro-inflamatoria 

sub-clínica de naturaleza crónica (Geerts et al. 2002; Lafaurie et al. 2007; Castillo et al. 

2011). El aumento en sangre de niveles de biomarcadores pro-ateroscleróticos como la CRP, 

IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), sugieren una asociación de estos dos 

biomarcadores con la enfermedad cardiovascular (Pussinen et al. 2007). Tonetti y 

colaboradores, demostraron que el tratamiento periodontal induce inflamación sistémica y 

disfunción endotelial a corto tiempo (24 horas), pero a largo plazo (6 meses) las reduce 

(Tonetti et al. 2007). Aunque el tratamiento periodontal puede disminuir los niveles de 

biomarcadores de inflamación sistémicos y de disfunción endotelial en estudios de corto 

tiempo, no hay evidencia de que prevenga eventos de enfermedad cardiovascular 

aterosclerótica. Poco se conoce, sobre el efecto que controlar infecciones periodontales tiene 

en la reducción de la incidencia de eventos cardiovasculares. 

 

Aunque la aterosclerosis es una enfermedad crónica multifactorial, la inflamación que ocurre 

en respuesta a las infecciones puede lesionar al endotelio generando placas que obstruyen la 
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circulación de la sangre. Por esta razón, se cree que la periodontitis puede ser un factor de 

riesgo importante en la enfermedad cardiovascular aterosclerótica. De este modo, el paso 

intermitente de bacterias y sus endotoxinas al torrente sanguíneo y la respuesta inflamatoria 

sistémica resultante podría afectar de manera crónica al endotelio vascular (Genco and Van 

Dyke 2010). Periodontopatógenos como P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans han sido 

identificados, aislados y cultivados a partir de lesiones ateroscleróticas de pacientes con 

enfermedad periodontal, aunque se desconoce su papel en el inicio de la lesión (Kozarov et 

al. 2005; Padilla et al. 2006). En este contexto, la evidencia sugiere que las infecciones por 

patógenos periodontales aumentan el riesgo cardiovascular aterosclerótico de manera 

indirecta, al inducir una respuesta sistémica pro-inflamatoria y daño del tejido vascularizado.  

 

Se han descrito modelos animales de infección oral y sistémica con periodontopatógenos, 

para evaluar la relación entre el proceso infeccioso y la aterosclerosis. En ratones expuestos 

a bacterias vivas y muertas (P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans), o a su LPS, se ha 

encontrado formación de placas ateroscleróticas (Lalla et al. 2003; T. Zhang et al. 2010; Jia 

et al. 2013). Estos ratones al ser sometidos a dietas no controladas hacen hiperlipidemias, 

debido a que no degradan quilomicrones y lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) 

porque son deficientes en el gen que codifica la apo-proteína E (ApoE). Por eso, no 

constituyen un modelo apropiado para determinar la influencia de la infección por 

periodontopatógenos en la génesis de la aterosclerosis, ya que las hiperlipidemias también 

constituyen un factor de riesgo (Kramer et al. 2017). 

 

En un modelo de infección crónica por periodontopatógenos en ratones con y sin alteraciones 

genéticas de ApoE, se demostró que la cepa W83 de P. gingivalis no induce formación de 

placas ateroscleróticas en ratones silvestres, pero sí induce una respuesta sistémica 

inflamatoria y altera el metabolismo de LDL y HDL, hechos que favorecen el inicio y 

progresión de la enfermedad aterosclerótica (Maekawa et al. 2011). Igualmente, que en 

ratones que no expresan ApoE (ApoE-) la infección con P. gingivalis aumenta el 

metabolismo de las lipoproteínas ricas en colesterol y la formación de placas ateroscleróticas 

en relación con animales ApoE- no infectados. Estos resultados sugieren, que las infecciones 

por periodontopatógenos no inducen de manera directa la formación de placas 
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ateroscleróticas. En cerdos con niveles de colesterol controlados a los que se les inyectó P. 

gingivalis de diferentes cepas (A7436, FDC381), se observaron lesiones aorticas y coronarias 

similares a las ateroscleróticas; mientras que en cerdos hipercolesterolémicos, las placas 

ateroscleróticas fueron evidentes. Estos estudios fortalecen la hipótesis de que las bacterias 

periodontopatógenas potencian el daño vascular aterosclerótico (Brodala et al. 2005).  

 

Porphyromonas gingivalis presenta diversidad de cepas por lo que es razonable pensar que 

sus efectos en el endotelio en relación a mecanismos ateroscleróticos sean dependientes de 

la cepa circulante. Los estudios experimentales han usado cepas que expresan fimbrias, 

demostrando que este factor de virulencia es uno de los mayores determinantes del efecto 

putativo pro-aterogénico de P. gingivalis (Gibson et al. 2004; Nakano et al. 2008). También, 

se ha demostrado que otros factores de virulencia pueden ser importantes en el proceso 

aterosclerótico debido a que cepas W83 de P. gingivalis deficientes en fimbria, promueven 

aterosclerosis en ratones deficientes de ApoE (Maekawa et al. 2011). A pesar de estos 

hallazgos, los datos proporcionados por los modelos animales sugieren que los 

microorganismos periodontopatógenos inducen respuestas relacionadas con aterosclerosis; 

sin embargo,  no explican el papel que juega el endotelio sobre los mecanismos relacionados 

con la génesis del aterosclerosis inducida por microorganismos periodontales. Además, la 

reproducción de resultados a partir de modelos animales en estudios preclínicos está 

actualmente sujeta a discusión y validación (Macleod 2011; Anglemyer et al. 2015). 

 

Resulta claro que el manejo de la inflamación crónica sistémica en pacientes con enfermedad 

periodontal, es un aspecto clave en la intervención de riesgo cardiovascular aterosclerótico. 

Por eso es necesario, llevar a cabo estudios en modelos in vivo e in vitro que permitan 

esclarecer los mecanismos de esta asociación. 

 

2.4 Lipopolisacáridos de Porhyromonas gingivalis: Estructura Reconocimiento y 

Respuesta Celular 

Los lipopolisacáridos (LPS) son componentes presentes en la membrana externa de bacterias 

Gram negativas donde cumplen funciones de membrana. Eventualmente pueden ser 

liberados en vesículas de membrana externa, reconocidas por receptores tipo toll (TLR) 
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presentes en las membranas celulares. Este reconocimiento, genera una respuesta 

inflamatoria que en algunas ocasiones conduce a un tipo de muerte celular conocida como 

piropoptosis (Rietschel et al. 1994; Gu et al. 2018). Por ejemplo, infecciones por 

microorganismos Gram negativos como Escherichia coli generan endotoxemias (LPS en 

circulación sanguínea) y una fuerte respuesta inflamatoria que puede causar choque séptico 

y la muerte del individuo (Taylor et al. 1991). Llama la atención que endotoxemias causadas 

por el paso de bacterias periodontopatógenas desde la cavidad oral a la circulación 

(bacteriemia) en individuos con enfermedad periodontal, no causan una respuesta 

inflamatoria aguda sino crónica en el individuo. Es por esto, que se han relacionado las 

endotoxemias de periodontopatógenos con enfermedades inflamatorias crónicas como la 

aterosclerosis (Pussinen et al. 2007). Por lo anterior, la manera como las células reconocen 

las estructuras de los LPS de bacterias Gram negativas y generan una respuesta al proceso 

infeccioso hace parte de los mecanismos de patogenia que utilizan los microorganismos. 

 

El LPS de Gram negativos posee tres regiones: i) Una región hidrofóbica que se ancla 

internamente en la membrana externa, denominada lípido A; ii) Una región central que 

contiene heptosas y un octilglucósido conocido como KDO, denominada núcleo, que a su 

vez se subdivide en núcleo interno y núcleo externo; iii) Una región externa constituida por 

polisacáridos, denominada antígeno O. Debido a que el KDO es un componente especifico 

de los LPSs, ha sido utilizado para su identificación en procesos de purificación (Lee and 

Tsai 1999). Los LPSs se clasifican como lisos, semirugosos y rugosos dependiendo de la 

presencia del antígeno O, el núcleo externo y el núcleo interno. Los LPSs lisos poseen el 

antígeno O y el núcleo completos; los semirugosos son aquellos que contienen una parte del 

antígeno O y el núcleo completo; los rugosos solamente poseen núcleo completo (Figura 2). 

Hasta hace poco se pensaba que en las bacterias Gram negativas el lípido A era altamente 

conservado y estaba conformado por un disacárido de glucosamina fosforilado que 

presentaba 6 acilaciones con ácidos grasos de cadena larga (Rietschel et al. 1994). Sólo hasta 

que se cultivaron in vitro diferentes especies de P. gingivalis, y se mejoraron los procesos de 

purificación y análisis de LPSs se identificaron diferencias estructurales y de composición 

en los lípidos A aislados de ésta bacteria (Dixon and Darveau 2005)  
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Figura 2. Representación esquemática de lipopolisacáridos sobre membranas externas de 

microorganismos Gram-negativos. Tomado de (Dixon and Darveau 2005) 

 

 

La heterogeneidad estructural del lípido A de los LPSs aislados de P. gingivalis, influye en 

su mecanismo de reconocimiento celular y en la respuesta inflamatorias que induce. Sin 

embargo, miembros de la comunidad científica aducen que los contaminantes lipoproteicos 

de los LPSs purificados de P. gingivalis y no el LPS, son responsables de estas variaciones 

(Hirschfeld et al. 2000). Mientras LPSs de otras especies bacterianas, incluida A. 

actinomycetemcomitans, con estructuras clásicas tienen lípidos A hexa-acilados que son 

reconocidos por receptores TLR-4 de células epiteliales y del sistema inmune, en los LPSs 

de P. gingivalis se han identificado lípidos A penta, tetra y tri-aciladas. Se ha propuesto que 

estos son reconocidos por receptores diferentes al TLR-4 y que la respuesta inmune innata 

es diferente a la inducida por LPSs con estructura clásica. Los datos obtenidos demuestran 

que algunos LPSs de P. gingivalis son antagonistas de receptores TLR-4 y agonistas de 

receptores TLR-2, lo que conduce a una respuesta celular diferente (Reife et al. 2006; Herath 

et al. 2013; Slocum et al. 2014). Sin embargo, evidencia reciente demuestra que a pesar de la 



 24 

 

 
 

 

heterogeneidad del lípido A en P. gingivalis, estructuras tetra-aciladas ultra purificadas son 

reconocidas por TLR-4 en lugar de TLR-2 (Nativel et al. 2017). Estos autores también 

demostraron que aunque los LPSs de P. gingivalis utilizan receptores TLR-4, la respuesta 

inflamatoria que inducen es diferente en células de ratón y en células humanas. Por esta 

razón, advierten de las diferencias que pueden encontrarse entre cultivos de células no 

humanas y humanas y sobre las consecuencias de extrapolar resultados obtenidos en células 

no humanas al estudio de procesos de patogenia humana. 

 

Puede pensarse que si los LPSs de P. gingivalis son reconocidos por receptores TLR-4 de 

células del hospedero, las respuestas inflamatorias que inducen son similares a las inducidas 

por el lípido A clásico del LPS de E. coli. Sin embargo, estudios in vivo han mostrado que la 

respuesta inflamatoria inducida por los LPSs de P. gingivalis es más leve que la respuesta 

inducida por el LPS de E. coli (Pulendran et al. 2001). También, que los LPSs de P. gingivalis 

induce diferencias en el perfil de secreción de algunos marcadores inflamatorios en células 

humanas endoteliales de vena umbilical (HUVEC) y en células epiteliales orales (L Kocgozlu 

et al. 2009). Trabajos realizados con cultivos de células endoteliales de vena de cordón 

umbilical humano (HUVEC) y de células endoteliales de arteria coronaria humana 

(HCAEC), indican que en cada una de estas células los LPSs de P. gingivalis y de otras 

bacterias Gram negativas son reconocidos por distintos TLRs, induciendo respuestas 

celulares diferentes (Erridge et al. 2007). Los estudios descritos sugieren que debido a las 

diferencias en las respuestas inflamatorias observadas en los diferentes tipos celulares 

expuestos a LPSs de P. gingivalis, la patogenia aterosclerótica inducida por periodonto-

patógenos debe ser valorada con células de origen primario aisladas de los tejidos donde 

ocurre la patología. Por esta razón, las células endoteliales de arteria coronaria humana 

permiten aproximarse al contexto celular.  

 

A pesar de que la prevalencia de P. gingivales en lesiones ateroscleróticas reportada es 

elevada (Mahalakshmi et al. 2017), en cultivos de HCAEC expuestos a LPSs de P. gingivalis 

la expresión de marcadores de la respuesta inflamatoria ha sido baja (Honda et al. 2005). En 

este contexto, es importante considerar que la baja respuesta inducida por P. gingivalis en 

células endoteliales puede deberse a que el modelo celular in vitro refleja de manera limitada 
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aspectos complejos de la patogenia inducida en el endotelio vascular por esta bacteria y sus 

factores de virulencia (e.g. la inflamación es un mecanismo del sistema inmune innato). Sin 

embargo, en cultivos celulares expuestos a la cepa W83 de P. gingivalis -de la cual se aisló 

uno de los LPSs evaluados en esta tesis- se encontró que esta bacteria secreta enzimas que 

inactivan citoquinas proinflamatorios  (IL-1β) sintetizados por células dendríticas y linfocitos 

T (Abdi et al. 2017). Estos resultados sugieren que un probable mecanismo de evasión 

empleado por esta cepa es inactivar la respuesta inmune. En este contexto, factores de 

virulencia como el LPS podrían tener características estructurales que contribuyeran a 

inactivar la expresión de marcadores inflamatorios en células endoteliales. 

Desafortunadamente, hacen falta estudios que describan la respuesta a periodontopatógenos 

de células endoteliales de arteria coronaria humana. 

 

Debido a que los estudios llevados a cabo en modelos animales no han proporcionado datos  

que indiquen el papel que tienen las bacterias periodontopatógenas en el inicio de la lesión 

aterosclerótica, el uso de modelos basados en cultivos celulares se ha convertido en una 

alternativa viable para estudiar las interacciones iniciales de estas bacterias con el endotelio 

y el efecto de las mismas en la expresión de marcadores de función endotelial. 

 

2.5 Características de los Cultivos Celulares   

Desde hace más de 100 año los cultivos de células in vitro han sido desarrollados bajo 

condiciones fisicoquímicas y nutricionales controladas (Carrel and Burrows 1911). El 

crecimiento de células a lo largo y ancho de un frasco o plato de cultivo, se conoce como 

cultivo bidimensional (2D). El entendimiento de procesos celulares como proliferación, 

diferenciación, sobrevivencia, apoptosis, cáncer, respuesta inflamatoria, procesos 

infecciosos, terapéutica, interacciones farmacológicas, entre otros, ha sido posible gracias al 

empleo de cultivos celulares 2D. Resultados provenientes de este tipo de modelos han 

ayudado a comprender principios básicos de biología celular, inmunología, microbiología, 

parasitología, etc., que se han trasladado de manera exitosa a la práctica clínica para mejorar 

la salud de personas y animales.  
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Cuando condrocitos primarios aislados de cartílago de pollo, fueron sembrados sobre 

sustratos sintéticos rígidos -como el poliestireno- perdieron su fenotipo original y no 

preservaron la organización histológica original (Mayne et al. 1976; von der Mark et al. 

1977). De hecho, ya han sido revisados los cambios en adhesión, proliferación, morfología, 

geometría, polaridad, volumen de superficie celular, tensión del citoesqueleto y función que 

presentan varios tipos de células (Baker and Chen 2012). Por ejemplo, las células epiteliales 

primarias sembradas en frascos de cultivo con superficies rígidas exhiben morfología plana 

y extendida debido a que se ve forzada a interactuar con el sustrato rígido, lo cual genera una 

alta tensión mecánica que modifica su forma (Kular et al. 2014).  

 

Es posible que las células endoteliales cultivadas en 2D, además de estar expuestas 

homogéneamente a los factores solubles que ellas secretan -sin que ocurra un efecto de 

gradiente de concentración como sucede in vivo- puedan sufrir un proceso parecido al 

descrito para otros tipos celulares. Sin embargo, debe anotarse que la mayoría de 

evaluaciones de la respuesta celular inflamatoria pro-aterosclerótica inducida por 

microorganismos orales periodontopatógenos han sido realizadas en estos modelos.  

 

2.6 Modelos Celulares In Vitro Empleados Para Estudiar Disfunción Endotelial Inducida 

por Bacterias Orales Patógenas 

Los estudios in vitro que proporcionan evidencia experimental de los mecanismos de 

patogenicidad y factores de virulencia utilizados por las bacterias patógenas periodontales 

para inducir disfunción endotelial relacionada con aterosclerosis, han utilizado 

principalmente macrófagos, monocitos, células endoteliales aisladas de vena de cordón 

umbilical humano (HUVEC) y células endoteliales de arteria humana (HAEC). 

 

2.6.1 Modelos Basados en Monocitos-Macrófagos. 

 La migración de monocitos a través del endotelio, su diferenciación a macrófago en el tejido 

sub-endotelial y posterior conversión a células espumosas, es un proceso característico de 

disfunción endotelial relacionado con aterosclerosis (Libby et al. 2013). La diferenciación de 

macrófagos de ratón a células espumosas ha sido observada con LPS de A. 

actinomycetemcomitans en presencia de LDL, induciendo además la expresión de citoquinas 
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pro-inflamatorias (TNF-α, IL-6) y moléculas de adhesión (ICAM-1) (Lakio et al. 2006). La 

formación de células espumosas se ve afectada por el serotipo de A. actinomycetemcomitans 

de donde se aisló el LPS. Estos resultados sugieren que los LPSs de bacterias 

periodontopatógenos inducen la formación de células espumosas, favoreciendo la formación 

de placa aterosclerótica. Lipopolisacaridos de A. actinomycetemcomitans actúan 

sinérgicamente con las LDL nativas, en la formación de células espumosas (Morishita et al. 

2013). El mismo resultado ha sido obtenido con P. gingivalis y su LPS (Lei et al. 2011; Liu 

et al. 2016). Lo anterior, sugiere que los LPS de bacterias periodontopatógenos inducen la 

formación de células espumosas, favoreciendo la formación de placa aterosclerótica. 

 

Se han hecho esfuerzos por desarrollar modelos de cultivo celular en condiciones de flujo, 

que ayuden a simular las condiciones de rodamiento y adhesión de macrófagos al endotelio. 

Isoda y colaboradores elaboraron un sistema de micro canales cubiertos con silicona que 

permitió generar un flujo del medio de cultivo de 5mL/min (Isoda et al. 2009). Cada uno de 

estos micro canales, contaba con micro pilares que ayudaban a regular la velocidad del flujo 

y que proporcionaban la superficie para la adhesión de los macrófagos (RAW 264.7). En 

estas condiciones se demostró que los macrófagos estimulados con LPS de A. 

actinomycetemcomitans (cepa Y4) se adhieren más a los micro pilares formando estructuras 

similares a placas, que los macrófagos no estimulados. La formación de estas placas fue 

inhibida por la pre-incubación con anticuerpos anti- ICAM-1 de los macrófagos estimulados 

con LPS (Tsutsumi et al. 2010). Aunque una de las limitaciones del estudio fue la no 

inclusión de cultivos de células endoteliales, la capacidad de adhesión bajo condiciones de 

flujo de macrófagos estimulados con LPS de periodonto-patógenos sugiere su potencial pro-

aterosclerótico.  

 

2.6.2 Estudios en Modelos 2D de Células Endoteliales  

Las monocapas de cultivos primarios de células endoteliales umbilicales, arteriales y de 

arteria coronaria humana (HUVEC, HAEC y HCAEC, respectivamente), también han sido 

usadas para establecer el papel que juegan las bacterias periodontales y sus antígenos, en la 

activación y disfunción del endotelio relacionada con aterosclerosis. En uno de estos 

modelos, se demostró que antígenos sonicados de P. gingivalis inducen la producción de 
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MCP-1 en HCAEC a través del factor de respuesta a crecimiento temprano (Egr-1), un factor 

de transcripción relacionado con aterosclerosis (Maekawa et al. 2010).  

 

En células endoteliales aorticas humanas (HAEC) la interacción de LPS de P. gingivalis con 

TLR-2 activa la proteína quinasa activada por mitógenos MAPK-p38 y regula la expresión 

de la molécula de adhesión celular vascular VCAM-1, ambas involucradas en la respuesta 

inflamatoria (B. Liu et al. 2012). La cepa W83 de P. gingivalis, previamente evaluada en 

modelos animales de disfunción endotelial aterosclerótica, demostró en un estudio in vitro 

en cultivos de células HCAEC mayor capacidad de adhesión y viabilidad intracelular, e igual 

capacidad de invasión que la cepa P. gingivalis 33277 pero con moderada capacidad 

inflamatoria (Rodrigues et al. 2012). Esta última ha sido la cepa más evaluada en los estudios 

de mecanismos de patogenia con periodontopatógenos y sus factores de virulencia in vitro e 

in vivo (Kebschull et al. 2010). Hasta el momento, no se conoce las respuestas relacionadas 

con disfunción endotelial inducida por el LPS de la cepa W83. Por su virulencia, podría 

esperarse una respuesta endotelial diferente a la observada con otras cepas de P. gingivalis.  

 

La expresión de moléculas de adhesión en células endoteliales es importante dentro del 

modelo de disfunción endotelial. Monocapas HUVEC estimuladas con adhesinas de 

Fusobacterium nucleatum inducen la adhesión bacteriana mediada por VE-cadherinas y el 

aumento de la permeabilidad endotelial, lo que permite el paso de bacterias (Fardini et al. 

2011). De igual modo, se ha demostrado la inducción de apoptosis de HUVEC expuestas a 

P. gingivalis y su LPS (Bugueno et al. 2016). Células HCAEC estimuladas con A. 

actinomycetemcomitans muertas por calor o su LPS inducen la expresión de citoquinas pro-

inflamatorias (IL-6 e IL-8). Contrariamente, la adición de rosuvastatina inhibe la expresión 

de las citoquinas mencionadas por un mecanismo mediado por el factor atero-protector 

Krüppel-like factor 2 (KLF-2) (Gualtero et al. 2017). 

 

Ha sido descrito que la expresión de marcadores inflamatorios inducida por P. gingivalis, 

depende del tipo celular empleado en el estudio (L. Kocgozlu et al. 2009). Particularmente, 

en cultivos de HUVEC y HCAEC estimulados con LPS hay diferencias en los mecanismos 

de activación y respuesta inducida. Los autores sugieren que estas diferencias obedecen a 
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que las HCAEC expresan TLR-2, mientras que las HUVEC no lo expresan (Erridge et al. 

2007). Contrariamente, en otro estudio se demostró que las HUVEC expresan TLR-2 al ser 

estimuladas con LPS de P. gingivalis cuando se cultivan en condiciones de fluido (Nakamura 

et al. 2008). Por lo anterior, las diferencias en la respuesta celular al LPS dependen de las 

condiciones empleadas para el cultivo celular.  

 

2.6.3 Estudios en Modelos de Interacción Monocito-Célula Endotelial 

Con el fin de estudiar la adhesión y migración de monocitos a través del endotelio, otro de 

los eventos relacionados con disfunción endotelial, se han evaluado las interacciones entre 

monocitos y células endoteliales usando modelos in vitro. Debido a que el proceso de 

rodamiento y adhesión de monocitos al endotelio ocurre en condiciones de flujo sanguíneo, 

monocapas de HUVEC han sido mantenidas en condiciones de flujo del medio de cultivo. 

Monocitos se hicieron circular durante 15 m a un flujo constante de 1 dina/cm2, que simula 

el estrés producido en la pared basal por el flujo cortante de la sangre, sobre monocapas 

endoteliales previamente estimuladas con LPS de P. gingivalis (Nakamura et al. 2008). Se 

encontró que los monocitos se adherían a las monocapas estimuladas con LPS. La adhesión 

de monocitos a células endoteliales esta mediada por la expresión de moléculas de adhesión 

cuya expresión es activada por la interacción entre el receptor TLR-2 y LPS. La 

neutralización de TLR-2 con anticuerpos, disminuye la expresión de las moléculas de 

adhesión VCAM-1, ICAM-1 e impide la adhesión de monocitos a las células endoteliales 

estimuladas con LPS, sugiriendo que el proceso de adhesión está regulado por TLR-2. La 

secreción de moléculas quimioatractantes como IL-8 y MCP-1, luego del estímulo de células 

endoteliales con bacteria completa y fimbrias de patógenos periodontales, incrementa el 

proceso de unión monocito-endotelio (Hashizume et al. 2011).  

 

En monocapas endoteliales cultivadas en la cara apical de cámaras transwell se evaluó la 

adhesión y migración de bacterias y monocitos. Los datos mostraron que monocitos THP-1 

migran a través de las monocapas de HUVEC estimuladas con fimbrias de P. gingivalis. 

Igualmente, que el proceso es dependiente de TLR-2 y de la interacción entre el heterodímero 

β2 integrina (CD11b/CD18) e ICAM-1 expresados en los monocitos y en las células 

endoteliales, respectivamente (Harokopakis et al. 2006).  
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La  adhesión y migración de monocitos a través del endotelio, su diferenciación a macrófagos 

en el tejido sub-endotelial y posterior conversión a células espumosas es un proceso 

característico de la disfunción endotelial relacionado con aterosclerosis (Libby 2002). Los 

LPSs provenientes de diferentes cepas de A. actinomycetemcomitans (JP2, Y4, IDH781), 

indujeron la expresión de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α, IL-6) y moléculas de 

adhesión (ICAM-1); así como, la diferenciación de macrófagos de ratón a células espumosas 

(Lakio et al. 2006). En la línea celular de macrófagos RAW 264.7, expuesta a LDL y a 

diferentes concentraciones de LPS aislado de A. actinomycetemcomitans, se valoró la 

formación de células espumosas microscópicamente después de teñir con aceite rojo O. Se 

encontró que éste proceso depende del serotipo de la cepa de la cual se aisló el LPS. De igual 

manera, se reportó que LPSs aislados de A. actinomycetemcomitans tienen un efecto 

sinérgico con las LDL nativas, en la formación de células espumosas (Morishita et al. 2013). 

Resultados similares también han sido reportados para P. gingivalis y sus LPSs (Qi et al. 

2003; Lei et al. 2011). Lo anterior sugiere que los LPSs de bacterias periodontopatógenos 

inducen la formación de células espumosas, favoreciendo la formación de placa 

aterosclerótica. Sin embargo poca evidencia existe sobre la capacidad de LPS A. 

actinomycetemcomitans de inducir activación de células endoteliales generando la secreción 

de marcadores inflamatorios pro-ateroscleróticos y la adhesión de monocitos al endotelio 

activo. 

 

La evidencia obtenida en estudios in vitro ha permitido proponer un mecanismo para explicar 

la manera en que las bacterias patógenas periodontales o sus factores de virulencia, inducen 

respuesta inflamatoria crónica del endotelio alterando su normal funcionamiento (Gualtero 

et al. 2018). Mientras el endotelio conserva su integridad, la célula endotelial mantiene un 

fenotipo anti-trombótico y anti-coagulante. Cuando ocurren bacteriemias y endotoxemias en 

individuos con periodontitis, se induce la secreción de citoquinas proinflamatorias y la 

expresión de moléculas de adhesión que inducen la disfunción endotelial asociada con 

inflamación crónica. La proteína de unión al LPS (LBP) facilita la unión del LPS a CD14 

soluble (sCD14) o a CD14 de membrana (mCD14), lo que resulta en la activación de células 

endoteliales y linfocitos vía TLR2. Como respuesta al estímulo de patógenos periodontales, 
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las células endoteliales producen las moléculas pro-inflamatorias IL-8 y MCP-1 (proteína 

quimio-atrayente de monocito) y las moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1; las cuales 

promueven el reclutamiento, la adhesión y transmigración al sub-endotelio de monocitos y 

linfocitos T. Si adicionalmente el paciente presenta altos niveles de LDL, estas lipoproteínas 

oxidadas (LDLox) se unen al endotelio y migran al sub-endotelio en donde inducen la 

diferenciación de macrófagos a células espumosas, lo que conduce a la acumulación del 

colesterol y potencia la formación de la placa aterosclerótica (Figura 3).  

 

 

 
Figura 3. Mecanismos plausible de disfunción endotelial inducida por periodontopatógenos tomado de 

(Gualtero et al. 2018) .  

 

2.7 Limitaciones de los Actuales Modelos Celulares In Vitro Para el Estudio de Disfunción 

Endotelial 

 

A través de las interacciones célula-célula, célula-matriz extracelular, célula-factores 

solubles y anclados a la matriz, las células reciben señales que al ser transducidas influyen 

en su comportamiento y función (Ashe and Briscoe 2006; Heino and Käpylä 2009). Las 

células endoteliales cultivadas sobre placas de poliestireno exhiben una polarización basal-

apical inducida por el sustrato no natural sobre el que reposan, que es diferente a la que 

presentan in vivo (Indolfi et al. 2012). En consecuencia, en los cultivos 2D de células 
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endoteliales pueden ocurrir alteraciones en el citoesqueleto celular, en las interacciones 

célula-célula y en el perfil de factores solubles que secretan las células. En este contexto los 

cultivos 2D empleados para el estudio del potencial pro-aterosclerótico de las bacterias 

periodontopatógenas y sus antígenos, tienen la limitación de no reflejar las condiciones del 

entorno vascular sobre el que subyace el endotelio. 

 

2.8 Cultivos Celulares Tridimensionales  

Los cultivos 3D se establecen con células cultivadas en matrices o soportes tridimensionales 

elaborados con componentes de matriz extracelular (MEC), otros polímeros naturales 

(quitosano) o biomateriales artificiales (e.g.: caprolactona, copolímeros de ácido poliláctico-

ácido poliglicólico (PLGA). Proporcionan la tridimensionalidad característica de la casi 

totalidad de los tejidos que conforman los órganos de los seres vivos -está ausente en los 

cultivos 2D-. Por eso, se considera que las células se encuentran en un ambiente más parecido 

al del tejido in vivo (Duval et al. 2017). El cultivo celular tridimensional permite evaluar 

interacciones célula-célula y célula-matriz que influyen en el comportamiento celular (Baker 

and Chen 2012); así como, obtener tejido artificial in vitro ya que las células sembradas en 

los soportes se adhieren, proliferan, diferencian y sintetizan componentes de la MEC y 

enzimas que degradan los componentes originales de los soportes, permitiendo su recambio 

por tejido sintetizado ex vivo. En razón a lo expuesto, los cultivos 3D se han convertido en 

fuente de tejidos artificiales que se usan como injertos cuando el tejido disponible es escaso 

(James Kirkpatrick et al. 2007). También, se están usando ampliamente como modelos en el 

estudio de los mecanismos de patologías infecciosas y no infecciosas, evaluación de 

características y mecanismos de transporte de los fármacos y como sistemas de liberación 

controlada de fármacos y extractos y metabolitos secundarios naturales.  

 

Al igual que la MEC de los tejidos naturales, los soportes de los cultivos tridimensionales 

ofrecen señales fisicoquímicas, mecánicas, estructurales y biológicas a las células que 

regulan muchos de sus comportamientos (e.g.: proliferación, modificación del sustrato, 

migración, diferenciación celular, etc.); de ahí, su creciente importancia (Griffith and Swartz 

2006). Los componentes naturales más utilizados para la elaboración de soportes son 
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diferentes tipos de colágeno, fibrina, proteoglicanos, elastina, quitosano y mezclas de estos. 

La Tabla 1, describe las funciones in vivo y el uso in vitro de algunos de ellos.  

 

Tabla 1. Algunos Componentes de Matriz Extracelular Usados para Elaborar Soportes 

Tridimensionales 

 

Compuesto Función in vivo Uso in vitro  

Colágeno tipo I 

fibrilar  

Constituyente principal de la matriz 

extracelular de los tejidos conectivos. 

Confiere resistencia a la tensión y 

contribuye con la estructura 

tridimensional de los tejidos. 

Señalizador celular 

Elaboración de 

soportes de colágeno 

tipo I  

Colágeno tipo IV Promueve la unión de proteínas ECM, 

proteoglicanos y glicosaminoglicanos, 

Confiere estabilidad a la ECM, 

señalizador celular. 

 Elaboración de 

lámina basal 

Fibrina Matriz provisional formada durante la 

cicatrización de heridas 

Elaboración de 

matrices  

Elastina  Responsable de la elasticidad de los 

tejidos elásticos 

Elaboración de 

soportes 

tridimensionales 

(principalmente con 

colágeno tipo I)  

Proteoglicanos y 

glicosaminoglicanos  

Resisten la compresión y obstruye el 

paso de macromoléculas 

Fija factores de crecimiento y 

quimoquinas 

Elaboración de 

soportes 

tridimensionales 

(principalmente con 

colágeno tipo I) 

Matrigel® y 

Geltrex®,  

Extractos ricos en componentes de 

lámina basal como colágeno IV, 

laminina y heparan sulfato extraídos del 

tumor murino Engelbreth -Holm-

Swarm.  

Elaboración de geles 

para el cultivo 

tridimensional de 

células 

 

 

Aunque la gama de biomateriales sintéticos desarrollados es extensa, muchos de ellos todavía 

presentan inconvenientes relacionados con su biocompatibilidad, bioactividad y 

biodegradación (Campillo-Fernández et al. 2009; Mateos-Timoneda et al. 2015). De ahí, que 

a veces se prefiera el uso de biomateriales naturales como proteínas de la familia del 

colágeno, entre ellas el colágeno tipo I. 
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El colágeno tipo I es el mayor componente de la MEC de los tejidos y hace parte de la lámina 

reticular de la membrana basal del endotelio (Evans et al. 2010). Cuando hace parte de 

soportes que solos o sembrados con células se usan in vivo, interactúa con el ambiente 

promoviendo respuestas biológicas y sin generar respuestas adversas; por esta razón, se 

considera biocompatible y bioactivo (Williams 2008). Existen varias formas de utilizar el 

colágeno en cultivos celulares. Una de ellas consiste en formar un hidrogel de colágeno 

fibrilar en el que se incluye la suspensión celular e incubar (37°C) la suspensión resultante, 

con el fin de que las células queden embebidas en el gel de colágeno. Este enfoque es 

normalmente utilizado en modelos celulares para el estudio de angiogénesis, migración 

celular en cáncer y neovascularización (DelNero et al. 2015). Sin embargo los hidrogeles 

basados en colágeno son débiles, difíciles de manipular y se degradan fácilmente cuando son 

utilizados en injertos in vivo como sustitutos dermales (Helary et al. 2010).  

 

El segundo enfoque consiste en la elaboración de soportes de colágeno con mejores 

propiedades biomecánicas que los hidrogeles, que son más fáciles de manipular. En este 

método las dispersiones de colágeno son congeladas y liofilizadas, con el fin de obtener 

soportes porosos; los cuales, pueden ser empleados con o sin células en la regeneración de 

pérdidas de continuidad de la mucosa oral, piel, hueso,  etc. (Espinosa et al. 2010; Helary et 

al. 2010; Abou Neel et al. 2013). Este tipo de soportes puede emplearse para evaluar el 

comportamiento de las células en estructuras tridimensionales. Por ejemplo, en nuestro grupo 

fibroblastos aislados de mucosa oral de conejo cultivados en soportes de este tipo hechos con 

colágeno tipo I, presentaron un perfil de secreción de factores solubles diferente al que 

mostraron en cultivos 2D (Fontanilla and Espinosa 2012). También, la morfología y perfil de 

secreción de factores solubles fue diferente en fibroblastos orales sembrados en soportes de 

colágeno I con orientación unidireccional o multidireccional de los poros (Bustos et al. 2014). 

Estos resultados sugieren que las características micro estructurales de los soportes 

tridimensionales generan señales que influyen en el comportamiento celular.  

 

Un tercer enfoque de elaboración de soportes de colágeno tipo I, consiste en la compresión 

de geles de colágeno para expulsar casi el 95% de su contenido de agua de manera rápida 
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(1h). Con este procedimiento se han obtenido soportes 3D que incluyen fibroblastos, sobre 

los que se han cultivado células endoteliales (Brown et al. 2005; Alekseeva et al. 2014a). Las 

células endoteliales sembradas se adhirieron a la superficie del soporte, exhibieron 

morfología de adoquín y formaron una monocapa confluente en la que se detectó la expresión 

de PECAM-1 -marcador de función endotelial de interacciones célula-célula- y proteínas de 

membrana basal -laminina y colágeno. Estos trabajos también demostraron que el cocultivo 

de las células endoteliales con fibroblastos u osteoclastos humanos, favorece la formación de 

estructuras capilares; lo cual, permitió generar un modelo para el estudio de mecanismos de 

vascularización. 

 

Los soportes 3D también pueden ser fabricados mediante impresión de materiales 

bicompatibles que contienen o no células (Kreimendahl et al. 2017), electrohilado de micro 

y nanofibras de gelatina, elastina, polycaprolactona y poligrecaprona, etc. (X. Zhang et al. 

2010). Usando soportes porosos electrohilados sembrados con células endoteliales arteriales 

humanas (HAEC) fue posible obtener tejido endotelial funcional luego de 7 días de cultivo. 

La funcionalidad del tejido fue comprobada mediante la detección de ZO-1, un marcador de 

uniones adherentes entre células HAEC adyacentes; la secreción de PGI2 un marcador del 

fenotipo anti-trombótico del endotelio; y la baja adhesión de plaquetas al endotelio (Ibid). 

 

Estudios publicados han reportado diferencias en el comportamiento de células cultivadas en 

modelos 2D y 3D en cuanto a parámetros de viabilidad, secreción de factores solubles, 

mecanotraducción y microentorno celular. Por ejemplo, en un estudio reciente se demostró 

que el origen de las células y el tipo de biomaterial usado para hacer el soporte, influyen en 

el comportamiento de las células en los cultivos tridimensionales. Usando hidrogeles de 5 

diferentes biomateriales -colágeno, agarosa, alginato, matrigel polietilenglicol modificado 

con secuencias RGD- en los que se sembraron 5 tipos de células -epiteliales normales, cáncer 

de seno y estromales para un total de 25 cultivos tridimensionales- se demostró que los 

perfiles de secreción de citoquinas cambian cuando un mismo tipo de célula es sembrado en 

diferentes materiales y cuando en un mismo material se cultivan diferentes tipos de células 

(Regier et al 2017). Por lo anterior, cuando se diseña un estudio con cultivos tridimensionales 

se deben considerar las características del biomaterial (naturaleza química, concentración, 
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densidad de sitios de unión celular, rigidez, etc) y el tipo y origen de las células (línea celular 

vs células primarias, pasaje y densidad de siembra, etc). En la Tabla 2 se citan algunos de 

ellos.  

Tabla 2. Diferencias en el comportamiento celular entre modelos 2D y 3D 

    

Características Modelo 2D Modelo 3D Referencia 

Viabilidad Menor susceptibilidad 

a agentes tóxicos 

estresantes (H2O2, 

AgNO3) 

Mayor resistencia a agentes 

estresantes y mejor 

respuesta fisiológica 

(Sun et al. 

2006) 

Secreción de 

proteínas 

Menor secreción de 

Hsp70 y mayor de IL-6 

del cultivo tratado con 

choque térmico 

Secreción de Hsp70 e IL-6 

opuesta a la observada en el 

modelo 2D.  

 

(Kadowaki 

et al. 

2010) 

Activación 

intracelular 

Mayor activación de 

NFkB frente al 

estímulo de TNF-α 

Menor activación de NFkB 

y mayor sensibilidad a 

elevadas concentraciones de 

TNF-α 

(Htwe et 

al. 2015) 

Mecanotraducción  Cultivos estáticos no 

fluidos y sin 

interacciones célula-

matriz extracelular 

Tejidos vasculares 3D in 

vitro en condiciones de 

fluido que reflejan fuerzas 

mecánicas soportadas por 

las células in vivo 

(Kutys and 

Chen 

2016) 

Microentornos  Ausencia de 

microentornos, rigidez 

del sustrato de 

poliestireno y 

comportamiento 

celular diferente al de la 

célula en los tejidos 

Microentornos cambiantes 

que propician interacciones 

(adhesión, proliferación, 

diferenciación, 

interacciones célula-célula y 

migración) similares a las 

encontradas por las células 

en los tejidos. 

 

(Baker and 

Chen 

2012) 

 

 

La MEC está constituida por proteínas glicosiladas (e.g.: elastina, fibronectina, laminina, 

proteínas de la familia del colágeno, etc), glicosaminoglicanos (dermatan sulfato, heparin-

heparan sulfato, hyaluronato, etc), proteoglicanos (fibromodulina, decorina, etc.), factores de 

crecimiento, metaloproteinasas (MMPs), agua, iones, etc. Es secretada por las células que 

contiene y recambiada por proteinasas sintetizadas por éstas (Kular et al. 2014). La matriz 

extracelular orquesta las funciones celulares y la homeostásis de los tejidos que conforma a 

través de funciones diversas, entre ellas: 
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1. Proporcionar sitios de adhesión a las células que conforman el tejido. 

2. Amortiguar las fuerzas de compresión horizontal y vertical que tensionan los tejidos. 

3. Regular la migración celular. 

4. Servir como reservorio de factores de crecimiento y quimoquinas. 

5. Ser co-receptor para ligandos de baja afinidad. 

6. Favorecer los contactos célula-célula. 

7. Regular la morfología y el comportamiento celular 

 

Los modelos in vitro basados en cultivos tridimensionales (3D) de células endoteliales sobre 

componentes de matriz extracelular, permiten que éstas interactúen con superficies más 

parecidas a las que subyacen al endotelio. Se ha demostrado que células HUVEC sembradas 

sobre una matriz de colágeno I secretan colágeno IV y laminina (Alekseeva et al. 2014a). 

Aunque son cultivos estáticos que no consideran las tensiones causadas en el endotelio por 

el torrente sanguíneo, este tipo de cultivos arroja resultados diferentes a los que proporcionan 

los cultivos 2D (Kutys and Chen 2016).  

  

Como se mencionó, también se usan células endoteliales embebidas en matrices de colágeno 

I obtenidas por deshidratación del hidrogel que las contiene. De hecho, la mayoría de 

modelos 3D empleados para el estudio de las células endoteliales han utilizado este sistema 

(Methe and Edelman 2006; Methe et al. 2007; Methe et al. 2008; Hess et al. 2009; Indolfi et 

al. 2012; Murikipudi et al. 2013). Hasta donde sabemos, no se han descrito trabajos que 

comparen resultados provenientes de los modelos 3D en que las células endoteliales se 

siembran sobre la superficie de la matriz o soporte de colágeno I con los obtenidos con células 

endoteliales embebidas en geles de hidrolizados de colágeno I. Sin embargo, las células 

endoteliales embebidas en gelatina, hidrolizado soluble del colágeno, también se comportan 

diferente a las células cultivadas en 2D. Células HUVEC incluidas en geles 3D de colágeno 

hidrolizado o gelatina, al ser estimuladas con TNF-α exhiben menor adhesión de monocitos 

humanos THP-1 y secreción de MCP-1 que HUVEC cultivadas en 2D (Indolfi et al. 2012). 

En esta clase de cultivos 3D también se ha detectado la expresión de colágeno IV y 

proteoglicanos -componentes de la membrana basal del endotelio- y fibronectina (Murikipudi 
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et al. 2013), proteína que juega un papel importante durante la tubulogénesis vascular 

(George et al. 1997).   

 

Estudios con células endoteliales embebidas en matrices de gelatina, han demostrado que las 

células embebidas retienen la capacidad secretoria exhibida por las células endoteliales 

quiescentes (Methe et al. 2008). También, han contribuido a entender el papel que la 

interacción célula-matriz tiene en el fenotipo inmune de éstas células (Alexander et al. 2009) 

y procesos regulatorios de la expresión y secreción de quimoquinas que participan en 

procesos de inflamación local y reparación de tejidos moduladas por NF-kappaB (Hess et al. 

2009). 

 

Un estudio con células endoteliales cultivadas sobre matrices de colágeno y fibrina expuestas 

a Staphylococcus aureus mostró que la secreción de MCP-1 e IL-8, la adhesión de monocitos 

y la actividad pro-coagulante fue significativamente menor que en las células cultivadas en 

2D. Por el contrario, la secreción de factor tisular (TF) fue significativamente mayor (Heying 

et al. 2012). Lo descrito, sugiere que la matriz de colágeno afecta la activación pro-

inflamatoria y pro-coagulante de la célula endotelial inducida por esta bacteria.    

 

2.9. Transición Endotelial-Mesenquimal de la Célula Endotelial (TEnM) 

La Transición Endotelial-Mesenquimal (TEnM) es un proceso por el cual las células 

endoteliales pierden progresivamente las características endoteliales y adquieren 

características fenotípicas de fibroblastos mesenquimales. Este proceso fue inicialmente 

descrito en células epiteliales que transitaban a un fenotipo mesenquimal en los tejidos en 

condiciones de estrés oxidativo, hipoxia o inflamación (Gonzalez and Medici 2014). Se 

presentan en el desarrollo de tejidos, reparación de tejidos o en enfermedades crónicas 

caracterizadas por tener un componente inflamatorio, como la aterosclerosis. La célula 

endotelial en el tejido vascular se comporta como una célula epitelial. Cuando son expuestas 

a estímulos inflamatorios -como LPSs- las células endoteliales presentan cambios en 

proliferación, migración y secreción de factores solubles (TGF-β, TNF-α, IL-6, IL-1β) que 

llevan a la alteración de la función del endotelio y a la inducción de una respuesta inmune 

relacionada con disfunción endotelial (Choi et al. 2014). En las células que hacen esta 
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transición se observa disminución de la expresión de moléculas de adhesión celular, pérdida 

de interacciones célula-célula y disminución de la secreción de colágeno IV (Gonzalez and 

Medici 2014). El cambio observado en el fenotipo de las células endoteliales en condiciones 

inflamatorias, conduce a fibrosis endotelial y al aumento de la quimiotaxis de otras células 

(Pérez et al. 2017). Por esta razón, la compresión de procesos inflamatorios crónicos que 

conllevan a enfermedades de disfunción endotelial como la aterosclerosis involucra aspectos 

biológicos de la TEnM (Cho et al. 2018).   

 

El TGF-β es otro de los estímulos que puede inducir TEnM que conduce a la dediferenciación 

de células endoteliales a fibroblastos. En cultivos 2D de células endoteliales de arteria 

coronaria humana (HCAEC) se demostró que en éste fenómeno interviene el micro RNA 

mir-155, regulador de la ruta de señalización celular inducida por TGF-β (Wang et al. 2017). 

En lesiones ateroscleróticas de ratones se han encontrado células endoteliales y fibroblastos 

que expresan marcadores específicos de la transición TEnM. Su presencia ha sido relacionada 

con la inestabilidad de la placa aterosclerótica, debido al colágeno y metaloproteinasas 

secretados por las TEnM (Evrard et al. 2016). El fenotipo TEnM ha sido inducido en células 

endoteliales primarias y endotelio de vasos sanguíneos cultivados in vitro que han sido 

expuestos a LPS; en estos últimos, después del tratamiento se observó fibrosis endotelial que 

favorece la disfunción endotelial (Echeverría et al. 2013). Poco se conoce sobre las 

transiciones TEnM in vitro de células endoteliales cultivadas sobre soportes 

tridimensionales. Sin embargo, ya fue reportado un fenotipo TEnM -similar al de células 

musculares lisas- en células HUVEC embebidas en geles de colágeno I hidrolizado y otros 

componentes de MEC (Krenning et al. 2008). Debido a que el fenotipo TEnM se origina en 

procesos de disfunción endotelial inducidos por mediadores inflamatorios en la 

aterosclerosis, se desconoce si células HCAEC cultivadas sobre soportes de colágeno tipo I 

y estimuladas con LPS de periodontopatógenos pueden sufrir transiciones TEnM. 

 

2.10. Ventajas y Desventajas de los Cultivos 3D 

Son varias las ventajas de estudiar el comportamiento celular en modelos 3D; sin embargo, 

también hay desventajas. Estas deben ser tenidas en cuenta cuando se está definiendo que 

tipo de modelo de cultivo celular se va a usar en estudios que involucren células primarias o 
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líneas celulares. A continuación, se listan algunas ventajas y desventajas de cultivos 3D 

realizados empleando matrices de membrana basal  (Benton et al. 2009). 

 

Ventajas:  

1) Morfología celular y diferenciación más fisiológica que en cultivo 2D. 

2) Posibilidad de definir rutas reguladoras en estados de diferenciación celular 

3) Ensayos de alto rendimiento para análisis de reactivos, inhibidores, estimuladores, 

proteínas 

4) Posibilidad de desarrollar tejidos artificiales que pueden ser usados como injertos en 

animales o humanos 

Desventajas: 

1) No todos los tipos celulares responde a matrices de membranas basales 

2) Bajo comercio de matrices basales humanas y elevado costo 

3) Condiciones y concentraciones óptimas de la membrana basal en el cultivo deben ser 

estandarizadas para cada tipo celular. 

 

2.11 Planteamiento del Problema y Justificación 

La elucidación de mecanismos de patogenia aterosclerótica inducidos por microorganismos 

periodontopatógenos, se ha llevado a cabo principalmente en modelos 2D constituidos por 

monocapas celulares formadas sobre superficies de vidrio o plástico de poliestireno, 

materiales que no reflejan el sustrato natural sobre el cual las células crecen en el tejido 

vascular. La célula endotelial crece sobre una membrana basal constituida por la lámina basal 

secretada por las células endoteliales, y por la lámina reticular secretada por los fibroblastos 

localizados en la íntima del tejido vascular. Existen modelos en los que las células 

endoteliales se incluyen en geles de hidrolizados de colágeno y de proteínas de matriz 

extracelular, producidos por células del sarcoma murino Engelbreth -Holm-Swarm. A pesar 

de que estos geles permiten que las células ocupen un volumen, naturalmente las células 

endoteliales se encuentran en la interface de la matriz subendotelial y el lumen vascular en 

donde están expuestas a los fluidos sanguíneo y donde se desarrolla la aterosclerosis 

(Ichimura and Hashimoto 1984; Peters et al. 2008; Yurdagul et al. 2016). Por ésta razón, 

modelos de cultivo de células endoteliales sobre matrices o soportes tridimensionales 
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elaborados con proteínas de la membrana basal, como el colágeno I que hace parte de la 

lámina reticular, pueden reflejar mejor el entorno natural de la célula endotelial. Aunque se 

han desarrollado modelos de esta naturaleza con células endoteliales y soportes o matrices 

de colágeno I, colágeno I y fibrina (Heying et al. 2012; Alekseeva et al. 2014a), en modelos 

tridimensionales no se ha evaluado la respuesta endotelial a LPSs de periodontopatógenos. 

Teniendo en cuenta la creciente evidencia de que los resultados que se obtienen con cultivos 

de células endoteliales 2D son diferentes a los resultados obtenidos con cultivos 3D, este 

trabajo desarrolló un cultivo de HCAEC sobre soportes 3D de colágeno I en el que evaluó la 

respuesta de éstas células a LPSs aislados de microorganismos periodontopatógenos (P. 

gingivalis y A. actinomycetemcomitans). La respuesta evaluada, fue comparada con la 

observada en cultivos 2D con el fin de establecer si las diferencias reportadas para otros 

estímulos también ocurren con LPSs de periodontopatógenos. 

 

La enfermedad periodontal se asocia con la enfermedad cardiovascular; por eso, su 

tratamiento reduce marcadores de riesgo de enfermedad cardiovascular. La ocurrencia de 

bacteriemias y endotoxemias transitorias, presencia de periodontopatógenos en lesiones 

ateroscleróticas en individuos con enfermedad periodontal y de elevados niveles de 

anticuerpos contra estas bacterias, sugieren una asociación entre estas patologías. Aunque los 

modelos en animales han sugerido esta relación, en el hombre no se ha podido establecer el 

mecanismo por el cual los periodontopatógenos originan procesos de disfunción endotelial y 

aterosclerosis. 

 

El modelo más empleado en el estudio de los mecanismos de patogenia de la enfermedad 

cardiovascular relacionada con periodontopatógenos, es el cultivo 2D de células endoteliales 

sobre placas de poliestireno. Sin embargo, este enfoque experimental no incluye 

interacciones entre las células endoteliales y componentes de la matriz extracelular presentes 

en la membrana basal que las subyace in vivo. Ya se mencionó que en la membrana basal del 

tejido endotelial se encuentran tres capas: lámina lúcida, lámina densa y lámina reticular 

(Ichimura and Hashimoto 1984). Las dos primeras forman la lámina basal y están 

conformadas principalmente por lamininas, distroglicanos extracelulares, colágenos XVII y 

IV -lámina lúcida- y colágeno IV, nidógeno y proteoglicanos, entre ellos perlecan -lámina 
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densa-, moléculas que son sintetizadas por las células endoteliales. La lámina reticular 

contiene colágenos -I, III y V- y proteoglicanos, sintetizados por células mesenquimales 

como SMC y fibroblastos (Evans et al. 2010). En razón a lo expuesto, en éste trabajo se 

elaboró un soporte de colágeno I sobre el que se sembraron HCAECs para proporcionarles 

basalmente un entorno más natural que las superficies de poliestireno en las que se hacen los 

cultivos 2D. El modelo desarrollado se usó para evaluar diferencias en la expresión de 

marcadores de función endotelial e inflamación inducidos por LPS de bacterias 

periodontopatógenas. Igualmente, para comparar esta respuesta con la obtenida en cultivos 

2D de HCAEC. La novedad del proyecto radica en que, en la literatura revisada hasta el 

momento, no se ha encontrado el uso de un modelo celular in vitro 3D con soportes de 

colágeno I, fibrilar, que permita conocer la respuesta de la célula endotelial ante estímulos 

de periodontopatógenos y evaluar marcadores de función endotelial.  

 

2.12 Hipótesis  

Células endoteliales de arteria coronaria humana (HCEAC) cultivadas tridimensionalmente 

sobre soportes de colágeno I exhiben diferencias a nivel basal en la transcripción de genes y 

el perfil de factores solubles, comparado con las células cultivadas bidimensionalmente sobre 

placas de poliestireno y frente al estímulo con LPS de periodontopatógenos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo General  

 

Evaluar las diferencias en la expresión de algunos marcadores de inflamación y función 

endotelial en células endoteliales cultivadas en soportes de colágeno y en monocapa frente 

al estímulo por LPS de Porphyromonas gingivalis. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Desarrollar y caracterizar un modelo de cultivo 3D de HCAEC sobre soportes de 

colágeno I. 

 

2. Comparar la respuesta entre el modelo 3D y 2D (sin soporte) estimulado con LPS de 

periodontopatógenos en la expresión de marcadores de función endotelial, secreción 

de citoquinas, quimoquinas, y prostanoides. 

 

3. Determinar la adhesión de monocitos sobre cultivos de HCAEC en 3D y 2D 

previamente activados con LPS de periodontopatógenos. 
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4. METODOLOGÍA 

 

4.1 Elaboración de Soportes de Colágeno I 

La purificación de colágeno tipo I de origen bovino fue realizado según procedimiento 

previamente descrito por el Grupo de Trabajo de Ingeniería de Tejidos (Espinosa et al. 2010). 

Para la elaboración de los soportes se utilizó colágeno en suspensión a una concentración de 

5mg/ml, la cual ha sido empleada por el grupo para producir soportes tridimensionales 

(Suesca et al. 2017). De esta suspensión se colocaron 0,2 g en la cara apical de insertos 

transwell de 13,8 mm de diámetro (tamaño de poro de 3 µm; Thincert TM, Greinerbio-one, 

para placas de 12 pozos) y se congeló a -20°C por 24 h o a -80°C por 24 h. Luego se liofilizó 

(24 h) para obtener soportes asociados a la cara apical de los insertos. Estos fueron divididos 

y dejados sin entrecruzar o entrecruzados con glutaraldehido (0,02%, 16 h, temperatura 

ambiente). Los soportes entrecruzados fueron lavados con agua destilada para remover el 

exceso de glutaraldehido, congelados (-20oC) y vueltos a liofilizar. Al final, se obtuvieron 

seis tipos de soportes: i) liofilizados después de congelar a -20°C, no entrecruzados; ii) 

liofilizados después de congelar a -20°C, entrecruzados; iii) liofilizados después de congelar 

a -80°C no entrecruzados y iv) liofilizados después de congelar a -80°C entrecruzados v) 

soportes congelados a -20°C-liofilizados-no entrecruzados, fueron pretratados (1 h a 37°C) 

con una suspensión al 10 % de componentes de la membrana basal (Geltrex; Invitrogen, 

USA), vi) soportes congelados a -80°C-liofilizados-no entrecruzados, con geltrex al 10%. 

 

 

Los soportes de colágeno I producidos en la cara apical de los insertos, fueron observados 

con un estereoscopio (OLYMPUS) para evaluar la retracción de los soportes con respecto a 

las paredes del inserto. También, fueron analizados con microscopía electrónica de 

transmisión- SEM (MES FEI Cuanta 200, laboratorio de microscopia electrónica de la 

Universidad Nacional de Colombia). Para obtener las imágenes SEM de los soportes 

deshidratados se cortaron fragmentos de 10 mm de diámetro, los cuales fueron metalizados 
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siguiendo procedimientos descritos (Boccafoschi et al. 2005). Las imágenes obtenidas con 

SEM, se emplearon para analizar la microestructura de los soportes deshidratados. 

 

4.2 Cultivo Celular 

 

Células endoteliales de arteria coronaria humana (HCACE) (criopreservadas en pasaje 3, 

Lonza. USA) fueron sembradas en frascos de 25 cm2 (5000 células/ cm2) e incubadas (5% 

CO2, 37ºC) hasta alcanzar una confluencia del 90%, con cambio de medio cada 48 h. Se usó 

medio basal endotelial suplementado con factor de crecimiento epidermal humano (hEGF), 

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento fibroblastico beta 

humano (FGF-β), factor 1 de crecimiento similar a insulina-R3 (R3-IGF-1), hidrocortisona, 

acido ascórbico y suero fetal bovino al 5% (EGM™-2-MV BulletKit™; Lonza, USA). Con 

el fin de expandir las células, los cultivos subconfluentes fueron lavados con buffer HEPES, 

digeridos con tripsina-EDTA (5 min, temperatura ambiente), lavados con una solución 

neutralizante de tripsina (Lonza, Catálogo No. CC-5034; USA) y centrifugados. El pellet 

celular obtenido fue resuspendido en medio fresco, las células fueron visualizadas, contadas 

-con la ayuda de una tinción vital- con un miscroscopio de luz y sembradas (5000 células/ 

cm2) en frascos de 75 cm2 hasta confluencia. En todos los experimentos de este trabajo se 

utilizaron HCAEC en pase 7. 

 

La linea celular de monocitos humano THP-1 ATCC (American Type Culture Collection) 

fue sembrado en frascos T25, en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino al 10% 

y antibiótico (Lonza, USA) e incubado (5% CO2, 37ºC).  

 

4.3 Cultivos Tridimensionales (3D) de Celulas Endoteliales  

En los  seis tipos de soportes formados en la cara apical de los insertos se sembraron 2x105 

HCAEC/por inserto. Los cultivos establecidos fueron denominados dependiendo del soporte, 

de la siguiente forma: HCAEC en soportes obtenidos por congelamiento a -20ºC o a -80ºC y 

entrecruzados con glutaraldehido (3DGluCE-20 y 3DGluCE-80); HCAEC en soportes de 

colágeno obtenidos a -20ºC y -80ºC, no entrecruzados (3DCE-20 y 3DCE-80); HCAEC en 

soportes de colágeno obtenidos a -20ºC y -80ºC, no entrecruzados con Geltrex (3DGCE-20 
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y 3DGCE-80). Los cultivos fueron mantenidos con medio basal endotelial suplementado con 

factores de crecimiento, para el mantenimiento del fenotipo endotelial (EGM™-2-MV 

BulletKit™; Lonza, USA). El medio de cultivo fue remplazado cada 48 h, tanto en la cámara 

basal como en la cámara apical del inserto transwell. A los 7 días de cultivo se recolectó el 

sobrenadante a partir de ambos lados del transwell para evaluar la secreción de citoquinas 

inflamatorias. La caracterización de los diferentes cultivos fue realizado por microscopía 

como se describe a continuación.  

 

4.4 Análisis Morfológico de Celulas Endoteliales Cultivadas Sobre Soportes de Colágeno 

Células HCAEC cultivadas en los diferentes soportes durante 7 días, fueron fijadas con 

paraformaldehido (4 %) por 1 h, lavadas con PBS (buffer de sales de fosfato, pH 7,2) y 

teñidas con Hemalum de Mayer por 1 h para visualizar la adhesión celular. También se valoró 

la formación de monocapa de las HCAEC sobre los soportes de colágeno. Con tal fin, el 

conjunto soporte-inserto fue retirado del marco de poliestireno con un bisturí, embebido en 

parafina, cortado transversalmente en pequeños bloques (1 mm), y teñido con hematoxilina 

& eosina. Las observaciones se hicieron con un objetivo 20X en microscopio de luz (Axio 

imager; Zeiss, Germany). Las imágenes fueron adquiridas utilizando una cámara digital 

(Axiocam; Zeiss, Germany).  

 

Para visualizar los núcleos celulares, los cultivos fueron teñidos con DAPI (4’-6-diamidino-

2-phenylindole, Amsbio) durante 5 min a temperatura ambiente y lavados 2 veces con PBS. 

Las observaciones se hicieron al microscopio con un objetivo de 20X con filtros de 

fluorescencia para DAPI (Axio imager; Zeiss, Germany). La distribución de las HCAEC 

sobre los soportes de colágeno después de 7 días, fue visualisada con trazador fluorescente 

Vybrant TM Dil (Molecular Probes, Invitrogen) -10 μL/ mL de medio de cultivo endotelial- 

después de incubar (2 h, 37°C , 5 CO2). Luego del lavado con PBS, los cultivos fueron 

observados al microscopio con objetivo 20X y filtros de fluorescencia para Dil (Axio imager; 

Zeiss, Germany).  

 

 4.5 Viabilidad Celular de los Cultivos 3D  
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La viabilidad de los diferentes cultivos 3D fue determinada luego de 7 días, mediante un 

ensayo de proliferación celular (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation; 

Promega, USA). El cultivo fue tratado con 200 µL de la solución Celltiter por cada mililitro 

de medio de cultivo por 1 h a 37 °C. Los valores de absorbancia de las diferentes muestras 

fueron medidos a 490 nm (Infinite Pro200, TECAN). 

 

4.6 Respuesta Inflamatoria de Células Endoteliales Cultivadas Sobre Soportes de 

Colágeno 

Para determinar la secreción de factores solubles inflamatorios de células HCAEC cultivadas 

sobre los diferentes soportes de colágeno, se recolectó el sobrenadante obtenido a partir de 

ambos lados del transwell después de 7 días de cultivo en tres experimentos independientes, 

y se analizó el perfil de secreción de citoquinas. En cada muestra se evaluó la concentración 

de IL-6, IL-8, TNF-α, IL-12 p70, IL-1β, IL-10, mediante citometría de flujo utilizando el 

CBA human inflamatory cytokines kit (Catálogo No. 551811; Becton Dickinson, USA), 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. La citometría de flujo fue realizada utilizando 

el equipo BD Accuri TM C6 y los datos obtenidos fueron analizados con el software Accuri 

TM C6 (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA. USA). 

 

4.7 Proliferación de HCAEC Sobre Soportes de Colágeno 

La citocompatibilidad de los soportes de colágeno fue determinada mediante un ensayo de 

proliferación celular (CellTiter 96®; Promega). Células HCEAC (3 x104) fueron sembradas 

sobre los soportes de colágeno y cultivadas hasta por 15 días. El cultivo fue tratado con 200 

µL de la solución Celltiter por cada mililitro de medio de cultivo por 2h a 37 °C. La 

proliferación fue registrada a los 1, 3, 5, 7 y 15 días de cultivo. Los valores de absorbancia 

de los cultivos fueron medidos a 490 nm en un multilector (Infinite Pro200, TECAN). 

 

4.8 Determinación de Valores de Resistencia Eléctrica Trans-Endotelial del Cultivo 

Celular Tridimensional 

Para determinar la confluencia del cultivo endotelial sobre los soportes de colágeno, se 

midieron los valores de Resistencia Eléctrica Trans-Endotelial (TEER) posterior a las 24 h 

(1 día), 3, 5 y 7 días de haber sembrado las células HCAEC (3x104) sobre los soportes de 
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colágeno. Los valores TEER fueron determinados utilizando el equipo Millicell*ERS 

(Millipore, USA) y expresados como unidades ohm/cm2. Se realizaron tres mediciones a 

partir de tres experimentos independientes en cada uno de los tiempos evaluados. 

 

4.9 Identificación de Marcadores Endoteliales en Células HCAEC Cultivadas Sobre 

Soportes de Colágeno Por Microscopía de Fluorescencia 

Se evaluó la formación de uniones adherentes célula-célula en los cultivos 3D. Para esto, se 

fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS y se permeabilizaron con Glicina 0.2 M por 10 

minutos y Triton x-100 al 0.2 % en PBS por 10 minutos. Posteriormente, las muestras fueron 

bloqueadas con suero de cabra (4 %) y albúmina (1 %) en PBS durante 1 h, e incubadas 

(4°C, 12 h) con anticuerpos primarios anti-PECAM-1 (1:50, Santa Cruz Biotechnology), 

anti-VE-Cadherina (1 µg/mL, Abcam); anti-vWF humano (Becton Dickinson, 

Pharmingen™, USA) diluidos en solución de bloqueo. Después de la incubación, los 

cultivos fueron lavados con PBS e incubados (1 h) con los anticuerpos secundarios alexa 

fluorTM 488 goat anti-conejo-IgG o alexa fluor TM 647 goat anti-mouse-IgG1 (5 µg/mL, 

InvitroGen) en solución de bloqueo. También, se utilizó rhodamina falloidina (5:200, 

InvitroGen) en PBS al 1 % de albumina por 20 minutos y DAPI (1 gota, Abcam) para la 

visualización de filamentos de F-actina y núcleos respectivamente. Finalmente, las muestras 

fueron analizadas por microscopía de fluorescencia (Axio imager; Zeiss). 

 

4.10 Purificación de Lipopolisacáridos de Periodontopatógenos 

La cepa W83 de P. gingivalis y la cepa 29522 de Aggragtibacter actinomycetemcomitans 

fueron seleccionadas como fuente del LPS, debido a su virulencia (Shimada et al. 2008; 

Rodrigues et al. 2012). P. gingivalis fue sembrada en agar brucella (BBL Microbiology 

Systems, Cockeysville, Md.) enriquecido con sangre de cordero, hemina y menadiona 

mientras que A. actinomycetemcomitans fue sembrada en agar de infusión cerebro y corazón 

suplementado con vancomicina. Las bacterias fueron cultivadas en condiciones anaerobias 

por 3 (A.a) y 7 días (P.g), siguiendo protocolos estandarizados en el laboratorio de 

microbiología oral de la Universidad El Bosque. La purificación del LPS se realizó una vez 

se comprobó la pureza de la bacteria. Las bacterias se conservaron a -80°C hasta la 

purificación del LPS.  
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La extracción de los lipopolisacáridos se realizó con fenol acuoso a partir de bacteria 

completa y su procedimiento de purificación consistió en un tratamiento enzimático del 

extracto crudo con proteasas, RNAsas y DNAasas, seguido por diálisis de las muestras. La 

recuperación del extracto purificado de LPS se realizó mediante cromatografía de exclusión 

por tamaño, en la que las fracciones que con absorbancia de 200 nm fueron agrupadas y 

liofilizadas. Las fracciones obtenidas en la cromatografía fueron mezcladas con trietilamina 

0,2%, deoxicolato de sodio al 0,5% y fenol saturado y centrifugadas para obtener la fase 

acuosa. Con el fin de obtener mayor cantidad de fase acuosa, se realizaron dos extracciones 

más con fenol saturado (Hirschfeld M et al., 2000). A la fase acuosa se le adicionaron etanol 

(75 %) y acetato de sodio (30 mM), en concentración final, y se incubó a -20 ºC por 1 h. 

Luego se centrifugó (10000 g x 10 min a 4°C), se descartó la fase etanólica y el precipitado 

se dejó secar a temperatura ambiente durante 3 días. Finalmente se suspendió en agua USP 

y se liofilizó durante 10 h. Los extractos purificados fueron caracterizados bioquímicamente 

por electroforesis SDS-PAGE para determinar el quimiotipo del LPS purificado. Las 

especificaciones del anterior protocolo de extracción, purificación y caracterización de LPS 

de periodontopatógenos fueron publicadas durante el desarrollo de esta tesis (Gualtero 

Escobar et al. 2014).  

 

4.11 Estimulación de Cultivos 3D de Células HCAEC con LPS de Periodontopatógenos. 

Soportes de colágeno I (5mg/mL) no entrecruzados, obtenidos sobre la cara apical de 

insertos transwell de 12 mm de diámetro, 3 μm diámetro de poro (Thincert TM, Greiner Bio-

one) fueron sembrados con 2x105 HCAEC/inserto e incubados durante 7 días para obtener 

el cultivo tridimensional de células endoteliales (3DCE). El medio de cultivo fue 

reemplazado cada 48 h. Paralelamente, células endoteliales (2x105 células/pozo) fueron 

cultivadas directamente sobre placas de poliestireno (12 pozos) hasta alcanzar confluencia, 

para obtener las monocapas bidimensionales de HCAEC (cultivos bidimensionales-2DCE). 

Los cultivos 3DCE y 2DCE fueron estimulados con 1 μg/mL de LPS-P.g W83 o LPS-A.a 

por 24 h a 37 °C. La concentración del LPS y el tiempo de estímulo valorados durante este 

estudio fueron establecidos teniendo en cuenta estudios previos que evaluaron respuesta 

inflamatoria en células endoteliales humanas (L Kocgozlu et al. 2009; Gualtero et al. 2017). 

En este estudio se incluyó el LPS-A.a (Serotipo b, ATCC 29522), debido a que es un 
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reconocido periodontopatógeno asociado a periodontitis agresivas, endocarditis infecciosas 

y aterosclerosis (T. Zhang et al. 2010; Yew et al. 2014). En estos experimentos se incluyeron 

cultivos 3D y 2D no estimulados con LPSs como control. Después de la exposición a los 

LPSs, los sobrenadantes de los cultivos 3DCE y 2DCE fueron y almacenados a -80°C. En 

los cultivos 3DCE se recolectaron los medios de la cámara superior e inferior del transwell. 

Además se evaluó el efecto del LPS de periodontopatógenos sobre las interacciones célula-

célula en el cultivo tridimensional mediante la marcación de PECAM-1 para análisis de 

microscopía de fluorescencia como fue reportado en la sección 4.10.  

 

4.12 Evaluación de la Transcripción de Genes que Codifican Factores Asociados con 

Disfunción Endotelial 

Usando qRT-PCR, se cuantificaron cambios en la transcripción de genes que codifican 

factores asociados con la disfunción endotelial, cuando HCAEC cultivadas en 3DCE y 

2DCE se incuban con LPS-P.g o LPS-A.a. Se cuantificó la transcripción de los siguientes 

genes: ciclooxigenasa 2 (COX-2), sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS), sintasa de 

óxido nítrico endotelial (eNOS), Factor de Von Willebrand (vWF), IL8 y MCP-1 (tabla 3). 

El ARN proveniente de los cultivos celulares 3D y 2D expuestos o no (control) a los LPSs 

de interés, fue extraido con Trizol (InvitroGen, USA) y purificado con PureLink RNA kit 

(Life Technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante. Antes de extraer el RNA de 

los cultivos 3DCE, estos fueron digeridos (30 minutos, 37°C) con colagenasa (3 mg/ml 

medio endotelial sin suero; InvitroGen) para degradar los soportes de colágeno y liberar las 

células adheridas al soporte. Luego de la digestión enzimática, la suspensión resultante fue 

centrifugada (3000 rpm x 5 min) con el propósito de aislar las células endoteliales. Un vez 

se aisló el ARN total de HCAEC cultivadas en 3D y 2D, su calidad y cantidad fue 

determinada con un NanoQuant Plate-Tecan (Infinite pro 200, TECAN). Después, se llevó 

a cabo la amplificación y cuantificación de los ARNm transcritos por los genes en estudio.  
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Tabla 3. Secuencia de primers y genes amplificados 

Gen Secuencia Origen 

COX2 Fw 5-AGGGTTGCTGGTGGTAGGAA-3 (Tan et al. 2007) 

 
COX2 Rv 5-GGTCAATGGAAGCCTGTGATACT-3 

iNOS Fw 5-ACCAGTACGTTTGGCAATGGAGA-3 (Hama et al. 2008)  

 
iNOS Rv 5-GAACCGAGGGTACATGCTGGA-3 

eNOS Fw 5-AGCTGTGCTGGCATACAGGA-3  (Prasad and Krishnan 2008) 

 
eNOS Rv 5-ATGGTAACATCGCCGCAGAC-3 

vWF Fw 5-CACCATTCAGCTAAGAGGAGG-3  (Prasad Chennazhy and 

Krishnan 2005) 

 
vWF Rv 5 -GCCCTGGCAGTAGTGGATA-3 

IL8 Fw 5-TGTGAAGGTGCAGTTTTGCCAAGG-3 (Diseñados, primer 3) 

IL8 Rv 5- GTTGGCGCAGTGTGGTCCACTC- 3 

MCP-1 Fw 5-GAAAGTCTCTGCCGCCCTT-3 (Diseñado, primer 3) 

MCP-1 Rv 5-TTGATTGCATCTGGCTGAGCG-3 

GAPDH Fw 5- GGT GGT CTC CTC TGA CTT CAA CA-3 (Diseñados, Grupo de 

Virología, UEB) 
GAPDH Rv 5- GTT GCT GTA GCC AAA TTC GTT GT-3 

 

 

La amplificación se hizo en un solo paso usando una mezcla de reacción que contenía buffer, 

dNTPs, enzimas -retrotranscriptasa y Taq DNA polimerasa (qScript 1-Step SYBR Green 

qRT-PCR kit; Quantabio, USA)-, cyber green y MgCl2. El protocolo de amplificación 

utilizado en el equipo C1000TM (CFX96 TM Real Time System. BIO-RAD. USA), fue el 

siguiente: un ciclo a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 3 seg y 60°C por 30; 
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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 análisis se colocaron 10 ng/uL de ARN en 15 μL de la 

mezcla de reacción descrita anteriormente. La expresión de cada gen fue normalizada por el 

nivel de expresión del gen constitutivo GAPDH dentro de cada tratamiento. La expresión 

relativa del gen de interés en cada tratamiento fue calculada con respecto al control, sin 

estímulo, usando el método ΔΔCq utilizando el software Bio-Rad CFX manager 3.1. Los 

primers empleados son presentados en la Tabla 3; los primers de unión a regiones inter-

exonicas de los genes de IL-8 y MCP-1, fueron diseñados utilizando el programa NCBI/ 

primer BLAST. Las secuencias de los primer relacionados con función endotelial fueron 

tomados de estudios previos reportados en la literatura. Cada tratamiento fue evaluado tres 

veces de manera independiente y las cuantificaciones reportadas en este documento, 

corresponden al promedio de los tres valores medidos en cada experimento. 

 

4.13 Cuantificación de Factores Solubles en Cultivos 3DCE, 2DCE y Estimulados con 

LPS de Periodontopatógenos 

Muestras de sobrenadantes de cultivos 2DCE y 3DCE, estimulados o no con LPS, fueron 

almacenadas (-80°C) y enviadas para análisis de cuantificación de proteínas inflamatorias a 

Raybiotech (USA). El análisis fue llevado a cabo con el sistema Quantibody Human 

inflamation Array -3 (QAH-INF-3, RayBiotech, USA), que inmunodetecta y cuantifica 40 

citoquinas. Cada muestra fue analizada por cuadruplicado, usando una curva de calibración 

elaborada con estándares de concentración conocida.  

 

4. 14 Ensayo de Adhesión de Monocitos THP-1 a Células HCAEC  

Con el fin de establecer si en los cultivos 3D y 2D de HCAEC expuestos a LPS-P.g o LPS-

A.a. aumenta la adhesión de monocitos con respecto a los cultivos control, se realizó un 

ensayo de adhesión célula endotelial-monocito siguiendo procedimientos descritos 

(Hashizume et al. 2011). Los cultivos 2D se establecieron sembrando 2x104 HCAEC /pozo, 

en cajas 96 pozos. Los cultivos 3D se establecieron sembrando 2x104 HCAEC en soportes 

localizados sobre la superficie de los pozos de cajas de 96 pozos, que fueron preparados 

siguiendo el procedimiento previamente descrito para su elaboración en insertos transwell. 

Los dos tipos de cultivos fueron incubados (5% CO2, 37ºC) hasta alcanzar confluencia (7 
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días), cambiando el medio cada 48 h. Luego, fueron estimulados por 24 horas con 1 µg/ml 

de LPS-P.g W83 o LPS-A.a; cultivos 2D y 3D de HCAEC no estimulados con LPS fueron 

usados como control. Luego del estímulo los pozos fueron lavados con medio de cultivo 

endotelial y los cultivos incubados (1h) con monocitos THP-1 (2x105 células/pozo, ATCC® 

TIB-202™), previamente marcados con calceina AM (10 µM, InvitroGen). Después de la 

incubación, se realizaron 3 lavados con PBS en un lavador de placa con agitación media 

(Thermo Scientific). La adhesión de monocitos a las HCAEC fue medida en unidades de 

fluorescencia (excitación 485 nm/emisión 535 nm; TECAN, Infinite 200 PRO).  

 

4. 15 Cuantificación de TXA2 y PGI2 Mediante Prueba ELISA 

La actividad anti- y protombótica inducida por la exposición de cultivos 3D y 2D de células 

HCAEC a LPS-P.g o LPS-A.a. fue evaluada midiendo la secreción de tromboxano A2 

(TXA2) - una molécula mediadora de la activación-agregación de plaquetas- y de 

prostanglandina I2 (PGI2) -una molécula inhibidora de adhesión de leucocitos y plaquetas- 

en sobrenadantes de cultivos 3DCE y 2DCE estimulados por 24 h con 1 µg/mL LPS-P.g o 

LPS-A.a. Para esto, se usó un kit de ELISA competitiva (Cayman Chemical, USA), que 

cuantifica 6-keto prostaglandin F1α y TXB2, metabolitos estables de PGI2 y de TXA2. Los 

procedimientos y análisis de datos fueron realizados siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Los sobrenadantes utilizados fueron obtenidos en tres experimentos diferentes. 

Las mediciones con el kit se realizaron por duplicado. 

 

4. 16 Análisis Estadístico 

Se organizaron los datos que provenían de dos grupos (2DCE y 3DCE) expuestos a tres 

diferentes tratamientos (control, LPS-P.g, LPS-A.a). Cada tratamiento fue realizado al 

menos tres veces de manera independiente para los diferentes ensayos. La expresión de las 

diferentes variables fue reportada de manera cuantitativa en pico gramo por mililitro 

(pg/mL) para los factores solubles, o de manera relativa para la expresión de genes; y 

graficados como media ± ESM (Error estándar de la media).  

 

Se realizó un análisis de componentes principales (PCA) para investigar las relaciones entre 

las citoquinas secretadas en los diferentes tratamientos y los dos modelos de cultivo celular. 
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La matriz de datos original incluyó los dos grupos (2DCE y 3DCE) y las concentraciones 

de las 40 citoquinas valoradas para cada tratamiento (Control, LPS-P.g, LPS-A.a). Para este 

análisis, los datos de cada variable (concentración de citoquina) fueron normalizados 

teniendo en cuenta el límite de detección y el valor máximo obtenido para dicha variable 

durante el ensayo de arreglos de citoquinas. Los valores normalizados estuvieron en el rango 

de 0 a 1. El análisis fue realizado utilizando el módulo de Python para aprendizaje de 

máquina Scilit-learn (Pedregosa et al. 2011).  

 

 Para establecer diferencias en la expresión de las variables entre los tratamientos dentro de 

cada grupo, o establecer diferencias en la expresión de una variable para un mismo 

tratamiento entre los dos grupos, los datos que siguieron una distribución normal fueron 

analizados por ANOVA con Post hoc de Bonferroni. A los datos que no siguieron 

distribución normal, se les hizo un análisis no paramétrico de Kruskal-Wallis con el test 

Mann- Whitney. Las diferencias fueron consideradas significativas con un valor p<0.05.  
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5.  RESULTADOS 

5.1.1 Características Macro y Microscópicas de Soportes de Colágeno I en Insertos 

Transwell 

Imágenes representativas de los soportes de colágeno que fueron elaborados sobre insertos 

transwell mediante siguiendo los procesos descritos en la metodología son presentadas en la 

Figura 4. Diferentes vistas de los insertos permiten observar el soporte colágeno formado, 

el cual al contraerse se separa de las paredes del inserto (Figura 4A). Al colocar los insertos 

con los soportes en las cajas de 12 pozos, se evidencian la cámara superior donde se encuentra 

el soporte de colágeno (Figura 4B) y la cámara inferior en donde se coloca el medio de 

cultivo (Figura 4C).  

 

 

Figura 4. Diseño de soportes de colágeno I elaborados sobre Insertos Transwell. Una suspensión de 0,2 g 

colágeno I [5m/mL] fue depositada sobre insertos transwell de 13,8 mm de diámetro, con poros de 3 μm, 

congelada y liofilizada. A) Soportes 3D en insertos Transwell; B) Vista superior, C) Sistema soporte-Insertos 

transwell en pozo de placa de cultivo celular. 

 

En los primeros experimentos realizados en este trabajo, se hicieron soportes congelando la 

dispersión de colágeno I a dos temperaturas: -20 °C y -80 °C. La Figura 5 muestra la 

apariencia macroscópica de los soportes de colágeno I visualizada con un estereoscopio. En 

las imágenes de los soportes obtenidos después de congelar a -20 °C se observa que éstos se 

contraen (Figura 5A); igualmente, que presentan una aparente organización esponjosa de las 

fibras (Figura 5B). En las imágenes de los soportes obtenidos después de congelar a -80°C, 

también es evidente la contracción que estos sufren después de ser liofilizados (Figura 5C). 
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Llama la atención que aparentemente las fibras se organizan con un patrón diferente al 

observado en los soportes que se obtuvieron congelando a -20°C (Figura 5D).   

 

 

Figura 5. Imágenes estereoscópicas de soportes de colágeno I  elaborados a -20°C  (A, B) y a -80°C (C, D). 
Las flechas indican la separación del soporte de las paredes del inserto Transwell. 

 

Los soportes elaborados en la cara apical de los insertos fueron analizados con SEM (Figura 

6). En las micrografías de la superficie de los soportes obtenidos después de congelar -20°C, 

se observa la presencia de poros y ondulaciones irregulares (Figura 6A). El corte transversal 

de estos soportes hace más evidente la estructura porosa de los mismos (Figura 6B). Las 

micrografías de la superficie de los soportes elaborados a -80 ° C, muestran una superficie 

aparentemente menos porosa y ondulada que la de los soportes elaborados a -20°C (Figura 

6C). La imagen correspondiente al corte transversal revela una estructura del soporte lamelar 

traviculada (Figura 6D). 
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Figura 6. Microscopía electrónica de transmisión de soportes de colágeno I (5 mg/mL) no entrecruzados. 

Las muestras fueron congeladas a -20°C  (A y B), a -80°C (C y D) y se sometieron a liofilización. Las barras 

en las imágenes corresponden a una escala de 2 mm o 500 μm. Las flechas incluidas señalan poros. 

 

5.1.2 Caracterización de Cultivos Endoteliales Tridimensionales  

Como se describió en la metodología, inicialmente se elaboraron seis tipos de soportes. Su 

capacidad de soportar el crecimiento de células HCAEC, fue evaluada obteniendo seis tipos 

de cultivos 3D. La Figura 7 contiene imágenes representativas de cada uno de los cultivos 

3D incluidas en éste estudio, después de 7 días de incubación y luego de ser teñidas con 

Hemalum de Mayer. En todos los soportes se observa la presencia de HCAEC. En los 

soportes obtenidos después de congelar a las dos temperaturas y entrecruzar con 

glutaraldehido (3DGluCE), aparentemente la densidad celular fue menor y las células no 

formaron monocapa. En estos, las HCAEC se observan organizadas en grupos pequeños que 
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se distribuyen en todo el campo. Por otro lado, las células cultivadas en los soportes no 

entrecruzados (3DCE) o en los soportes tratados con geltrex (3DGCE) parecen tener mayor 

celularidad y formar una monocapa celular confluente sobre el soporte.   

 

 

Figura 7. Microscopia de luz de cultivos 3D de células endoteliales de arteria coronaria humana. Después 

de incubar durante 7 días, los cultivos fueron teñidos con Hemalum de Mayer y observados al microscopio de 

luz. Las imágenes corresponden a una vista apical de los soportes 

 

 

Los cultivos también fueron teñidos con DAPI, con el fin de evidenciar células nucleadas 

(Figura 8). En los cultivos hechos sobre los soportes entrecruzados con glutaraldehido, se 

observó un número menor de HCAEC nucleadas que en los cultivos hechos sobre los 

soportes no entrecruzados o en los soportes modificados con Geltrex. Corroborando las 

observaciones realizadas con el microscopio de luz. 
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Figura 8. Microscopía de fluorescencia de cultivos 3D de células HCAEC. Después de incubar durante 7 días, 

los cultivos de HCAEC fueron fijados y teñidos con DAPI. La barra en las imágenes corresponde a una escala 

de 50 μm. 

 

5.1.3 Evaluación de la viabilidad celular en los cultivos 3D 

Los datos de viabilidad de células HCAEC cultivadas durante 7 días sobre los diferentes tipos 

de soportes se muestran en la Figura 9. A pesar de que no hubo diferencias significativas en 

la viabilidad celular, los cultivos 3DCE-20 y 3DCE-80 mostraron tendencia a tener mayor 

viabilidad que los otros cultivos (3DGCE-20, 3DGCE-80, 3DGluCE-20 y 3DGluCE-80).   

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Viabilidad de las HCAEC en los cultivos 3D.  Siglas: 3DCE-80 (HCAEC sembradas en soportes no 

entrecruzados y elaborados con colágeno congelado a -80ºC); 3DCE-20 (HCAEC sembradas en soportes no 

entrecruzados y elaborados con colágeno congelado a -20ºC); 3DGCE-80 (HCAEC sembradas en soportes 

tratados con Geltrex y elaborados con colágeno congelado a -80ºC); 3DGCE-20 (HCAEC sembradas en 

soportes tratados con Geltrex y elaborados con colágeno congelado a -20ºC); 3DGluCE-80 (HCAEC sembradas 

en soportes elaborados con colágeno congelado a -80ºC y entrecruzados con glutaraldehído); 3DGluCE-20 
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(HCAEC sembradas en soportes elaborados con colágeno congelado a -20ºC y entrecruzados con 

glutaraldehído). La gráfica representa la media y el error estándar de mediciones realizadas por triplicado. 

 

5.1.4 Evaluación de la secreción basal de citoquinas pro-inflamatoria en los cultivos 3D  

El efecto de los soportes en la expresión basal de 6 citoquinas pro-inflamatorias fue 

determinado, cuantificando la concentración de estas proteínas en los medios provenientes 

de los cultivos 3D después de 7 días de incubación (Figura 10). En todos los medios se 

detectaron y cuantificaron IL-6 e IL-8; sin embargo, en ninguno de ellos se detectó la 

secreción de TNF-α, IL-12 p70, IL-1β, IL-10.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Concentración basal de citoquinas pro-inflamatorias en los cultivos 3D. (A) Interleuquina 6; (B) 

Interleuquina 8.   La gráfica representa la media y la desviación estándar de mediciones realizadas por triplicado. 
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La menor concentración de IL-6 fue observada en los cultivos 3DCE-80 y 3DGCE-80 (53,5 

pg/mL y 67,36 pg/mL, respectivamente) (Figura 10A). La menor concentración de IL-8 fue 

encontrada los cultivos 3DCE-80 y 3DGCE-80 (692 pg/mL y 1078 pg/mL, respectivamente) 

(Figura 10B). En los cultivos hechos con los soportes entrecruzados con glutaraldehído 

(3DGluCE-20 y 3DGluCE-80), se encontraron las mayores concentraciones basales de IL-6 

e IL-8. Debido a que el propósito de desarrollar cultivos 3D de células endoteliales, era 

obtener un modelo para estudiar marcadores inflamatorios inducidos por LPS de 

periodontopatógenos más cercano a las condiciones in vivo, los niveles basales de IL-6 e IL-

8 encontrados sirvieron para reducir los seis tipos de cultivos 3D iniciales a dos. Se 

escogieron los cultivos 3DCE-80 y 3DGCE-80 por inducir la expresión de los niveles basales 

más bajos de estas dos citoquinas, para continuar con las evaluaciones propuestas en este 

trabajo. 

 

5.1.5. Análisis histológico de cultivos de células HCAEC sembradas en soportes no 

entrecruzados de colágeno I y Geltrex obtenidos después de congelar a -80ºC. 

Lo primero que se quiso evaluar en los cultivos escogidos, fue la formación de mococapa 

endotelial. Para esto, se hicieron tinciones histoquímicas de cortes transversales de cultivos 

incubados durante 7 días (Figura 11). Las HCAEC crecieron en los dos soportes; sin 

embargo, en el cultivo 3DCEG-80 se observan varias capas de células (Figura 11A) mientras 

que en el cultivo 3DCE-80, se formó una delgada monocapa sobre la cara apical del soporte 

de colágeno (Figura 11B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Análisis histoquímico de los cultivos 3D. La figura muestra imágenes de cortes transversales de los 

cultivos (A) 3DGCE-80 y (B) 3DCE-80, después de 7 días de cultivo. Las flechas señalan las células HCAEC 

cultivadas en la cara apical de los soportes. La escala se incluye en la figura. 
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5.1.6. Microscopía de fluorescencia de HCAEC cultivadas en 3D  

La tinción lipofílica Dil (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine 

Perchlorate ('DiI'; DiIC18(3)) es usada con el fin de marcar por periodos prolongados a las 

células. En este trabajo se utilizó para evaluar la distribución de las células sembradas en la 

cara apical de los soportes. La Figura 12B muestra una imagen representativa de los cultivos 

3DCE-80, en la que se observa su distribución sobre la toda superficie del soporte. La Figura 

12A muestra una imagen representativa de los cultivos 3DCEG-80, en la que también se 

observan  células distribuidas en todo el soporte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análisis con microscopia de fluorescencia de la distribución celular en la superficie apical de los 

cultivos 3D. Células HCAEC fueron cultivadas durante 7 días y marcadas con el trazador fluorescente Dil como 

se describió en metodología. (A) Cultivos 3DCE-80; (B) Cultivos 3DCEG-80. La escala se incluye en la figura. 

 
 

Para confirmar la presencia de interacciones célula-célula en los cultivos 3D, estos fueron 

marcados con anticuerpos para la identificación membranal de VE-Cadherina y PECAM-1. 

También, fueron teñidos con rodamina para la observación de los filamentos de F-actina del 

citoesqueleto y con DAPI, para la marcación de núcleos. La Figura 13 muestra imágenes 

representativas de los cultivos 3DGCE obtenidas con microscopía fluorescente. Claramente 

se pueden observar los núcleos de las HCAEC (Figura 13A) y las moléculas de PECAM-1 

en la membrana celular (Figure 13B). Con la fusión de las imágenes descritas se 

colocalizaron los núcleos y moléculas de PECAM-1, evidenciándose la formación de una 

monocapa de HCAEC sobre el soporte (Figura 13C). La colocalización de PECAM-1 y los 

filamentos de F-actina (Figura 13D), confirmó la formación de uniones entre las células. En 
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este modelo no fue posible localizar celularmente a la VE-cadherina, debido tal vez a 

problemas asociados con la distribución del anticuerpo en el soporte modificado con Geltrex. 

 

 

Figura 13. Observaciones con microscopía de fluorescencia de la superficie apical del cultivo 3DGCE. (A) 

Células teñidas con DAPI para visualización de los núcleos; (B) Células inmunoteñidas para detectar PECAM-

1 en membrana celular; (C) Colocalización de núcleos teñidos con DAPI y PECAM-1 en membrana celular; 

(D) Colocalización de PECAM-1 y filamentos de F-actina, detectados con rodamina falloidine. Escala: la barra 

representa una escala de 50 µm en todas las imágenes. DAPI (azul), anti-PECAM-1 (rojo), F-actina-rodamina 

falloidine (amarillo). 

 

En la Figura 14 se observan imágenes representativas de los cultivos 3DCE. Al igual que en 

el modelo 3DGCE, las uniones entre las HCAEC se evidenciaron con la marcación de 

PECAM-1 (Figura 14A) y los filamentos de F-actina del citoesqueleto (Figura 14B). Al 

fusionar estas imágenes y colocalizar a PECAM-1 y F-actina en las células, fue evidente la 

formación de una monocapa confluente (Figura 14C). La marcación de VE-caderina -

proteína que interviene en la formación de uniones estrechas- confirmó la formación de una 

monocapa confluente de HCAECs en estos cultivos (Figura 14D). 
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Figura 14. Observaciones con microscopía de fluorescencia de la superficie apical del cultivo 3DCE. (A) 

Células inmunoteñidas para detectar PECAM-1 en membrana celular; (B) Filamentos de F-actina; (C) 

Colocalización de PECAM-1 y filamentos de F-actina en membrana celular; (D) Colocalización de VE-caderina 

y núcleos. La barra representa una escala de 50 µm o 100 µm en las imágenes.  

 

Uno de los intereses de éste trabajo fue comparar los resultados obtenidos con los cultivos 

3D y 2D, por eso se tiñeron cultivos 2D de HCAECs sembradas en cajas de cultivo, sobre 

superficies de poliestireno (Figura 15). Se muestran  imágenes fluorescentes de un cultivo 

2D de HCAECs inmunoteñido con anticuerpo anti VE-caderina y con DAPI (Figura 15A), 

rodamina (Figura 15B) y una imagen sobrepuesta de los tres marcadores en donde se 

identifican VE-caderina, citoesqueleto y núcleo (Figura 15C). Al igual que en los cultivos 

3D, los cultivos 2D formaron una monocapa confluente de células endoteliales sobre la 

superficie de los platos de cultivo.   
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Figura 15. Observaciones con microscopía de fluoresencia del cultivo 2D. (A) HCAEC marcadas con 

anticuerpo monoclonal anti-VE-cadherina -verde- y DAPI -azul; (B) HCAEC marcadas con rodamina (rojo) 

para visualizar filamentos de F-actina; (C) Sobreposición de imágenes para visualizar VE-cadherina,  

citoesqueleto y núcleo. Escala: la barra representa una escala de 20 µm en todas las imágenes. 

 

Debido al papel que tiene el factor Von Willebrand (vWF) en la homeostasis del tejido 

vascular, su identificación en los cultivos 3D fue considerada de interés. En la Figura 16 se 

presentan imágenes de microscopia de fluorescencia del cultivo 3DCE. Se observa la 

inmudetección de vWF en las células HCAEC (Figura 16B), cerca de los núcleos celulares 

(Figura 16C). Desafortunadamente, en los cultivos 3DGCE no se pudo detectar vWF, 

probablemente porque el anticuerpo no ingresó a las células debido a que el Geltrex presente 

promovió su agregación en los soportes. 

 

Figura 16. Inmunodetección del factor Von Willebrand (vWF) en la superficie apical del cultivo 3DCE. (A) 

Red de filamentos de F-actina; B) Localización de vWF; C) Localización de vWF, filamentos de F-actina y 

núcleos. La barra en las imágenes corresponde a una escala de 20 µm. Rodamina (amarillo), anti-vWF (rojo), 

DAPI (azul).    
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5.1.7. Efecto del LPS de Periodontopatógenos en las Interacciones Célula-Célula en el 

Cultivo 3DCE  

Las adhesiones célula-célula mantienen la integridad de la barrera endotelial favoreciendo su 

función. En este trabajo se quiso evaluar microscópicamente su alteración después de 

exponer los cultivos 3DCE a LPS-P.g y LPS-A.a (Figura 17). Una imagen fluorescente de 

un cultivo confluente antes de exponerse a los LPSs es presentada en la Figura 17A. Con el 

fin de interrumpir estas interacciones, se hizo un tratamiento con EDTA para quelar el calcio 

necesario para mantener la estructura de las proteínas de adhesión (Kim et al. 2011) (Figura 

17B). La exposición del cultivo 3DCE a LPS-A.a indujo disminución de las interacciones 

célula-célula y de la confluencia del cultivo (Figura 17C). Se observó el mismo fenómeno 

en cultivos 3DCE tratados con LPS-P.g (Figura 17D).   

 

Figura 17. Imágenes Fluorescentes del cultivo 3DCE tratado con LPS de periodontopatógenos. HCAEC 

fueron cultivadas (18 x103 células/mm2) por 7 días sobre soportes de colágeno no entrecruzado (A), 

posteriormente fueron tratadas con 2 mM de EDTA por 2 h  (B), o expuestas por 24 h con 1 µg/mL de  LPS-

A.a (C) o LPS-P.g (D). Los cultivos celulares fueron fijados, permeabilizados y marcados con DAPI (azul), 

Anti-PECAM-1 (rojo),  Rodamina falloidine (amarillo); para la detección de núcleos, membrana celular y 

filamentos de F- actina por microscopia de fluorescencia, respectivamente. 
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 5.1.8. Resistencia transepitelial de los cultivos 3D 

Una vez evidenciada la formación de uniones entre las células endoteliales cultivadas, se 

midió la resistencia eléctrica trans-endotelial (TEER) para evaluar la integridad de la barrera 

endotelial. Las mediciones de los valores TEER de los cultivos 3DCE, 3DGCE se hicieron 

después del tercer día de cultivo durante 7 días. Como control negativo se incluyeron soportes 

sin células, preparados sobre la cara apical de los insertos (3D); como control positivo, 

monocapas endoteliales confluentes cultivadas sobre la superficie apical de la membrana de 

poliestireno que hace parte de los insertos transwell (CE-Tw) (Figura 18). En todos los casos, 

los valores de TEER se mantuvieron constantes durante el tiempo del análisis. Estos valores 

fueron mayores en el control positivo que en los cultivos 3DCE y 3DGCE. A su vez, los 

valores de TEER de los cultivos 3D fueron mayores que los obtenidos con el control negativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Resistencia Eléctrica Trans-Endotelial (TEER). HCAEC sembradas en las membranas de 

poliestireno de los insertos transwell: (CE-Tw); Cultivos 3DCE; Cultivos 3DGCE; soportes acelulares y no 

entrecruzados de colágeno preparados sobre insertos transwell: (3D). Al menos tres mediciones por inserto 

fueron registradas y el promedio de los valores TEER de tres replicas fueron graficados para cada uno de los 

tiempos. 
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5.1.8 Evaluación de la proliferación celular. 

Durante 15 días se evaluó la proliferación celular en los cultivos 3DCE y 3DGCE. Los 

resultados indican que la tasa de proliferación de las células en los cultivos 3DCE fue mayor 

que en los cultivos 3DGCE durante la primera semana; igualmente, que fue la misma durante 

la segunda semana (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19. Curva de proliferación de células HCAEC sembradas en soportes de colágeno I.   Cultivos 3DCE 

(     ); Cultivos 3DGCE (     ). Cada valor representa la media y la desviación estándar de un experimento llevado 

a cabo por triplicado (n=3). 

 

 

Teniendo en cuenta los resultados de microscopía de fluorescencia y evaluación de la 

proliferación celular, se decidió utilizar el cultivo 3DCE para estudiar la respuesta de las 

HCAECs a la presencia de lipopolisacáridos aislados de microorganismos 

periodontopatógenos. 

 

5.2 Caracterización de LPSs Purificados de Periodontopatógenos 

Los LPSs fueron extraídos, purificados y re-purificados de las cepas P. gingivalis W83 y A. 

actinomycetemcomitans 29522. La Figura 20 presenta el análisis electroforético de LPSs de 

P. gingivales W83 y otras bacteria Gram negativas, usadas para comparar y determinar el 

quimiotipo del LPS de P. gingivalis W83. En el carril 1 se observa el patrón de peso (66-21 

KDa), en los carriles 2 y 3 el perfil electroforético de LPSs comerciales de Escherichia coli 
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y Salmonella tiphymurium, caracterizados por presentar diferentes bandas en el 

electroferograma y clasificados como lisos porque poseen las 3 regiones características del 

LPS (antígeno A, núcleo y lípido A). En el carril 4 se observa el perfil de LPS de Rhodobacter 

sphaeroides; se aprecia una banda de bajo peso molecular característica de los 

electroferogramas de los LPSs de tipo rugoso, los cuales están constituidos por lípido A y 

núcleo. En el carril 5 se presenta el perfil de bandas del LPS aislado de P. gingivalis W83. Se 

observan bandas de mediano y bajo peso molecular, con un patrón característico de los LPSs 

semirugosos caracterizados por poseer una región incompleta del antígeno O (Figura 20A). 

El barrido espectrofotométrico mostró la formación de un único pico de absorción cercano a 

200 nm característico de los LPSs; el cual, indica la ausencia de contaminantes nucleicos y 

proteínas (Figura 20B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Caracterización de LPS aislado de P. gingivalis W83. (A) Perfil electroforético de LPSs. Carriles: 

(1) Marcador de peso molecular LMW; (2) LPS de E. coli; (3) LPS de S. typhimurium, 4) LPS R. sphaeroides, 

5) LPS P. gingivalis W83. (B) Barrido espectrofotométrico del extracto re-purificado de LPS P.gingivalis W83. 

 

La caracterización del LPS aislado y purificado de A. actinomycetemcomitans (Figura 21), 

evidencia la presencia de bandas de mediano y bajo peso molecular características de los LPS 

de tipo semirugoso (Figura 21A). El barrido espectrofotométrico mostró la formación de un 
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único pico de absorción cercano a 200 nm, libre de contaminantes nucleicos y proteínas 

(Figura 21B).  

 

 

Figura 21. Caracterización de LPS aislado de A. actinomycetemcomitans 29522. (A) Perfil electroforético de 

LPSs. Carriles: (1) Marcador de peso molecular LMW; (2) LPS de E. coli; (3) LPS de S. typhimurium, 4) LPS 

R. sphaeroides, 5) LPS A. actinomycetemcomitans. (B) Barrido espectrofotométrico del extracto re-purificado 

de LPS P. gingivalis W83. 

 

Los datos presentados confirman el aislamiento, purificación y caracterización de los LPSs 

de P. gingivalis W83 (LPS-P.g) y A. actinomycetemcomitans 29522 (LPS-A.a). Estas 

moléculas fueron utilizados en los experimentos realizados para evaluar la respuesta de los 

cultivos de HCAEC tridimensionales (3DCE) y bidimensionales (2DCE) a la presencia de 

LPS de periodontopatógenos, que se describen a continuación. 

 

5.3 Inducción de la Transcripción de Genes de Quimoquinas por LPS de 

Periodontopatógenos 

La interleuquina 8 (IL-8) y la proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1) son citoquinas 

quimioatrayentes, que in vitro e in vivo han sido inducidas por periodontopatógenos y/o sus 

factores de virulencia (Kobayashi-Sakamoto et al. 2003; Hashizume et al. 2011; Rodrigues 

et al. 2012). Por ésta razón, fueron cuantificados relativamente en cultivos 3DCE y 2DCE 

expuestos y no expuestos (control) a LPS-P.g y LPS-A.a. La Figura 22 muestra que hubo 

diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de transcripción de los genes evaluados en 
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los dos cultivos evaluados. En los cultivos 2DCE expuestos a LPS-A.a, la transcripción del 

gen MCP-1 fue 5 veces mayor que en sus controles; mientras que en los cultivos 3DCE, la 

expresión fue tres veces mayor que la observada en sus controles (Figura 22A). La presencia 

de LPS-A.a resultó en aumento de la transcripción en los dos tipos de cultivos con respecto 

a sus controles; sin embargo, se observaron diferencias en la intensidad de ésta respuesta. La 

transcripción del gen que codifica para IL-8 aumentó 15 veces en los cultivos 2DCE con 

respecto a sus controles y 12 veces en los 3DCE con respecto a sus controles (Figura 22B). 

Por el contrario, el tratamiento con LPS-P.g no afectó la expresión de los genes evaluados en 

ninguno de los dos tipos de cultivo. No se observaron diferencias entre los modelos 2DCE y 

3DCE luego del estímulo con LPS. 

 

 
Figura 22. Evaluación por RT-qPCR de la transcripción de los genes MCP-1 e IL-8. Cultivos 2DCE y 3DCE 

fueron estimuladas con 1 µg/ mL LPS de periodontopatógenos por 24 h. (A) Transcripción relativa del gen 

MCP-1; (B) Transcripción relativa del gen IL-8. Gen constitutivo: GAPDH. Los datos son presentados como 

la media +/- ESM. El asterisco (*) representa diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) entre el 

tratamiento y su control. 

 

5.4 Inducción de la Transcripción de Genes de Proteínas que Participan de la Función 

Endotelial por LPS de Periodontopatógenos 

Las proteínas COX, eNOS e iNOS cumplen un papel importante en la regulación de la 

síntesis de prostaglandinas y óxido nítrico; el factor von Willebran (vWF), es una 

glicoproteína reguladora clave del proceso de la coagulación. Todos ellos son modulados 

cuando hay daño endotelial, por eso, frecuentemente son evaluados en estudios in vitro e in 

vivo de disfunción endotelial. Por lo anterior, este trabajo evaluó y comparó la transcripción 
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relativa de los genes que codifican para COX-2, eNOS y vWF en cultivos 3DCE y 2DCE 

expuestos y no expuestos (control) a LPS-P.g y LPS-A.a (Figura 23). 

 

En los cultivos 2DCE expuestos a LPS-A.a la trascripción del gen COX-2 aumentó 

significativamente (p< 0.05) con respecto a los cultivos expuestos a LPS-P.g y control; sin 

embargo, entre los cultivos expuestos a LPS-P.g y control no se observaron diferencias 

significativas (Figura 23A). En los cultivos 3DCE expuestos a LPS-A.a y LPS-P.g la 

transcripción del gen COX-2 disminuyó significativamente (p<0.05) con respecto al control 

y no hubo diferencias significativas entre los cultivos expuestos a los dos lipopolisacáridos 

(Figura 23B).  

 

La transcripción relativa del gen eNOS en los cultivos 2DCE, aumentó en presencia de LPS-

P.g con respecto al control; sin embargo, disminuyó por el tratamiento con LPS-A.a (Figura 

23C). En los cultivos 3DCE tratados con los dos tipos de LPS la transcripción relativa de 

este gen disminuyó significativamente (p<0.05) con respecto al control, pero no hubo 

diferencias significativas entre los dos tratamientos (Figura 23D). Por dificultades en su 

amplificación, no se pudo cuantificar la transcripción del gen iNOS. 

 

No se observaron diferencias significativas en la transcripción relativa del gen vWF en los 

cultivos 2DCE, tratados con los dos tipos de LPS y control (Figura 23E). Contrariamente, 

en los cultivos 3DCE se presentaron diferencias significativas (p<0.05), en los cultivos 

tratados con los dos LPSs y el control, ya que la transcripción disminuyó. Sin embargo, no 

hubo diferencias significativas en la transcripción relativa entre los dos tratamientos (Figura 

23F). Al realizar la comparación en la transcripción de los genes (COX-2, eNOS, vWF) para 

un mismo tratamiento entre los modelos 2DCE y 3DCE no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas. 

 



 73 

 

 
 

 

 

Figura 23. Evaluación por RT-qPCR de la transcripción de los genes COX2, eNOS y vWF. Cultivos 2DCE 

y 3DCE fueron estimuladas por 24 h con 1 µg/mL de LPS-P.g o LPS-A.a. Cultivos no expuestas a LPS fueron 

usados como control. Cada tratamiento fue realizado en tres experimentos independientes. (A) Expresión 

relativa del gen COX-2 en 2DCE; (B) Expresión relativa del gen COX-2 en 3DCE; (C) Expresión relativa del 

gen eNOS en 2DCE; (D) Expresión relativa del gen eNOS en 3DCE; (F) Expresión relativa del gen vWF en 

2DCE; (F) Expresión relativa del gen vWF en 3DCE. Gen constitutivo: GAPDH. El asterisco (*) representa las 

diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) entre los tratamientos. 

 

5.5. Perfil de Secreción de Citoquinas en los Modelos 2DCE y 3DCE y Análisis de 

Componentes Principales (APC)  

 

Empleando un arreglo de anticuerpos, se evaluaron y cuantificaron 40 citoquinas en los 

medios de los cultivos 2DCE y 3DCE tratados o no con LPS-A.a o LPS-P.g. Las citoquinas 

evaluadas son presentadas en la Tabla 4. La comparación de los datos obtenidos en los 

modelos sin tratamiento (control), mostró que en el cultivo 3DCE el número de citoquinas 

detectadas (29 de 40) fue mayor que el número de citoquinas detectado en el cultivo 2DCE 

(16 de 40). Comparados con los cultivos control, los cultivos tratados con LPS-A.a 
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incrementaron el número de citoquinas identificadas en ambos modelos celulares: 34 

citoquinas en 3DCE y 22 citoquinas en 2DCE. Por otro lado, en los cultivos 2DCE y 3DCE 

tratados con LPS-P.g no se incrementó el número de citoquinas detectadas. Además, 

independiente del tratamiento se observó una mayor concentración de citoquinas secretadas 

en el modelo 3DCE que en el modelo 2DCE. 

 

Con los valores de concentración encontrados para cada citoquina en cada uno de los 

modelos y tratamientos, se realizó un análisis de componentes principales (PCA). Los 

componentes principales permiten agrupar variables (concentraciones de citoquinas), 

reduciendo la complejidad del modelo y destacando los factores que más fuertemente 

contribuyen a la agrupación de los datos (Regier et al. 2017). Como resultado del PCA se 

usaron solamente los dos primeros componentes resultantes, los cuales presentaron más del 

80% de la variación total. La Figura 24 indica que el perfil de secreción de las células de 

los cultivos 3DCE estimulados con LPS-A.a (puntos verdes), es diferente al perfil de los 

cultivos 2DCE (puntos cafés). Igualmente, que hay diferencias en los perfiles de los cultivos 

3DCE, control y tratados con LPS-P.g, con los 2DCE, control y 2DCE LPS-Pg. Los datos 

descritos, sugieren que los cultivos estudiados exhiben perfiles de secreción de citoquinas 

que son diferentes. 
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Tabla 4. Cuantificación de citoquinas en sobrenadantes de cultivos 2DCE/3DCE y 

tratados con LPS de periodontopatógenos 

  Modelo 2DCE [pg/mL] Modelo 3DCE [pg/mL]  

# Citoquina control LPS-P.g LPS-A.a Control LPS-P.g LPS-A.a LD 

1 BLC 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 1,3 

2 Eotaxin 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,1 

3 Eotaxin-2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,6 

4 G-CSF 1,0 0,1 1.508,9 21,3 15,2 1.608,2 11,0 

5 GM-CSF 0,3 0,4 5,0 5,1 3,1 12,5 1,3 

6 I-309 0,0 0,0 0,0 1,2 0,5 9,3 6,4 

7 ICAM-1 55,7 49,3 742,1 336,3 215,7 1.022,5 47,7 

8 IFNg 0,0 0,5 0,0 65,8 44,9 92,6 18,7 

9 IL-1a 25,0 21,2 32,8 98,0 51,7 81,9 3,2 

10 IL-1b 0,1 1,0 10,3 3,1 2,7 18,8 1,4 

11 IL-1ra 3,6 6,6 4,5 53,4 38,2 89,5 9,3 

12 IL-2 0,2 0,7 0,7 13,4 8,5 16,7 3,9 

13 IL-4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 2,2 3,6 

14 IL-5 0,0 0,0 0,0 12,4 3,9 14,8 13,2 

15 IL-6 15,4 13,8 316,7 19,0 12,5 299,7 2,3 

16 IL-6R 0,0 0,0 0,0 16,1 9,5 9,9 11,4 

17 IL-7 7,2 7,4 7,8 30,8 19,0 38,1 14,8 

18 IL-8 46,4 37,6 136,3 47,8 51,0 143,5 0,4 

19 IL-10 0,3 0,3 0,2 7,0 4,6 10,9 4,0 

20 IL-11 99,3 69,3 41,6 744,7 383,2 941,6 42,1 

21 IL-12p40 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 5,8 

22 IL-12p70 0,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,5 0,5 

23 IL-13 0,1 0,6 1,6 1,4 0,8 3,7 1,7 

24 IL-15 0,0 0,1 0,0 1,2 1,7 3,5 6,5 

25 IL-16 2,1 5,5 4,3 32,8 23,0 45,3 13,9 

26 IL-17 0,0 0,0 0,0 1,2 0,5 2,1 2,8 

27 MCP-1 151,3 190,6 206,1 198,3 203,2 196,7 1,6 

28 MCSF 0,0 0,0 0,0 0,2 0,4 1,4 2,3 

29 MIG 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 3,8 

30 MIP-1a 0,0 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 9,1 

31 MIP-1b 0,0 0,1 8,8 0,1 0,0 7,2 1,0 

32 MIP-1d 0,9 0,0 0,0 0,2 2,2 2,0 6,4 

33 PDGF-BB 132,3 100,0 140,8 428,5 291,3 434,5 3,6 

34 RANTES 69,9 65,8 366,5 65,0 55,5 281,7 13,6 

35 TIMP-1 2.432,4 2.500,2 2.317,4 2.647,1 2.789,8 2.622,5 23,0 

36 TIMP-2 4.226,8 4.456,0 4.063,9 6.283,8 5.748,7 6.034,2 25,6 

37 TNFa 0,8 1,7 3,1 27,5 15,6 34,9 7,5 

38 TNFb 1,8 2,0 2,7 11,1 8,0 15,4 18,9 

39 TNF RI 82,0 22,8 334,8 438,6 427,6 719,5 34,2 

40 TNF RII 14,5 9,3 8,3 88,8 78,7 75,5 25,4 

 Total  16/40 17/40 22/40 29/40 27/40 34/40 

> 1  

pg/mL 

 Colores- Rojo: no detectado o menor a 1 pg/ml; Naranja: concentración baja; Amarillo: concentración 

media; Verde: concentración alta. LD: Límite de detección. Cada valor representa el promedio obtenido 

a partir del análisis de 3 muestras independientes valoradas por cuadruplicado. 
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Figura 24. Análisis de Componentes Principales. Los puntos en la figura representan los valores de tres 

muestras independientes por cada tratamiento en cada uno de los modelos celulares.  

 

5.6 Análisis del Perfil de Secreción de Citoquinas de las HCAEC en los Cultivos 2DCE y 

3DCE   

Una vez cuantificadas y agrupadas en componentes principales, se procedió con el análisis 

de la secreción diferencial de las citoquinas en cada uno de los modelos utilizados. 

Inicialmente, se evaluaron las citoquinas quimioatractantes o quimoquinas detectadas en los 

modelos 2DCE y 3DCE antes y después de ser tratados con LPS-A.a y LPS-P.g (Figura 25). 

En los dos tipos de cultivos, el tratamiento con LPS-A.a incrementó significativamente 

(p<0.05) la concentración de IL-8 y RANTES con respecto a los controles (Figura 25A, B). 

Por el contrario, el tratamiento con LPS-P.g no cambió significativamente la secreción de 

ninguna de éstas moléculas. También, se encontró que en los dos tipos de cultivo la secreción 

de IL-16 no fue diferente en los tratamientos y controles; aunque, fue significativamente 

mayor (p<0.05) en los cultivos 3DCE que en los cultivos 2DCE (Figura 25C). Finalmente, 

en los cultivos 2DCE la secreción de PDGF-BB en los controles y tratamientos no varió; sin 
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embargo, en los cultivos 3DCE tratados con LPS-P.g la secreción de esta quimoquina 

disminuyó en comparación con el control y con el tratamiento con LPS-A.a (Figura 25D). 

 
Figura 25. Secreción de quimioatractantes en los cultivos 2DCE y 3DCE. Cultivos 2DCE y 3DCE estimuladas 

o no con LPS de periodontopatógenos 1 µg/ mL por 24 h. (A) IL-8, (B) RANTES, (C) IL-16, (D) PDGF-BB. 

Los datos son presentados como la media +/- ESM. * Diferencias significativas (p<0,05) entre el tratamiento y 

el control. ** Diferencias significativas (p<0.05) para un mismo tratamiento entre el cultivo 2D y 3D. 

 

La Figura 26 muestra las concentraciones encontradas de G-CSF, IL-6, IL-11, TNF-, IL-

1ra y TNF-RI. En los cultivos 2DCE y 3DCE tratados con LPS-A.a, las concentraciones de 

IL-6 y G-CSF fueron mayores que en los controles. Por el contrario, en los cultivos  

estimuladas con LPS-P.g no se observaron diferencias (Figuras 26A & B). En los cultivos 

2DCE tratados y controles, las concentraciones de IL-11 no cambiaron. Sin embargo, en los 

cultivos 3DCE tratados con LPS-P.g su secreción disminuyó y en los expuestos a LPS-A.a 

aumentó (Figura 26C). La concentración de TNF-α en los cultivos 2DCE tratados y 

controles, no cambió (p>0.05); sin embargo, en los cultivos 3DCE tratados con LPS-A.a 

incrementó (p<0.05) con respecto a los cultivos tratados con LPS-P.g (Figura 26D). Las 

concentraciones de IL-1ra en los cultivos 2DCE y 3DCE no fueron significativamente 
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diferentes en controles y tratamientos; se detectaron diferencias cuando se compararon las 

concentraciones encontradas en los cultivos 2DCE con las de los cultivos 3DCE, ya que en 

estos últimos las concentraciones fueron significativamente mayores (p<0.05) que en los 

primeros (Figura 26E). En los cultivos 2DCE la concentración de TNF-RI disminuyó 

(p<0.05) en presencia de LPS-P.g y aumentó (p<0.05) en presencia de LPS-A.a (Figura 

26F). Por el contrario, no hubo diferencias entre el control y los tratamientos en los cultivos 

3DCE (p>0.05).   

 

Figura 26. Cuantificación de citoquinas en medios de cultivos 2DCE y 3DCE. (A) G-CSF, (B) IL-6, (C) IL-

11, (D) TNFα, (E) IL-1ra, (F) TNF RI. Los datos son presentados como la media +/- ESM. * Diferencias 

significativas (p<0,05) entre el tratamiento y el control. ** Diferencias significativas (p<0.05) para un mismo 

tratamiento entre el cultivo 2D y 3D. 

 

 

La Tabla 5 resume las mayores diferencias encontradas en la concentración de los factores 

secretados por las HCAEC en los medios de los cultivos 3DCE y 2DCE tratados con LPS de 

periodontopatógenos. En ella se incluyen los factores que en cada modelo tuvieron 

concentraciones significativamente diferentes en los controles y tratamientos. En el modelo 

2DCE los cultivos tratados con LPS-A.a secretaron diferencialmente -con respecto a su 
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control- el factor de crecimiento G-CSF, las quimoquinas IL-8 y RANTES, la molécula de 

adhesión ICAM-1 y el receptor TNFRI. Sin embargo, al comparar los cultivos 2DCE 

estimulados con LPS-P.g con sus controles, no se encontraron diferencias en la secreción de 

ninguno de los factores evaluados. El comportamiento del modelo 3DCE fue diferente al del 

2DCE. Con relación a sus controles, los cultivos 3DCE estimulados con LPS-A.a secretaron 

concentraciones de la interleuquina proinflamatoria IL-6, el factor de crecimiento G-CSF, las 

quimoquinas IL-8 y RANTES y la molécula de adhesión ICAM-1 significativamente 

diferentes. En los cultivos 3DCE tratados con LPS-P.g se pudieron cuantificar TNFα y el 

factor de crecimiento PDGF-BB, encontrándose una disminución significativa de sus 

concentraciones con respecto a los cultivos control. Finalmente, en la tabla se evidencia que 

la secreción de citoquinas en los cultivos control 2DCE y 3DCE también fue diferente. 

 

Tabla 5. Mayores diferencias en la secreción de citoquinas en HCAEC cultivadas en 

modelos 2D y 3D frente al estímulo de LPS de periodontopatógenos 

Factores 2DCE 

Control 

2DCE 

LPS-P.g 

2DCE  

LPS-A.a 

3DCE  

Control 

 

3DCE  

LPS-P.g 

3DCE  

LPS-A.a 

Citoquinas 

inflamatorias 

N.S N.S N.S TNFα (c)   

IL-2  

TNFα (b)  IL-6 (b)   

Factores de 

crecimiento  

y diferenciación 

N.S N.S G-CSF (a) 

 

PDGF-BB (c)    

IL-7 (c)    

PDGF-

BB (b) 

G-CSF (b) 

 

Quimioquinas N.S N.S IL-8 (a) 

RANTES(a) 

IL-16 (c)    N.S IL-8 (b) 

RANTES(b)   

Moléculas de 

adhesión celular 

N.S N.S ICAM-1(a) ICAM-1 (c)   N.S ICAM-1(b)   

Receptores N.S N.S TNFRI (a) TNFRI (c)   

TNFRII (c)   

IL-1ra (c)   

N.S N.S 

Anti-

inflamatorios 

N.S N.S N.S IL-10 (c)   

IL-11 (c)   

N.S N.S 

Inhibidores de 

Metaloproteasas 

N.S N.S N.S TIMP-2 (c)   N.S N.S 

(a) Diferencias significativas (p<0,05) con respecto a la concentración secretada en 2DCE control 

para ese factor soluble 

(b) Diferencias significativas (p<0,05) con respecto a la concentración secretada en 3DCE control 

para ese factor soluble. 

(c) Diferencias significativas (p<0,05) en la concentración secretada para ese factor soluble entre 

controles 2DCE y 3DCE. 

N.S: No significativo 
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5.7 Adhesión de Monocitos a HCAEC Estimuladas con LPS de Periodontopatógenos 

 

Los resultados del ensayo de adhesión de monocitos a HCAEC cultivadas en los modelos 

2DCE y 3DCE son mostrados en la Figura 27. En el modelo 2DCE no se observaron 

diferencias significativas en la adhesión de monocitos entre el control y los cultivos expuestos 

a LPS-P.g; sin embargo, si hubo un aumento significativo (p<0.05) en la adhesión en los 

cultivos tratados con LPS-A.a con relación al control y al cultivo estimulado con LPS-P.g 

(Figura 27A). Aunque en los cultivos 3DCE no se observaron diferencias significativas 

(p>0.05) entre el control y los tratamientos (Figura 27B). 

 

 
 

Figura 27. Adhesión de monocitos THP-1 a células HCAEC en cultivos 2DCE y 3DCE.  Monocitos THP-1 

marcados con calceina AM fueron adicionados a cultivos pretratados con periodontopatógenos. (A) 2DCE; (B) 

3DCE. Se midió intensidad de fluorescencia de los monocitos adheridos. Los datos son presentados como la 

media +/- ESM. * diferencias estadísticamente significativas con respecto al control (p<0,05). 

 

Debido a que no se encontraron diferencias de adhesión en los cultivos 3DCE, se analizó a 

través de los datos del arreglo de citoquinas (tabla # 4) la concentración de la molécula de 

adhesión intercelular-1 (ICAM-1), la cual ha sido reportada por favorecer la unión de 

monocitos al endotelio activo, secretada en el modelo 3DCE y se comparó con la secretada 

en 2DCE bajo las diferentes condiciones de tratamiento (Figura 28). En los cultivos 2DCE 

la concentración de ICAM-1 soluble fue igual en los cultivos control y tratados con LPS-P.g; 

sin embargo, la concentración medida en los sobrenadantes de los cultivos expuestos a LPS-

A.a fue diferente (p<0.05). El mismo comportamiento fue observado en los cultivos 3DCE. 
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Figura 28. Secreción de la molécula de adhesión ICAM-1 en los cultivos 2D y 3D estimuladas con LPS de 

periodontopatógenos. Los datos son presentados como la media +/- ESM. * Diferencias significativas (p<0,05) 

entre el tratamiento y el control. ** Diferencias significativas (p<0.05) para un mismo tratamiento entre el 

cultivo 2D y 3D. 

 

5.8 Evaluación de la Secreción de Prostaciclina y Tromboxano en Cultivos 2DCE y 3DCE 

Estimulados con LPS de Periodontopatógenos 

Se cuantificó la secreción de la postraciclina PGI2 y del tromboxano TXA2 en los medios de 

los cultivos 2DCE y 3DCE estimuladas con LPS de periodontopatógenos (Figura 29). Se 

hizo una medición indirecta de PGI2 y TXA2 debido a que estas moléculas rápidamente se 

oxidan a 6-ceto-PGF y TXB2, respectivamente. Los resultados indican que la concentración 

de PGI2 no varió en los cultivos 2DCE tratados con LPS-P.g y control; sin embargo, en los 

tratados con LPS-A.a esta concentración se incrementó 8 veces (Figura 29A). En los cultivos 

3DCE el incremento fue de 7,6 veces después del tratamiento con LPS-A.a y tampoco hubo 

diferencias entre el control y el tratamiento con LPS-P.g (Figura 29B). Aunque en los 

cultivos 2DCE control y tratados, no hubo diferencias significativas en la concentración de 

TBX2 (Figura 29C), en los cultivos 3DCE tratados con LPSs ésta aumentó 

significativamente. El aumento fue mayor en presencia del LPS-A.a (Figura 29D).  No se 

observaron diferencias significativas en las concentraciones de PGI2 y TXA2 para un mismo 

tratamiento entre los dos modelos 2D y 3D. 
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Figure 29. Concentración de PGI2 y TXA2 en medios de cultivos 2DCE y 3DCE estimulados con LPS de 

periodontopatógenos. Cultivos 2DCE y 3DCE fueron estimulados con 1 µg/ mL LPS de periodontopatógenos 

por 24 h, los sobrenadantes fueron recolectados y analizados por un ensayo ELISA para la cuantificación de 

PGI2 (A, B) y TXA2 (C, D). Cada condición fue valorada a partir de tres experimentos independientes por 

duplicado. El asterisco representa (*) diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) entre los 

tratamientos.  
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6. DISCUSIÓN 

 

En este estudio se desarrolló y caracterizó un cultivo tridimensional constituido por células 

HCEAC sembradas sobre la cara apical de soportes de colágeno elaborados sobre insertos 

transwell. El cultivo denominado 3DCE, se usó como modelo in vitro para el estudio del 

efecto de dos LPS aislados de periodontopatógenos en monocapas de HCEAC. La detección 

inmuhistoquímica de moléculas localizadas en membrana celular o que intervienen en la 

formación de las uniones que se establecen entre las células endoteliales, permitió confirmar 

la formación de monocapas sobre los soportes de colágeno. El modelo desarrollado es 

importante porque con él se pudo demostrar que la secreción de factores solubles que 

modulan inflamación, función endotelial, recambio de la matriz extracelular, receptores de 

citoquinas, adhesión y crecimiento celular es significativamente diferente a la encontrada en 

HCAECs cultivadas en la superficie de platos de cultivo (cultivos 2DCE). También, porque 

evidenció que hay transcripción diferencial de genes que codifican para citoquinas, 

quimoquinas, enzimas (eNOS, COX) y factores (vWF) involucradas en la función endotelial 

y la inflamación en los cultivos 2DCE y 3DCE.   

 

El colágeno permite la adhesión, proliferación, diferenciación y funcionamiento celular en 

entornos tridimensionales in vitro debido a que es un componente de la matriz extracelular 

de los tejidos (Rashedi et al. 2017). Al ser un sustrato de la lámina reticular sobre el cual 

reposa la lámina basal que subyace a la monocapa endotelial de los vasos sanguíneos, su 

presencia en cultivos in vitro proporciona a las células endoteliales un ambiente más natural 

que las superficies de los platos de cultivo. De ahí, que sea frecuentemente usado en 

ingeniería de tejidos para elaborar soportes utilizados en la producción de tejidos vasculares 

(Boccafoschi et al. 2005). Por las razones expuestas, el colágeno tipo I fue el biomaterial 

escogido para elaborar los soportes tridimensionales sobre los que se sembraron las HCAEC 

con el fin de que formaran monocapas confluentes. Otros autores han reportado la utilización 

de soportes elaborados con colágeno para obtener monocapas endoteliales confluentes 

(Alekseeva et al. 2014b). Incluso, ha sido demostrado que la migración de las células 

endoteliales sembradas en la superficie hacia al interior del soporte poroso de colágeno 

disminuye al incrementar la concentración del colágeno (Cross et al. 2010). Sin embargo, no 
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se conoce la inclusión de este tipo de modelos en la evaluación in vitro de la respuesta de 

células endoteliales en monocapa a la presencia de LPS de periodontopatógenos 

 

Inicialmente, en este estudio se hicieron varios modelos de cultivos 3D basados en soportes 

de colágeno tipo I. Estos fueron caracterizados y evaluados con el fin de escoger el más 

apropiado para el estudio propuesto. Cuando ex vivo las células se siembran sobre soportes o 

matrices de proteínas aisladas de la matriz extracelular, se busca que encuentren un sustrato 

que les permita funcionar en forma similar a como lo hacen en los tejidos a que pertenecen. 

Para ello, los soportes las deben señalizar estructural, mecánica y molecularmente sin inducir 

una respuesta indeseada (Williams 2008). En un estado normal -anti-inflamatorio- el 

endotelio no expresa las citoquinas IL-8 e IL-6, factores solubles inducibles que promueven 

la adhesión y migración de leucocitos y monocitos en estados de injuria o inflamación de los 

tejidos (Lukacs et al. 1995; Arndt et al. 1996; Zohlnhofer et al. 2000). Por eso, el modelo 

escogido (3DCE) para evaluar la secreción de moléculas solubles y la transcripción de genes 

involucrados en función endotelial inducida por LPS de periodontopatógenos, fue el que 

mostró menor secreción basal de IL-8 e IL-6. Además, en este cultivo no se afectó la 

viabilidad celular y se formaron monocapas confluentes de HCAEC.  

 

La resistencia transepitelial ha sido considerada como indicador de la integridad de epitelios 

y endotelios. En la medida en que un cultivo confluente adquiere características de barrera 

de permeabilidad los valores TEER se vuelven estables (Cucullo et al. 2011). In vivo los 

valores TEER están estimados entre 1500 a 2000 ohm.cm2 (Butt et al. 1990), mientras que 

in vitro monocapas de células endoteliales microvasculares de cerebro humano los valores 

son del orden de 20 a 200 ohm.cm2 (Grant et al. 1998). En este trabajo los valores TEER de 

los cultivos 3D estuvieron en ese rango ( 120 ohm.cm2). Sin embargo, fueron inferiores a 

los valores TEER del cultivo 2DCE. Estas diferencias pueden deberse a la naturaleza 

tridimensional del soporte del colágeno y a que el soporte se retrajo, alejándose de la pared 

del inserto. Por eso, aunque sobre el soporte se formó una monocapa confluente no se obtuvo 

una barrera de permeabilidad en la cara apical de los cultivos 3D. La identificación de 

PECAM-1 en las uniones célula-célula sugiere la conformación de una monocapa funcional, 

así esta no haya podido alcanzar las paredes del inserto.  En previos estudios se ha demostrado 
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el papel de PECAM-1 en la adhesión célula-célula, célula-matriz, y migración de leucocitos 

al subendotelio (Park et al. 2010; Hashimoto et al. 2011; Privratsky and Newman 2014; Ren 

et al. 2015). Además, las células HCAEC sobre los soportes presentaron la morfología en 

adoquín característica de las células epiteliales y endoteliales. En el cultivo 3DCE también 

se identificaron VE-cadherina, marcador de uniones adherentes célula-célula en el endotelio, 

y factor Von Willebrand. La localización en la membrana celular de VE-cadherina confirma 

la formación de un endotelio confluente a través de uniones estrechas célula-célula. La 

presencia de vWF cerca al núcleo y no en membrana, celular sugiere un fenotipo celular anti-

trombótico (Rosnoblet et al. 2000; Ruggeri 2003; Dejana et al. 2008; Le Bihan et al. 2015; 

Dhanesha et al. 2016).    

 

Las cepas W83 de P. gingivalis y 29522 de A. actinomycetemcomitans fueron la fuente de 

LPS, debido a que han mostrado ser más virulentas que otras cepas (Sundqvist et al. 1991; 

Laine and van Winkelhoff 1998; Shimada et al. 2008). El protocolo implementado de 

extracción, purificación y re-purificación permitió la obtención de LPSs con reducción de 

componentes contaminantes (Gualtero Escobar et al. 2014). El perfil electroforético de 

ambos purificados los clasifica como LPSs de tipo semirugoso, lo que indica que no 

presentan largas cadenas de polisacáridos en su estructura. Estos resultados coinciden con el 

quimiotipo semirugoso reportado para LPS purificados a partir de la cepa Y4 de A. 

actinomycetemcomitans (Masoud et al. 1991), pero no con el quimiotipo liso reportado para 

LPS purificados a partir de la cepa 33277 de P. gingivalis (Gualtero et al. 2008). Estos 

resultados indican variaciones estructurales en el antígeno O del LPS entre cepas de P. 

gingivalis pero no entre cepas de A. actinomycetemcomitans. Diferencias estructurales en el 

lípido A también han sido reportados para LPSs aislados de P. gingivalis alterando la 

respuesta celular inflamatoria inducida (Herath et al. 2013). 

 

Como se mencionó, en los cultivos 2DCE y 3DCE se observaron diferencias en la respuesta 

a LPS-A.a y LPS-P.g. Por ejemplo, el LPS-A.a indujo expresiones altas de genes y moléculas 

marcadores de respuesta inflamatoria; mientras que el LPS-P.g indujo baja secreción de 

citoquinas, prostanoides y adhesión de monocitos. Ha sido reportado que hay diferencias 

estructurales del LPS de P. gingivalis que están relacionadas con diferencias en las vías de 
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activación y señalización celular que induce (Reife et al. 2006; Herath et al. 2013). Los LPSs 

de P. gingivalis son heterogéneos en la estructura del lípido A y poseen estructuras no 

clásicas penta-aciladas y tetra-aciladas. Por otro lado, los LPSs aislados de A. 

actinomycetemcomitans contienen un lípido A con estructuras hexa-aciladas similares a las 

del LPS de Escherichia coli (Masoud et al. 1991). Estas diferencias en composición y 

estructura pueden explicar la respuesta diferencial de los cultivos a LPS-P.g y LPS-A.a. La 

estructura heterogénea del LPS-P.g antagoniza a TLR4 y activa a las células a través de 

receptores TLR2 generando respuestas variables que dependen del tipo celular (L Kocgozlu 

et al. 2009). Sin embargo, estos resultados han sido controvertidos (Nativel et al. 2017). Por 

otro lado, ha sido demostrado que cultivos de células endoteliales humanas no presenta una 

respuesta pro-inflamatoria exacerbada (Honda et al. 2005) y presentan baja adhesión de 

monocitos (Roth et al. 2007) al ser expuestos a LPS de P. gingivalis. Lo anterior, sugiere la 

hipótesis de que un mecanismo de evasión de P. gingivalis puede ser que su LPS-P controle 

la expresión de marcadores proinflamatorios con el fin de mantener una inflamación crónica 

de bajo grado (Slocum et al. 2014). Los resultados de esta tesis parecen soportarla, ya que 

hubo marcadores proinflamtorios que no fueron inducidos o inducidos pobremente en los 

cultivos 2DCE y 3DCE.   

 

Las células endoteliales mantienen la homeostasis endotelial mediante la producción de 

moléculas vasodilatadoras -PGI2- o vasoconstrictoras -TXB2- (Félétou et al. 2011). De 

hecho, los marcadores PGI2 y TXA2 se incrementan en pacientes con aterosclerosis (Belton 

et al. 2000). Mientras que PGI2 inhiben la adhesión de leucocitos y plaquetas al endotelio, 

TXA2 induce la activación y adhesión de las plaquetas (FitzGerald et al. 1984). A pesar que 

no es clara la contribución de COX-2 en la síntesis de prostanoides durante procesos 

ateroscleróticos, un estudio en modelo animal demostró la función ateroprotectora de COX-

2 (Kirkby et al. 2014). En los cultivos 2DCE tratados con LPS-A.a, la transcripción de COX-

2 y la secreción de PGI2 y TXA2 incrementaron con relación a los cultivos no tratados. El 

mismo hallazgo fue hecho en cultivos de células  HCAEC expuestos a LPS (Tan et al. 2007). 

Desafortunadamente, en la literatura revisada no hubo reportes sobre la transcripción del gen 

de la proteína COX-2 o de la secreción de PGI2 y TXA2 en cultivos tridimensionales tratados 

con LPS, que permitieran contrastar nuestros hallazgos.  
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El LPS de P. gingivalis induce la formación de placas ateroscleróticas en ratones; por otro 

lado, la inhibición de COX-2 incrementa el área lesionada (Gitlin and Loftin 2009). Estos 

resultados sugieren que COX-2 participa en la patogenia de la aterosclerosis. En esta tesis se 

encontró que en el modelo 3DCE, LPS-P.g y LPS-A.a inhiben la expresión de COX-2. 

Además, que LPS-A.a inhibe al factor anti-trombótico PGI-2 e incrementa el factor pro-

trombótico TXA2. Estos datos sugieren que en el cultivo 3DCE desarrollado, se puede 

evaluar la disfunción endotelial inducida por periodontopatógenos. 

 

 

El gen eNOS codifica la enzima sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS); la cual, cataliza 

la reacción que convierte L-arginina en L-citrulina y que resulta en la producción de óxido 

nítrico (NO). El NO producido por las células endoteliales activa la enzima guanilato ciclasa 

que inhibe la agregación plaquetaria, la adhesión de leucocitos al endotelio y la relajación de 

la musculatura lisa del subendotelio (Gimbrone and García-Cardeña 2016). Es por eso, que 

la disminución de la síntesis de NO endotelial se relaciona con disfunción endotelial y 

aterosclerosis (Kawashima and Yokoyama 2004). Por otro lado, el factor von Willebrand 

(vWF) es considerado marcador inflamatorio de disfunción endotelial porque activa la 

agregación plaquetaria cuando el endotelio se lesiona (Horvath et al. 2004; Kawecki et al. 

2017). En este trabajo se encontraron diferencias significativas en la transcripción de los 

genes que codifican para las proteínas eNOS y vWF en los cultivos 3DCE, tratados y control. 

La disminución en la expresión de estos genes inducida por LPS-P.g y LPS-A., refuerza la 

idea de que el modelo 3DCE  sirve para estudiar  mecanismos de disfunción celular 

endotelial.  

 

De las 40 citoquinas estudiadas, se detectaron 16 citoquinas en el medio de los cultivos 2DCE 

y 29 citoquinas en el medio de los cultivos 3DCE, lo cual, evidencia la influencia del sustrato 

sobre el que se siembran las células en el perfil secretorio de las monocapas de HCAEC. Este 

resultado debe tenerse en cuenta cuando se hacen estudios in vitro, ya que dependiendo del 

tipo de cultivo pueden presentarse variaciones en el perfil secretorio basal de las células 

endoteliales. Hay trabajos que reportan diferencias en factores proteicos secretados por 
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fibroblastos orales primarios (Espinosa et al. 2010); fibroblastos, células madre 

mesenquimales, células tumorales, entre otras (Asthana and Kisaalita 2016) en cultivos 2D 

y 3D, no se encontraron trabajos similares que evalúen células endoteliales.  

 

En los cultivos 3DCE se expresaron 12 citoquinas que no fueron detectadas, o detectadas en 

menor concentración, en los cultivos 2DCE. Este hecho sugiere que las HCAEC cultivadas 

sobre los soportes de colágeno I adquieren un fenotipo celular diferente al de los cultivos 

2DCE. En cultivos de células endoteliales tratados con LPSs y citoquinas (e.g.: IL-1 y TNF), 

se ha descrito una variación en el fenotipo mediada por TGF-β, TNFα, IL-1β, IL-6 que se 

denomina activación tipo II. Resulta de la activación de factores de transcripción (e..g.: NF-

kB) que inducen la expresión de proteínas conocidas como antígenos de activación 

endotelial, entre los que se encuentran moléculas de adhesión leucocito-endotelio, factores 

procoagulantes, y quimoquinas de leucocitos (Smith et al. 1993). Esta variación del fenotipo 

celular está asociada con transiciones endotelio-mesénquima (EndTM, por sus siglas en 

inglés) (Echeverría et al. 2013; Echeverría et al. 2014; Pérez et al. 2017). El fenotipo EndTM 

de células endoteliales, ha sido asociado con disfunción endotelial y procesos ateroscleróticos 

(Chen et al. 2015; Evrard et al. 2016; Cho et al. 2018). En nuestro estudio se encontró que 

cuando los cultivos 3DCE son tratados con LPS-A.a, aumenta la secreción de TNFα, IL-1β, 

IL-8 e IL-6 y disminuyen las interacciones célula-célula. Lo anterior, sugiere que in vitro el 

LPS-A.a induce en las HCAEC un fenotipo similar al EndTM.    

 

Las 12 citoquinas que se expresan diferencialmente en los cultivos 3DCE control, in vivo 

participan en procesos pro-ateroscleróticos importantes, entre ellos: respuesta inflamatoria 

(IL-10, IL-11 e IL-1ar) (Trepicchio et al. 1997; Kremlev and Palmer 2005; Gleissner et al. 

2007; Auvin et al. 2010); estabilización de la placa aterosclerótica (IL-16) (Grönberg et al. 

2015); remodelación vascular (PDGF-BB) (Qi et al. 2011); proliferación y migración de 

células endoteliales (TIMP-2) (Kim et al. 2014); reclutamiento de monocitos (TNFα, TNFRI, 

TNFRII, IL-7) (Venkatesh et al. 2013) y adhesión de NK a células endoteliales (IL-2) 

(Aronson et al. 1988). El hecho de que no se encuentren o se encuentren en menor 

concentración en los cultivos 2DCE, indica que el modelo 3DECE puede ser de mayor 
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utilidad en el estudio de procesos de disfunción endotelial relacionados con la atracción, 

adhesión y migración de células presentes en la aterosclerosis.  

 

En el medio de los cultivos 2DCE y 3DCE tratados con LPS-P.g se cuantificaron 17 y 27 

citoquinas, respectivamente. En el medio de los cultivos 2DCE y 3DCE tratados con LPS-

A.a se cuantificaron 22 y 34 citoquinas, respectivamente. Estos resultados indican que hay 

diferencias en la respuesta de las células en función de la presencia del soporte de colágeno. 

También, que los patrones de secreción inducidos por cada uno de los lipopolisacáridos 

evaluados fueron diferentes.  

 

En los cultivos 3DCE y 2DCE tratados con LPS-A.a la concentración de citoquinas asociadas 

con inflamación -IL-8, RANTES, IL-6, G-CSF e ICAM-1- (Gerszten et al. 1999; G. Liu et 

al. 2012; Venkatesh et al. 2013; Abadier et al. 2015; Chukkapalli et al. 2015), fue mayor que 

en los cultivos no tratados (control). Aunque este incremento se observó en los dos modelos, 

se presentaron diferencias en las concentraciones en función del sustrato sobre el que se 

sembraron las células.  

 

A través de la metodología implementada en este estudio se pudo desarrollar y caracterizar 

un cultivo tridimensional de células endoteliales de arteria coronaria humana sobre soportes 

de colágeno I, como modelo in vitro para el estudio de la respuesta inflamatoria inducida por 

LPS de periodontopatógenos en un entorno más parecido al de los tejidos vasculares in vivo. 

El modelo 3DCE desarrollado es ventajoso para el estudio de la respuesta endotelial, debido 

a: i) se encuentran factores solubles que no se detectan o se detectan en menor concentración 

en los cultivos 2DCE; ii) se detectan fácilmente por microscopía marcadores celulares que 

evidencian la formación de monocapa confluente; iii) se pueden tener periodos de 

experimentación más prolongados que en los cultivos 2DCE (en donde las células se 

desprenden una vez alcanzan confluencia), debido a que las células sobre los soportes de 

colágeno se mantienen vivas formando monocapa por más tiempo; iv) presencia de un 

componente (colágeno I) de la lámina reticular de la íntima sobre la cual la células 

endoteliales forman el endotelio vascular. Sin embargo, presenta la desventaja de que en su 

estado actual no cumple la función de barrera endotelial a pesar que se demostró la formación 
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de uniones adherentes célula-célula, la formación de monocapa y la confluencia de los 

cultivos. Lo anterior, obliga a diseñar nuevas estrategias de preparación de los soportes sobre 

los insertos que impidan su retracción y subsecuente separación de las paredes del inserto.  

 

El modelo 3DCE debe completarse co-cultivando células musculares lisas que hacen parte 

del subendotelio, para obtener microambientes más parecidos a los que se encuentran en los 

vasos sanguíneos. Esto permitiría evaluar migración de leucocitos, modificación del soporte, 

proliferación celular y formación de células espumosa en el subendotelio, en condiciones de 

inflamación inducida por microorganismos periodontapatógenos. El modelo debe mejorarse  

considerando los aspectos hemodinámicos a las que se expone normalmente el endotelio, los 

cuales inducen en las células endoteliales tensiones mecánicas generadas por el fluido pulsátil 

de la sangre que modulan su fenotipo y comportamiento celular 
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7. CONCLUSIÓN 

 

Se desarrolló y caracterizó un modelo celular tridimensional 3DCE para el estudio de la 

respuesta inflamatoria inducida por lipopolisacáridos de bacterias periodontopatógenas. 

 

El modelo 3DCE sirve para evaluar mecanismos de patogenia inducidos por 

microorganismos periodontopatógenos que no pueden ser estudiados en los cultivos celulares 

convencionales.  

 

El modelo 3DCE puede ser útil en la evaluación de nuevas terapias antiinflamatorias debido 

a que expresa basalmente 12 marcadores de inflamación.  
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