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Resumen

Efecto de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en la Activacion
y Adhesion de Plaquetas Humanas en Co-cultivo con Células
Endoteliales

Antecedentes: Los estudios epidemiolégicos han establecido una
asociacion clinica entre la enfermedad periodontal y la aterosclerosis. Los
episodios de bacteremia y endotoxemia en pacientes con periodontitis
parecen vincular estas dos enfermedades al inducir una produccién de
marcadores cardiovasculares en todo el cuerpo. La presencia de bacterias
orales en lesiones ateroscleréticas en pacientes con periodontitis sugiere
que las bacterias, o sus componentes antigénicos, inducen alteraciones en
el endotelio asociado con la aterosclerosis. Por lo tanto, se puede construir
un mecanismo causal que explique la asociacién entre ambas
enfermedades utilizando modelos in vitro. Se ha demostrado
anteriormente que la disfuncién endotelial, se asocia con un aumento de
la expresion de algunas moléculas de adhesién (PECAM-1, VECAM-1 y P-
selectina), asi como la activaciéon de las plaquetas; del mismo modo
muestran la correlacion existente entre P-selectina y su efecto
proagregante plaquetario y la progresion de las enfermedades
cardiovasculares. Objetivo: Evaluar la expresion y el efecto del LPS de A.
actinomycetemcomitans sobre la adhesidon y activacién de plaquetas
humanas en células endoteliales. Materiales y métodos: Se elaboré un
modelo de co-cultivo con  plaquetas humanas y células HCAEC, el cual
se estimul6 con LPS de A. actinomycetemcomitans (1,0 3,5y 7,0 pg/mL) a
dosis repetidas. Se evaluaron la molécula de adhesion (P-selectina) y
activacion (PAC) por medio de citometria de flujo y Tromboxano A2
mediante ELISA. Resultados: Se evidencio que el LPS de A
actinomycetemcomitans induce un aumento en la expresion de P-selectina
y tromboxano A2 en células endoteliales HCAEC a una concentracién de
7.0 ug/DC y 3.5 pg/dL respectivamente en relacion al control SE. No se
encontraron cambios significativos en la expresiéon de esta molécula en
plaquetas (p <0,05). Conclusiones: El LPS de A. actinomycetemcomitans
induce un aumento de la expresién de P-selectina en células endoteliales
HCAEC lo cual sugiere un efecto de esta bacteria sobre adhesién en
procesos aterotrombdticos.

Palabras claves: Lipopolisacarido, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Enfermedad cardiovascular, célula endotelial,
adhesion plaquetaria.



Abstract

Effects of Aggregatibacter actinomycetemcomitans in the Activation and
Adhesion of Human Platelets in Culture with Endothelial Cells

Background: Epidemiological studies have established a clinical relation
between periodontal disease and atherosclerosis. Bacteraemia and
endotoxemia episodes in patients with periodontitis seen to relate these two
diseases by inducing a production of cardiovascular markers throughout the
body. Presence of oral bacteria in atherosclerotic lesions in patients with
periodontitis suggests the bacteria, or its antigen components, induce
alterations in the endothelium leading to such association. A causal
mechanism may be developed which explains such association using in vitro
models. It has been shown that an endothelial dysfunction is associated with
the increment in the expression of some adhesion molecules (PECAM-1,
VECAM-1 and P-selectin) as well as platelet activation; the relation between
P-selectin, its platelet pro-aggregating effect and the progression of
cardiovascular diseases has been shown as well. Objective: to evaluate the
expression and effect of A. actinomycetemcomitans on adhesion and
activation of human platelets on endothelial cells. Materials and methods:
A culture with human platelets and HCAEC cells was put together and
stimulated with LPS of A. actinomycetemcomitans (1,0 3,5 and 7.0 pg/mL)
with repetitive dosages. The adhesion molecule (P-selectin) and activation
(PAC) were evaluated with flow cytometry and thromboxane A2 with ELISA.
Results: It was evidenced that the LPS of A. actinomycetemcomitans induces
an increment of the expression of P-selectin and thromboxane A2 in HCAEC
endothelial cells with a concentration of 7.0 ug/DC y 3.5 pg/dL respectively
with relation to the SE control. No significant changes were found on the
expression of these platelets (p<0.05). Conclusions: the LPS of A
actinomycetemcomitans induces an increment of in the expression of P-
selectin and HCAEC endothelial cells suggesting an effect of this bacteria on
the adhesion of atherothrombotic processes.

Key words: lipopolysaccharide, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
cardiovascular disease, platelet aggregation.



Introduccion

La cavidad oral sirve de huésped para una gran cantidad de microorganismos cuyas especies
difieren en los dientes, encias, mejillas, el surco gingival o paladar, e interactian tanto en la
salud como en la enfermedad (Cruz et al., 2017). La boca ha sido reconocida durante mucho
tiempo como una fuente de infecciones sistémicas, desde donde se permite el paso de
bacterias al torrente sanguineo debido a interrupciones de la integridad del tejido

secundarias a la inflamacidén en afecciones como la periodontitis (Pefa et al., 2008).

La periodontitis se describe como una enfermedad crénica de mayor incidencia en el adulto
(15%-20% en edades de 35 a 44 afios), su presencia en cavidad oral sumado al desbalance
microbiano parece perpetuar una respuesta sistémica mediada por antigenos de bacterias
que activan anticuerpos, células endoteliales, monocitos y plaquetas generando un aumento
en los niveles circulantes de citosinas, proteinas de fase aguda, factores inflamatorios y
coagulantes que aumentan el riesgo de enfermedad cardiovascular, siendo esta la primer
causa de muerte en el mundo, esta a su vez estid altamente relacionada con factores
extrinsecos como obesidad, consumo nocivo de cigarrillo y alcohol, mala alimentacién ; e
intrinsecos como edad, sexo o genética, que en conjunto reflejan un espectro de patologia

oral desde gingivitis hasta periodontitis severa. (Bascones y Figuero, 2005) (OMS, 2011)

A partir de estas observaciones, se ha generado mucha evidencia sobre la relacién entre la
enfermedad periodontal y la apariciéon de enfermedades sistémicas no infecciosas como
enfermedades cardiovasculares ateroescleroticas (ASCVD), cardiopatia

isquémica (IHD), enfermedad cerebrovascular (CBVD) . (Leng et al,, 2015)

Estudios han demostrado mayor incidencia de complicaciones ateroscleroticas en pacientes
con enfermedad periodontal, presentando principalmente bolsas periodontales, dentro de
las cuales se encuentran microorganismos asociados como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans que al presentar su endotoxina (LPS) interactiian con neutroéfilos y
monocitos favoreciendo asi la reaccion inflamatoria y la formacion del trombo por

agregacion plaquetaria. Lo que puede alterar la integridad del endotelio vascular
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favoreciendo la adhesion de moléculas alterando el flujo sanguineo normal. (Sfyroeras et al.,

2012)

Por esta razon el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto del LPS de A.
actinomycetemcomitans sobre la adhesién y activacion de las plaquetas utilizando un modelo
de co-cultivo con células endoteliales, ademas de determinar y evaluar la expresion o niveles

de ciertas moléculas coadyuvantes mediante procesos de viabilidad y purificacion celular.

Dicho trabajo participara positivamente a la creacidon de nuevas y diferentes alternativas
terapéuticas favoreciendo la calidad de vida y prolongaciéon de la misma a largo plazo,
disminuyendo asi enfermedades aterotrombéticas y cardiovasculares tratando en primer
plano enfermedades crénicas prevalentes como es la periodontitis en cavidad oral.
Este proyecto se va a enfocar en evaluar y estandarizar mediante el modelo in vitro de co-
cultivo el efecto del lipopolisacarido (LPS) de A. actinomycetemcomitans en la disfuncién
endotelial de células de aorta coronaria humana (HCAEC) y en la adhesién y agregacion
plaquetaria, donde se podran establecer los posibles mecanismos moleculares que los LPS de

periodontopatdégenos inducen a una enfermedad cardiovascular.



2. Marco teorico

La periodontitis implica un proceso infeccioso / inflamatorio cronico que afecta a los tejidos
de soporte del diente, incluidos el ligamento periodontal y el hueso alveolar. La principal
consecuencia de la periodontitis es la pérdida de las estructuras de soporte dental y la
pérdida de dientes. Los datos muestran que la prevalencia o la presencia de dicha condicién
en la poblacién son de aproximadamente 10% a 15%; Sin embargo, la progresion suele ser
lenta y/o progresiva dependiendo de los diferentes mecanismos de virulencia de los
microorganismos y el desarrollo inmunolégico que presente el huésped. (Pefia, 2008)

(Teeuw et al., 2014).

Su etiologia es multifactorial, esta viéndose afectada por el consumo de tabaco, dieta, habitos
y ciertas enfermedades sistémicas como factores clinicos contribuyentes a la enfermedad; al
mismo tiempo los microorganismos presentes en la cavidad oral pueden jugar un papel

determinante para desencadenar, perpetuar y complicar las patologias. (OMS, 2012)

Los organismos que se encuentran en cavidad oral segin analisis realizados a dichos
patégenos, se determind que los microorganismos estarian formando grupos o complejos
bacterianos. Hasta el momento, seis complejos han sido descritos por Socransky et al. (1998):
Complejo azul, amarillo, verde, morado, naranja y rojo donde se encuentran diferentes
bacterias asociadas a la periodontitis; Sin embargo A. actinomicetemcomitans no se encuentra
dentro de los complejos descritos anteriormente y se ha asociado especialmente con la
progresion de la periodontitis agresiva en el adulto, aunque no se ha rechazado su

importancia en la iniciacion y progresion de la enfermedad periodontal. (Mujica et al., 2010)



2.1. Estructura de lipopolisacdrido

El A. actinomycetemcomitans, es una bacteria Gram-negativo es el principal agente etiolégico
de la periodontitis agresiva, también se ha relacionado con la periodontitis crénica y las
infecciones no orales graves (Henderson et al, 2010). Actualmente, se reconocen siete
serotipos de esta bacteria (ag) en funcién del antigeno inmunodominante, que es un

polisacarido O del lipopolisacarido (LPS). (Takada et al., 2010) (Kittichotirad et al., 2011)

El Lipopolisacarido son polimeros complejos con restos de acidos forman la mayoria de la
capa externa de la membrana de bacterias Gram-negativas. Estos, actian como endotoxinas
que induce una respuesta inmune local y sistémica en el hospedero. Estas moléculas estan
conformadas por tres regiones: el antigeno O, el oligosacarido central o nucleo y el lipido A.
El antigeno O es una region que garantiza la existencia de multiples serotipos. El nucleo
permite que se adhieran a tejidos epiteliales ademas de proporcionar proteccién contra
reacciones dafiinas de anticuerpos. El lipido A es el encargado de ejercer la actividad

endotoxica de los LPS. (Serrano et al., 2008) (Romero e Iregui, 2010)

El LPS es un glicoconjugado lipidico que mantiene la integridad estructural de las bacterias
Gram Negativo y forma una barrera selectiva que limita la entrada de moléculas hidrofébicas
y quimicos téxicos, como detergentes y antibidticos, ademas es esencial para el anclaje de
proteinas externas de membrana. Las investigaciones seroldgicas de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans han identificado serotipos especificos y antigenos bacterianos que
pueden ser importantes en la etiologia de la enfermedad periodontal. Hasta ahora se han
descrito siete serotipos a, b, ¢, d, e, f y g, lo que deja un 3-8% de aislados clinicos no
serotipificables. La prevalencia de estos serotipos se asocia con una serie de factores, como
la localizacidn, geografica, la etnia y el estado periodontal de los portadores. (Rojas, 1995)

(Brigido et al.,, 2014)

Investigaciones recientes han analizado el papel del lipopolisacarido de los diferentes
serotipos de A. actinomycetemcomitans en células dendriticas, asi como en la activacion y

funcién de los linfocitos T, demostrando diferencias cuantitativas y cualitativas en la
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produccion de citocinas. Especificamente, las células dendriticas estimuladas con el serotipo
b experimentaron un aumento en la produccién de citocinas en comparacién con las mismas

células estimuladas con los otros serotipos bacterianos (Rojas, 1995) (Fuentes et al., 2008).

Los linfocitos T estimulados con el serotipo b evidenciaron un incremento en la expresion de
los factores de transcripcién T-bet y RORC2, en la secrecidon de citocinas asociadas a los
fenotipos linfocitarios Th1l y Th17: interleuquina-1§ (IL-1f), IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23,
interferén-y (IFN-y), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y TNF-3, asi como también un
aumento en la produccion del ligando de receptor activador para el factor nuclear kB
(RANKL), factor asociado a la activacién de osteoclastos, inhibiendo la sintesis de colageno

tipo y favoreciendo la reabsorcién del hueso alveolar. (Brigido et al., 2014) (Beca et al., 2017)

2.2. Asociacién de la enfermedad periodontal y riesgo cardiovascular

Los estudios epidemioldgicos proporcionan evidencia de una asociaciéon entre la
periodontitis y la enfermedad cardiovascular. La verosimilitud bioldgica de esta asociacién
se basa principalmente en el hecho de que los pacientes con periodontitis presentan niveles
elevados de PCR, TNF-q, interleucinas y otros marcadores inflamatorios, que estan asociados
con la disfuncién endotelial y los eventos cardiovasculares. (Beca et al., 2017) (Bahekar et al.,

2007) (Dietrich et al., 2013)

La periodontitis puede desempefiarse como un posible factor de riesgo para el desarrollo de
aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. La enfermedad cardiovascular incluye la
aterosclerosis, cardiopatia isquémica, endocarditis, infarto agudo de miocardio y accidente
cerebrovascular. Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud la mortalidad anual en
el afio 2015 por estas enfermedades fue alrededor de 17,7 millones de personas, lo que

representa el 31% de las muertes en el mundo. (Joshipura et al., 2004) (OMS, 2017)

Los factores de riesgo tradicionales para la enfermedad cardiovascular son: habito del

cigarrillo, hipertensién, aumento en las lipoproteinas de baja densidad (LDL), y disminucién



en las de alta densidad, diabetes mellitus, historia familiar, enfermedades cardiacas
prematuras, obesidad e inactividad fisica. Siendo estos factores de riesgo similares a los de la

enfermedad periodontal. (Persson et al., 2008) (WHO, 2005)

2.3. Asociacion de la enfermedad periodontal y Aterosclerosis

En la bolsa periodontal se encuentran gran cantidad de bacterias Gram-negativas que entran
en contacto con el tejido subyacente y con los vasos sanguineos periodontales. A partir de
esta infeccion periodontal se produce una bacteriemia crénica se produce liberacion de
citoquinas como la CRP, la 1- antitripsina, la haptoglobina, el fibrinégeno, los tromboxanos,
laIL-1, 6, 8 y el TNF, pasan a la circulacion general. Estos factores pueden iniciar la adhesion
y agregacidn plaquetaria, promoviendo la formacién de células espumosas y la acumulacién
de colesterol en la capa intima arterial favorece la arteriosclerosis y la trombosis, produce

una enfermedad coronaria. (Paquette et al, 2007) (Hansson, 2005)

Atherosclerotic
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Figura 1. Liberacién de citoquinas (Hansson, 2005)
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El caracter inflamatorio de la aterosclerosis ha centrado diferentes investigaciones al estudio
de las infecciones crénicas como potencial causa de las lesiones ateroscleroticas siendo las
primeras evidencias que mostraban asociacién entre infeccién bacteriana y enfermedad

coronaria cronica e infarto agudo de miocardio (IAM). (Offenbacher et al,, 1999)

Estudios realizados sobre los niveles de colesterol en animales y en células cultivadas han
mostrado el papel de la inflamacién en la aterosclerosis. Las LDL, también conocidas como
colesterol malo, estan compuestas por moléculas grasas y proteinas, encontrandose

aumentadas en la aterogénesis.

En normalidad, las células endoteliales son resistentes a la adhesion de leucocitos circulantes,
pero varios factores de riesgo como fumar, hipertension, obesidad, entre otros, pueden dafiar
la homeostasis, generando cambios inflamatorios celulares y vasculares que inician la
aterogénesis. Estos factores promueven la expresion de moléculas de adhesion por las células
endoteliales, generando disfuncién endotelia. El exceso de LDL genera cambios quimicos que
estimulan la liberacion de moléculas de adhesién por las células endoteliales. Estos cambios

atraen monocitos circulantes y células T. (Alonso et al, 2008)

Posteriormente ocurre la formacién de estrias lipidicas -placa aterosclerética temprana-.
Durante esta etapa se presentan los siguientes fendmenos: penetracion de monocitos por
diapédesis en la capa intima, maduraciéon del monocito en macrdéfagos, fagocitosis del
colesterol y acimulo en su citoplasma, hasta transformarse en células espumosas. Luego se
da una progresion del ateroma a una placa compleja, y las células del musculo liso de la capa
media migran a la capa intima, produciendo un tejido fibroso. En el estado mas avanzado las
células espumosas secretan sustancias inflamatorias que rompen esta placa digiriendo
moléculas de matriz y dafiando las células de musculo liso; ademas se puede romper por
trauma o extremo adelgazamiento de la capa intima, llevando a la formacién de un trombo

en el sitio. (Alonso et al, 2008)



Las citoquinas liberadas interleuquina 1(IL-1), interleuquina 6 (IL-6), y factor de necrosis
tumoral a (TNF a), por monocitos, linfocitos o células endoteliales tienen un papel
importante en la regulacion de la inflamacion, pero al mismo tiempo pueden aumentar el
riesgo de las enfermedades cardiovasculares. Logran activar tres elementos de la
inflamacion: 1) Aumento de las moléculas de adhesion celular (ICAM -1 y VCAM-1) y
selectinas e y p, que facilitan el reclutamiento de leucocitos y plaquetas que conllevan a la
disfuncion endotelial y migracion de células del musculo liso de la capa media. 2) Liberacion
de leucocitos y plaquetas por la médula 6sea estimulada por la IL-6 especialmente. 3)
Incremento en la sintesis y liberacion de proteinas plasmaticas en el higado como la proteina
C reactiva (CRP), el amiloide A y algunos factores de la hemostasia como el factor VIII/Von
Willebrand. La activacién de estos tres elementos lleva a la formacién del ateroma o

directamente a la trombosis.

El incremento de CRP puede estar relacionado con el aumento de riesgo de enfermedad
cardiovascular por su adhesion a LDL en las placas ateromatosas; también activan el sistema
de complemento, tienen un efecto proinflamatorio e incrementan la produccién de
macroéfagos (Lowe, 2001) (De Nardin, 2001). El fibrin6geno es una proteina de fase aguda
que es sintetizada en el higado como respuesta a la IL-6 y se encuentra aumentada en
infecciones e inflamaciones crénicas, considerandose un importante factor de riesgo para

enfermedades cardiovasculares. (De Nardin, 2001).

De esta manera, se cree que el aumento de citocinas pro-inflamatorias encontrado en sangre
inducido por la periodontitis podria jugar un papel importante en el desarrollo de

enfermedades y condiciones sistémicas.

2.4. Efecto del lipopolisacdrido sobre la disfuncién endotelial



Parametros clinicos como el sangrado gingival hacen parte de la inmunopatogenia de
asociaciéon entre periodontitis y aterosclerosis ya que bacteremias transitorias han sido
ampliamente reportadas en pacientes con periodontitis; lo cual se traduce en mayores
niveles de marcadores biolégicos de inflamacién como son el TNFq, IL-1, IL-6 y PCR
ultrasensible; comparados con pacientes que no sufren periodontitis. (Glurich et al, 2002)

(Loos et al, 2000)

Se ha comprobado que estas bacteriemias y endotoxémias pueden darse después de
procedimientos terapéuticos como pueden ser el raspaje y alisado radicular, cirugia
periodontal y extracciones dentales e incluso con las actividades diarias como la masticacion
y el cepillado (Kinane et al, 2005) (Iwai, 2009). Recientemente se demostré que el
tratamiento periodontal induce inflamacién sistémica y disfuncién endotelial a corto tiempo
(24 horas), pero a largo plazo (6 meses) las reduce (Tonetti, 2007). Aunque el tratamiento
periodontal puede disminuir los niveles de biomarcadores de inflamacién sistémicos y de
disfuncién endotelial en estudios de corto tiempo, no hay evidencia de que prevenga eventos

de enfermedad cardiovascular aterosclerdtica. (Lockhart et al, 2012)

La respuesta inmune innata esta fuertemente implicada en la asociacion entre periodontitis
y enfermedad cardiovascular siendo la activacion inflamatoria de la célula endotelial un
factor critico en el desarrollo de aterosclerosis, capaz de ser inducida no solamente por la
bacteria completa sino también por LPS. Estas bacterias o sus endotoxinas pueden alterar la
integridad del endotelio vascular, y favorecer la liberacién de citoquinas como la IL.1, [L-6 y

el TNF-ay de CRP. (Katz et al, 2001) (Kinane, 1998)

El modelo que explica la posibilidad de desarrollar aterosclerosis mediado por endotoxinas
basado en estudios in vitro con E. coli propone que los LPS en circulacion se unen a la proteina
de union a LPS (LBP) facilitando su union a los CD14 soluble (sCD14) o a CD14 de membrana
(mCD14) lo que conduce a la activacion de células del endotelio via TLR4. Como respuesta al

estimulo, las células endoteliales producen moléculas pro-inflamatorias como IL-6, TNF alfa,
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superoxido (02-), IL-8 y proteina quimioatractante de monocito (MCP-1). Estas dos ultimas
inducen el reclutamiento de monocitos y linfocitos T en lesiones sub-endoteliales
potenciando la adhesién leucocitica al endotelio a través de moléculas de adhesién
intercelular (VCAM-1, ICAM-1) que acompaifiado de la expresion de molécula-1 de adhesiéon
celular plaqueta/endotelio (PECAM-1) permite la migracion trans-endotelial del monocito
hacia el sub-endotelio. (Hischfeld et al, 2001) (Rurenga et al, 2013) (Nakamura et al, 2008)
(Stoll et al, 2004).

2.5. Fisiologia de la agregacion plaquetaria

2.5.1. Hemostasia primaria

Es el proceso inicial en la agregacion plaquetaria y en el que se da la formaciéon del tapén
luego de la aparicion de fallas en el epitelio vascular, se genera a partir de 3 mecanismos o
fases:

e Adhesién

e Activacion y secrecion

e Agregacion

Todo este proceso inicia a partir de la lesion del endotelio, luego de que este aparezca, las
plaquetas se adhieren al subendotelio que es la capa mas cercana al torrente sanguineo. Este
es el proceso que se conoce como adhesién plaquetaria, en donde el actor principal es el
colageno, este es modificado por el factor de von Willebrand (FvW) lo cual facilita su unién a

la glicoproteina plaquetaria (GPIb/IX) para asi lograr la fijacién de la plaqueta al colageno.

Al activarse las plaquetas se deforman convirtiéndose en esferas con prolongaciones del
citoplasma, mas conocidos como pseudépodos e inicia simultineamente la secrecién de
sustancias desde los granulos, como: adenosin trifosfato, factor plaquetario 4, calcio,
serotonina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, tromboxano A2, factor V,

fibrinégeno, de los cuales podemos considerar algunos como agonistas en el proceso de
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agregacion plaquetaria, estimulando la unién de unas plaquetas con otras, mediante el
reclutamiento de células y el crecimiento del codgulo y a este tltimo mecanismo se le conoce

como agregacion plaquetaria. (King, 1962).

2.5.2. Proceso de activacion y adhesion plaquetaria

Las funciones realizadas por las plaquetas necesitan ser reguladas por un organismo, que
permite un acople adecuado de las respuestas extracelulares e intracelulares. En cada etapa

de la agregacion plaquetaria actdan ciertos mecanismos especificos para cada una de ellas.

El proceso de adhesion comienza con el deslizamiento de los leucocitos sobre la superficie
endotelial, la posterior adhesién y finalmente su transmigracion. La fase de rodamiento y
adhesion resulta de la interaccion especifica entre los leucocitos y las moléculas de adhesion
expresadas por el endotelio. El rodamiento representa la interaccion entre los leucocitos y
las selectinas, con la consiguiente adhesion en la que participan otras CAM de la familia de
las inmunoglobulinas, la como molécula de adhesién intercelular (ICAM), molécula de
adhesion de células endoteliales plaquetarias (PECAM/CD31) y molécula de adhesién
vascular (VCAM) (figura. 4).

CD11/CD18 Flujo |
-
{ CD15s
VLA4 3 “ Monocito
n
L-selectina / \ PECAM-1
. b ICAM-1 VCAM-1
LDL MCP-1 \r E-y P-selectina / |
£ = 3.5 8 &

Endotelio =m == == == == == ) ==

Figura 4. Moléculas de adhesién al endotelio vascular (Badimén, 2006)

Los niveles de expresion de las CAM en las lesiones aterosclerdticas son superiores a los de

las dreas que no presentan aterosclerosis; esta sobrexpresion de CAM, junto con la induccién
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de sustancias quimio atrayentes como proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1),
facilita la uni6én y la migracién de los monocitos en las areas de lesion. El endotelio activado
por agentes proinflamatorios y aterogénicos (citocinas, LDLox, etc.) expresa CAM que no se
hallan presentes en el endotelio normal, como VCAM-1, y sobre expresa otras, como I[CAM-

1(Johson et al, 1994).

Familia Molécula/nomenclatura (CD) Célula Ligando
Selectinas Selectina E (ELAM-1, CDB2E) Endotelio Sialil-Lewis* y Lewis?
Selectina P (CD62P, PADGEM) Endotelio, plaquetas Sialil-Lewis* y Lewis?
Selectina L (CD62L) Leucocitos Sialil-Lewis* y Lewis®
Inmunoglobulinas ICAM-1 (CD54) Endotelio, lineas leucocitarias LFA-1 y Mac-1
|CAM-2 Endotelio, plaquetas LFA-1y Mac-1
|CAM-3 (CD50) Leucocitos
VCAM-1 (CD106) Endotelio, CML VLA-4
PECAM-1 (CD31) Endotelio, plaquetas, leucocitos
Integrinas VLA-4 (o,B,) Leucacitos (monacitos, linfocitos)
LFA-1 (CD11a/CD18) Leucocitos (monocitos, linfocitos) [CAM-1y -2
Mac-1 (CD11b/CD18) Leucocitos (monocitos) |CAM-1y -2
P150, 95 (CD11c/CD18) Leucocitos (monocitos)

CML: célula muscular lisa; ELAM: molécula de adhesion de endotelio-leucocito; ICAM: molécula de adhesion intercelular; VCAM: molécula de adhesion vascular;
PECAM: molécula de adhesion de plaquetas y células endotelias; LFA: antigeno asociado a funcion de leucocitos; VLA: antigeno de activacion muy tardia.

Figura 5. Moléculas de adhesién (Badimén, 2006)

El antigeno de diferenciacion CD31 o PCAM se expresa en la superficie de granulocitos
humanos, monocitos y plaquetas. Por consiguiente, desempefia un papel importante en los
procesos de adhesion y sefalizacion celular en la biologia de las células sanguineas y

vasculares.

Amplios estudios junto con informacién funcional y estructural han demostrado que
inmunoglobulina D-1 (IgD1) e inmunoglobulina D-2 (IgD2) funcionan principalmente en
mediar las interacciones hemofilicas de PECAM-1 entre leucocitos y células endoteliales
ademas de concentrar PECAM-1 en células endoteliales, donde funciona como un importante
mecanosensor endotelial y como regulador de la permeabilidad vascular (70,71). PECAM-1
se ha relacionado de manera previsible con varios trastornos clinicamente relevantes, que

van desde la trombosis y la enfermedad cardiovascular hasta la inflamacién y el cancer.
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La glicoproteina b alfa (GPIba) actia en la primera fase, frenando las plaquetas sobre la
superficie de la pared vascular, posteriormente esta se une al colageno y el factor de von
Willebrand (vVWF) dando inicio al proceso de adhesién plaquetaria, en este complejo el FvW
se encuentra contenido en las fibras de colageno, especialmente de tipo I, IIl y IV. En las
arterias que son consideradas vasos que mantienen un alto estrés de rozamiento el dominio
A1 del vWF interactia con la GPIba, para lograr reducir la velocidad del flujo plaquetario.
Aun asi, la GPIba también desempefia el papel de receptor de las moléculas de adhesion
celular -1 (Mac-1), las cuales son proteinas que se localizan en la superficie de los leucocitos
activados, cuando genera la interaccion entre GPIba y Mac-1 se produce la unién entre
plaqueta y leucocito, siendo este un proceso crucial para la respuesta inflamatoria mediada

por las plaquetas.

Ademas cuando el FvW y la GPIba interactian momentaneamente dan paso al rodamiento
de plaquetas en la zona afectada del vaso y permitiendo que las proteinas que se encuentran
en la pared vascular especialmente el coldgeno induzcan la activaciéon de las plaquetas,
adhiriéndolas firmemente a la pared, formando asi un tipo de unidad funcional que permite
la formacién inicial del trombo en la cual el FvW inicialmente captura las plaquetas en la
superficie del vaso y el colageno permite que las plaquetas se unan de una manera estable
entre si. Cuando la plaqueta y el coldgeno se unen aparecen dos receptores plaquetarios, la
integrina a21 y la glicoproteina VI (GPVI), permitiendo una mejor fijacién de las plaquetas
y generando la secrecion de sustancias procoagulantes y proinflamatorias promoviendo el

crecimiento y consolidacion del trombo.

Luego de que las plaquetas se unen al colageno se expresa la fosfatidilserina sobre la
membrana plaquetaria generando actividad en la protrombinasa generando un aumento en
la produccién trombina. El complejo formado gracias a la adhesion y fijacion de las plaquetas
en la pared del vaso puede durar horas o dias sobre la lesion vascular y liberara
microvesiculas con capacidades proinflamatorias y protrombéticas, luego de la union entre
las plaquetas el FvW y el colageno es necesario reclutar nuevas plaquetas provenientes del
torrente sanguineo; este proceso es conocido como la agregacion plaquetaria el cual se

produce gracias ala acumulacién de agonistas de activacion de plaquetas en el lugar afectado,
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dichos agonistas son secretados por las plaquetas, entre ellos encontramos algunos como el
adenosin difosfato (ADP), el tromboxano A2 (TxA2), la trombina y la epinefrina. Finalmente
se activan los receptores de integrina (allbp3) estos permiten la unién del fibrin6geno y el

FvW, dicha unién genera puentes estables entre las plaquetas.

En cuanto al proceso de estabilizacion de las plaquetas aparece otra molécula llamada el
ligando de CD40 (CD40L) el cual es una glicoproteina contenida por los granulos de las
plaquetas y que es liberada tras la degranulacion en la superficie plaquetaria, luego a partir
de la actividad de la metaloproteasa-2 se induce la liberacion de plasma. Tanto el CD40L
soluble como el que se une a la plaqueta tienen la capacidad de interactuar con el CD40
existente en células de inmunidad tales como linfocitos B, neutrofilos, monocitos, otras
plaquetas, células endoteliales, células dendriticas, fibroblastos y finalmente células del

musculo liso vascular.

No es bien conocido el porqué de la interaccién entre el CD40L liposoluble y el CD40, pero la
interaccion entre el CD40L de la plaqueta con el CD40 de las células endoteliales induce la
liberacién y expresion de moléculas implicadas en el proceso inflamatorio. Otra de las
facultades que tiene el CD40L propio de las plaquetas es que al interactuar con las células
endoteliales coronarias las inhabilita para liberar 6xido nitrico (NO) aumentando su estrés

oxidativo (Vernal et al, 2008).

3. Planteamiento el problema

15



En las dos ultimas décadas varios estudios han planteado diferentes factores de riesgo
asociados a la aterosclerosis. La enfermedad periodontal; descrita como una de las
infecciones crénicas de mayor incidencia en el adulto, también ha sido definida como un
importante factor de riesgo que ademas de afectar a mas de la mitad de la poblaciéon también
se incrementa con la edad al igual que las enfermedades cardiovasculares, siendo esta la
primera causa de muerte en el mundo. La periodontitis en adultos toma una consideraciéon
especial a nivel vascular favoreciendo la activacion de células endoteliales, leucocitos y
plaquetas capaces de generar un aumento en los niveles plasmaticos de citocinas, proteinas
de fase aguda, factores inflamatorios y coagulantes todos ellos con una incidencia directa en
el aumento del riesgo cardiovascular de aterosclerosis o aterotrombosis. (Haynes et al,

2013).

Uno de los microorganismos asociados a la periodontitis es el Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, bacteria gram negativa con importantes propiedades pro-
inflamatorias. El lipopolisacarido (LPS), ha sido descrito clasicamente como uno de los
principales factores de virulencia no solamente en la enfermedad periodontal sino también
en la respuesta inflamatoria vascular a la cual se le han descrito propiedades téxicas e
inflamatorias como alteracidén en la integridad del endotelio vascular, favorecer la liberacion
de citoquinas como la interleuquina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF) y la proteina
C-reactiva (CRP), sin embargo se desconoce el efecto del LPS de periodontopatégenos como
A. actinomycetemcomitans no solamente sobre células de arteria coronaria humana sino
también en la activacidn o agregacion plaquetaria, este dltimo un aspecto fundamental en el
desarrollo de procesos aterotrombdticos. (Takeshi et al, 2010) (Delgado et al, 2004)
(Jiménez y Machuca, 2005).

Adicionalmente una de las actuales limitaciones de los modelos de endotoxemia in vitro
consisten en el uso de dos unica de LPS, aspecto muy importante a considerar ya que no
refleja la fisiopatologia de la infeccion puesto que en pacientes con periodontitis se reportan
frecuentes periodos de bacteriemias y endotoxemias, lo cual convoca a plantear modelos con
mas de una dosis con el fin de mimetizar el proceso de la enfermedad. Esto sumado al

completo desconocimiento del efecto de LPS de A. actinomycetemcomitans sobre la adhesion
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y activaciéon plaquetaria y mucho mas en modelos de plaquetas humanas en co-cultivo con
HACEC hacen de este problema de investigacion un aspecto fundamental para el estudio de

la asociacién entre periodontitis y aterotrombosis.

En algunos reportes de la literatura se han observado los diferentes mecanismos de
activacion y las respuestas de adhesion inducidas por diferentes agentes bacterianos en
diversos tipos celulares, en particular las células endoteliales de vena umbilical humana

(HUVEC) y células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC).

La expresion de las moléculas de adhesion en las cellas endoteliales son importantes dentro
de la disfuncién endotelial; un modelo de mono capas de HUVEC estimulada con adhesinas
de fusobacterium nucleatum demostré que inducen la adhesién bacteriana mediada por
cadherinas VE y mostraron una permeabilidad aumentada, lo que permitié el paso de
bacterias; adicionalmente se evalu6 en el mismo modelo la adhesiéon y migraciéon de
monocitos en el endotelio en condiciones de flujo sanguineo normal, encontrando la
adhesion de los mocitos en las monocapas estimuladas con LPS de P. gingivalis, es decir que
se unen a las células endoteliales, este acoplamiento esta mediado por la expresion de
moléculas de adhesion (PCAM-1, VCAM-1 e ICAM-1) cuya expresion se activa por la
interaccion entre el receptor TLR-2 y el LPS(60).

4. Justificacion
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La enfermedad periodontal incrementa los niveles de inflamacién sistémica potencializada
por la respuesta del huésped, en la que se observa infiltrado de neutroéfilos, macréfagos y
algunas células linfoides, con la subsecuente liberacién de citoquinas tales como como la
interleuquina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF) y la proteina C-reactiva (CRP). Las
bacterias relacionadas con la periodontitis son en gran parte Gram negativas, las cuales por
medio de sus lipopolisacaridos y productos estimulan la produccién de citoquinas, aumento
en la coagulacion, activacion de monocitos y liberacién de las proteinas de fase aguda como
CRP. Estos patogenos periodontales pueden causar infecciones sistémicas como afecciones
cardiacas, que se pueden dar como resultado de difusiéon hematica y/o respiratoria. (Calle et

al, 2012).

El interés de investigar el efecto de Aggregatibacter actinomycetemcomitans 29522 en la
adhesion activaciéon de plaquetas humanas en co-cultivo con HCAEC se centra en dilucidar el
papel aterotrombético de periodontopatoégenos, pues consideramos que los enfoques
previos a nivel in-vitro se dirigen con una fuerte tendencia a bacterias entéricas, pasando por
alto el papel de esto microorganismos. A pesar del diverso conocimiento generado en los
ultimos 20 afios de avances entre la asociacion de periodontitis y enfermedades
cardiovasculares; aun existen aspectos celulares y moleculares que demandan mayor

investigacion.

Este estudio se va a enfocar en evaluar y estandarizar mediante el modelo in vitro de co-
cultivo el efecto del lipopolisacarido (LPS) de A. actinomycetemcomitans en la disfuncién
endotelial de células de aorta coronaria humana (HCAEC) y en la adhesion y agregacion
plaquetaria. De esta manera, los datos obtenidos en esta investigacién tomaran gran
trascendencia en el tiempo gracias a que se desarrolla con propiedades y en condiciones
diferentes a las reportadas anteriormente, lo que permitirad establecer las bases de una

respuesta agregante in-vitro, que ain no ha sido caracterizada.
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Dicho trabajo también permitira establecer bases para la generacién de nuevas alternativas
terapéuticas, considerando un impacto positivo a largo plazo ya que la periodontitis
presentada como una de las enfermedades crénicas de mayor prevalencia actualmente, es
fundamental para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares de gran incidencia

afectando de manera directa la salud y calidad de vida.
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5. Situacion actual

En diferentes estudios, autores, mencionan una asociacion entre el efecto de las bacterias
presentes en la periodontitis sobre las células que participan en la patogenia de la
aterosclerosis y la trombosis arterial. Esto respaldado por los datos existentes sobre
bacteriemia transitoria y marcadores inflamatorios elevados en pacientes con periodontitis.
Estas bacterias o sus endotoxinas, como los LPS, pueden alterar la integridad del endotelio
vascular, producir una hiperplasia de la musculatura lisa de los vasos sanguineos mayores.
Esto llevaria a producir una degeneracion grasa de la misma y ademas favorecer la liberacion
de citoquinas como la IL-1, el TNF y el marcador de inflamacién (CRP) proteina C reactiva.
Todos estos factores pueden favorecer el desarrollo y evolucién de la aterosclerosis y
provocar una coagulacion intravascular debido a que alteran la funcién plaquetaria, la

coagulacion sanguinea y el metabolismo de los lipidos. (Calle et al, 2012).

El papel del periodontopatégeno Aggregatibacter actinomycetemcomitans como posible
contribuyente a la aterosclerosis ha sido investigado en sistemas modelo usando células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) [7]. Esta bacteria Gram negativa presenta
diversos factores o mecanismos de virulencia como los lipopolisacaridos (LPS), el cual se
encuentra en la membrana externa y actia como endotoxina que induce una respuesta
inmune local y sistémica en el hospedero. Estas moléculas estdn conformadas por tres
regiones: el antigeno O, el oligosacarido central o nucleo y el lipido A. El antigeno O es una
regidon que garantiza la existencia de multiples serotipos. El nicleo permite que se adhieran
a tejidos epiteliales ademas de proporcionar proteccion contra reacciones dafiinas de
anticuerpos. El lipido A es el encargado de ejercer la actividad endotoéxica de los LPS (Brigido

etal, 2014).

Multiples estudios han demostrado que Aggregatibacter. actinomycetemcomitans sigue
siendo el principal desencadenante junto con la P. gingivalis para el desarrollo de la

enfermedad periodontal; recientemente, el LPS de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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ha demostrado inducir la maduracién de monocitos a macréfagos formando asi células
espumosas que liberan citoquinas [9]. Estas, algunas proinflamatorias como la proteina C
reactiva (CRP), el fibrindgeno, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina-1
(IL-1) y la IL-6 reducen la expresion endotelial de 6xido nitrico sintetasa (NOS) y por ende su
participacion en la inhibiciéon de la agregacidon plaquetaria, promoviendo la expresion
endotelial de la molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1), la molécula de adhesion
intercelular-1 (ICAM-1), E-selectina y P-selectina [10]. Como resultado, la ausencia de
propiedades anti-aterogénicas en el endotelio aumenta la migracion de leucocitos y la

activacion plaquetaria para formar la placa aterosclerdtica. (Zahng et al, 1997).

21



6. Objetivos

6.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto del lipopolisacarido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans sobre la

adhesion y activacion plaquetaria en un modelo de co-cultivo con células de arteria coronaria

humana (HCAEC).

6.2.0bjetivos especificos

*
L X4

X/

L X4

X/
L X4

Evaluar la expresion de P-selectina en plaquetas humanas en un modelo de co-cultivo
con células HCAEC estimuladas con lipopolisacarido de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522.

Determinar los niveles de Tromboxano A2 en un modelo de co-cultivo de células
HCAEC y plaquetas humanas estimuladas con lipopolisacarido de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522.

Evaluar la expresién del complejo de activacion plaquetaria (PAC) en un modelo de
co-cultivo con células HCAEC y plaquetas humanas estimuladas con lipopolisacarido

de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522.
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7. Metodologia del proyecto

7.1. Tipo de estudio

Experimental In Vitro

7.2. Poblacién y muestra

- Poblacidn: Plaquetas de donantes voluntarios sanos y células HCAEC
- Muestra: Plaquetas humanas obtenidas de la Fundacién Hematolégica Colombiana de
donantes voluntarios sanos mayores de edad con previo consentimiento informado.

- Linea comercial de células endoteliales HCAEC (LONZA, Walkersville USA).

7.3. Métodos y técnicas para la recoleccion de la informacion

7.3.1. Extraccion y purificacion de lipopolisacdrido de la bacteria Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

El LPS de Aggregatibacter actinomycetemcomitans se obtuvo de las cepas ATCC 29522, las
cuales fueron cultivadas en el laboratorio de Microbiologia Oral grupo UIBO, mientras que la
purificacion y caracterizacion bioquimica del LPS se realizé en el laboratorio de
Biotecnologia grupo UIBO segin metodologia reportada por Gualtero y colaboradores

(Gualtero et al, 2014).

7.3.2. Viabilidad de HCAECs estimuladas con LPS de A. actinomycetemcomitans a dosis repetidas

durante 24 horas.

Se uso la linea celular HCAEC (LONZA, Walkersville USA), las cuales se sembraron en medio
EGM2 MV (LONZA, Walkersville. USA) entre pases 6-11 a una densidad de 4.000
células/pozo en placas de 96 (CytoOne, Japan) por 20 horas en condiciones controladas de

humedad y temperatura (5% de CO2 y 37°C). Las células HCAECs fueron estimuladas 3
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veces: dosis 1: durante 6h; dosis 2: durante 6h; dosis 3: durante 12h para un tiempo total de
exposicién de 24h con LPS de A. actinomycetemcomitans 29522 a diferentes concentraciones
(7, 3.5, 1 ug/mL). Pasado el tiempo de estimulacién el medio fue reemplazado por una
solucion de resazurina 44pM preparada en medio sin suplementar. Las células en presencia
de esta solucién se incubaron a 3792C durante 16 horas, transcurrido este tiempo, la
fluorescencia emitida por las células viables y/o metabdlicamente activas fueron leidas a
una longitud de onda de excitaciéon de 535 nm y una de emisién de 595 nm a través del

multilector Tecan/Infinite200 pro Switzerland.

Las muestras celulares sin estimulo o con medio de cultivo fueron consideradas como
control de supervivencia, mientras que aquellas tratadas con Tritén al 1% en solucién TBS
estéril durante 10 minutos fueron definidas como control positivo de muerte celular. Todos
los experimentos fueron realizados por triplicado y de manera independiente n: 9. Los datos
se analizaron mediante los programas Excel (2010) y STATA (v.13.0), asumiendo como

significancia estadistica un valor p<0,05.

7.3.3. Viabilidad de plaquetas humanas estimuladas con LPS de A. actinomycetemcomitans

Se obtuvo plasma rico en plaquetas (PRP) con una concentracion de 150.000-350.000
células/uL de los donantes voluntarios sanos (previo consentimiento informado) que asisten
a la fundacion Hematologica Colombia por el convenio interinstitucional que existe entre la
universidad El Bosque y la fundacion. La preparacion previa de las plaquetas consistio en
lavados con Wash Buffer a pH 6.0 y tres series de centrifugacidon cada una a 2000 RPM por

15 minutos.

Posteriormente se resuspendi6 en 1 mL de Buffer de re-suspension a pH 7.4 y de esta manera
obtener plaquetas aisladas o libres de plasma para acto seguido estimularlas con LPS de A.
actinomycetemcomitans 29522 (200, 75, 25, 12, 7 y 1ug/mL) a dosis tinica durante 30 min a

37°C. La viabilidad celular fue evaluada por la conversion de calceina-AM a calceina (verde)
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mediada por la enzima intracelular esterasa usando el kit comercial LIVE/DEAD
viability /cytotoxicity (ThermoFisher Scientificc USA). Todos los experimentos fueron
realizados por duplicado y de manera independiente. Las plaquetas sin estimulo fueron
consideradas como control de supervivencia y todos los experimentos fueron realizados por

duplicado.

7.3.4. Estudio piloto de estimulacién con LPS de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en

el modelo de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas

Una vez transcurrieron las 24 horas de exposicion reiterativa al LPS, se procede al montaje
del co-cultivo con plaquetas humanas para lo cual proponemos dos modelos de co-cultivo
con el objetivo de determinar a manera de estudio piloto el modelo a utilizar para las

siguientes fases del proyecto.

Modelo 1: Células endoteliales estimuladas con LPS a dosis reiterativa. (Plaquetas no

estimuladas con LPS).

Modelo 2: Estudio piloto de estimulacion con LPS de A. actinomycetemcomitans en un modelo

de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas con LPS a dosis repetidas.

25



Tabla 1. Modelo Co-cultivo 1y 2.

HCAEC Basal de cultivo HCAEC
HCAEC - LPS 1 ug/mL Cultivo
HCAEC - LPS 3.5 ug/mL Cultivo
HCAEC - LPS 7 ug/mL Cultivo
| Modelo Goenitivoz ]
HCAEC + Plaqueta Basal co-cultivo
HCAEC-LPS + Plaquetas- LPS 1 ug/mL Co-cultivo
HCAEC - LPS + Plaquetas - LPS 3.5ug/mL Co-cultivo
HCAEC - LPS + Plaquetas - LPS + 7 ug/mL Co-cultivo
Plaqueta Basal Cultivo

La preparacion previa de las plaquetas consistio en lavados con Wash Buffer a pH 6.0 y tres
series de centrifugacion cada una a 3800 RPM por 15 minutos. Posteriormente se
resuspendié en 1 mL de Buffer de re-suspensién a pH 7.4 y de esta manera obtener plaquetas
aisladas o libres de plasma para luego activarlas a temperatura ambiente con cloruro de

calcio a 2MM durante 45 minutos.

Posterior a toda la preparacion de las plaquetas descrita anteriormente se procedio a realizar
el montaje de co-cultivo 2 seglin disefio y modelo de estimulacién descrito en la tabla
anterior. Las plaquetas estimuladas (LPS 1, 3.5, 7 o Trombina 0.5 U) fueron incorporadas
sobre la monocapa endotelial a una concentracion final de 2x108/ml y homogéneamente
distribuidas favoreciendo el contacto directo con la monocapa por 1 hora en constante
agitacion. Adicionalmente verificamos la interaccion y homogeneidad en la distribucion del

co-cultivo mediante observacion directa al microscopio.

Después de 1 hora de co-cultivo se removieron las plaquetas mediante 2 lavados con PBS pH:

7.0 y el sobrenadante recolectado fue separado por centrifugaciéon a 3800 RPM por 15
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minutos. Una vez obtenido el pellet de plaquetas y la monocapa de HCAEC post-cocultivo,
estas fueron lisadas ya sea mediante Buffer de lisis RIPA por 15 minutos en agitacién e
inhibidores de proteasas y fosfatasas o por Trizol® para la extraccién de RNA total y
posterior RT-qPCR. Respecto a los lisados celulares, extractos de RNA y a los sobrenadantes
del co-cultivo, estos fueron almacenados a -80C° para su posterior procesamiento por
citometria de flujo con el fin de evaluar la molécula de adhesion P-selectina y PAC como

molécula de activacion.

7.3.5. Determinacién de moléculas de adhesion (P- selectina) y activacién (PAC) en el modelo

de co-cultivo estimulado con LPS de A. actinomycetemcomitans

Para determinar la expresion de los marcadores de activacion plaquetaria y moléculas de
adhesion en células HCAEC se realizé un co-cultivo de las células endoteliales y plaquetas
humanas como se describi6 anteriormente. Cada tratamiento fue valorado en tres

experimentos independientes.

Para el analisis de las plaquetas, 100 ul de cada muestra se incub6 durante 15 min a
temperatura ambiente con anticuerpo monoclonal anti CD26P y anti PAC marcados con FITC
y PE respectivamente. Posteriormente fueron lavadas con PBS para eliminar el exceso de
anticuerpos y fueron analizadas mediante citometria de flujo (BD Accuri C6), de acuerdo con
los parametros de tamafio, complejidad e intensidad de fluorescencia para cada uno de los
marcadores evaluados. Como control interno de la técnica y para la normalizacion de los
resultados, se utilizaron células (estimuladas o no estimuladas dependiendo el ensayo) sin

marcar.

7.3.6. Cuantificacion de Tromboxano A (TXA) en el modelo de co-cultivo estiulado con LPS de

A.actinomycetemcomitans
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La determinacion del Tromboxano A2 se realizé bajo el principio de ELISA competitiva

mediante el kit Cayman Chemical 28tem #501020.

7.4. Plan de tabulacidn y andlisis

Los datos se indicaron como medias mas o menos la desviaciéon estandar. Los datos se
analizaron por ANOVA de doble via para comparar pares de grupos seleccionados. Los datos
al no presentar una distribucién normal fueron analizados por el estadistico no paramétrico
de Dunnett. El andlisis estadistico se realiz6 con el programa informativo GraphPadPrismé6.

La probabilidad tenida en cuenta fue P< 0.05.

7.4.1. Hipdtesis estadisticas (alterna y nula)

@® H1: El Lipopolisacarido de A. actinomycetemcomitans induce activacion y adhesion
plaquetaria en el modelo de co-cultivo de HCAEC.
@® HO: El lipopolisacarido de A. actinomycetemcomitans no induce activacién, ni

adhesién plaquetaria en un modelo de co-cultivo con HCAEC.
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8. Consideraciones éticas

De acuerdo a las guias de buenas practicas clinicas del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad El Bosque y la resolucion 008430 de 1993 este estudio se

considera de riesgo menor al minimo.

Todos los procedimientos que se realizaran en el presente proyecto tienen aprobacion por
parte del Comité Institucional de Etica en Investigaciones de la Universidad El Bosque. Se

aprobd en la sesion extraordinaria de 3 de junio de 2014, Acta #011-2014 (anexo 2).

Obtencién de plaquetas humanas: En concordancia con los articulos 15 y 16 de la Resolucion
008430 de 1993 del Ministerio de Salud y Proteccién Social, la cual plantea la aplicacién del
consentimiento informado, el cual estara a cargo de la fundacién Hematolégica Colombiana,
que cual nos proveera las plaquetas humanas a partir de donantes voluntarios bajo el

convenio firmado entre la fundacién y la Universidad El Bosque (Anexo 1).

Tabla 2. Consideraciones Eticas

Requiere aval ético Nivel ético segiin resolucion 008430 de 1993 (marque con equis

(marque con equis) solamente si considera gue requiere aval ético)

Investigacion
Investigacion

Investigacién . con riesgo
S | X NO cOn riesgo X
sin riesgo mayor que el
minimo
minimo
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8.1. Consentimiento informado

EN CUANTO AL CONSENTIMIENTD INFORMADD

Con base en ¢ CONVEMIO DE COOPERACION INTERINSTITUCIONAL que se elabord, expresaments se
advirtid que en el ANEXNO CUATRD se indicarian las condiciones legales gue deberlz reunir el
CONSENTIMIENTO INFORMADD; por lo cual, a continuacidn se predisan bos siguientes aspectos:

1,

La FUMDACION HEMATOLOGICA COLOMBIA ya cuenta con un formato de consentimiento
Inforrmado, que al revisar con detenimients ES TOTALMENTE ADECUADO ¥ PERTIENENTE.

Aungue haoen faltan algunas complementacones adicionales que a rengldn seguido $e indican, NO
RESULTA WVIABLE QUE SE FIRBMEN D45 (2) DOMSENTIMIENTOS sobre o misma, por la gue lo que se
sugiere adicionar, incluyéndase o pegandale a continuacldn del dltime rengldn, dado que el sujets
sfilo suseriblrd una (1) vez, con la cobertura que se haya estipulado,

Asi las cosas, se recomienda enriquecer el referido consentimients con esta advertencia adicional:
“[..] Sin perjuicie de lo expuesto, expresamente manifiesto que de igual forma he side
debidamente informado sobre la eventualidad de que |&8 muestres de sangre que se obtengan,
puedan ser objeto de andlisis, investigacidn o estudio tanto clent(fico como académico, para la cual
j& FUNDACIKON HEMATOLOGICA COLOMEIA podrd celebrar los convenios de cooperacidn que a
bien estime, para llevar a cabo dicha finalidad a través de una Unlversided Colombiana de
raconocida trayectoria, tenrlendo en cuenta gue los resultados gue se concheyan serdn publicades y
divilgados de manera agregada, sin gue tercers alguns pueda identificar o personalizar tales
resultadas con una rmuestra especifica, nl muchos mencs con el donante al que ke cormesponden;
dado que se empleard el método de codificacidn recomendado para estos casos, presarvando mi
identidad, asi como manteniendo la canfidenclalidad v reserva debida sobra mis dates sensibles. En
consecuencia, he side notificado del debide cumplimients de las normas que regulan el HABEAS
DATA que me campete, particularmente las Leyes Estatutarias 1266 da 2008 ¢ 1581 de 2002; t Ley
1273 de 2009, el Decreto 1727 de 2008, el Decrato 1377 de 2013, las sentendias de la Corte
Constitucional C-1E6/2008, C-1011/2008, C-748/2011 y C-54042012, entre otras, junto con el
Decrete Unico 1074 de 2015 reglamentario parcialmente de la Ley 15EL, asi como la Circular
Externa 02 del 3 de noviembre de 2015 de la Superintendencia de Industria ¥ Comercio sobre bases
de datos y su registro, de manera que conazce mis derechos, al igual gue &l procedimiento para
consultar, presentar quejas o reclamaos, cbtener Informacidn o retirar libremente ¥ en cualquier
momento los datos suministrados, sin ninguna restriccion, dando por terminado la autorizackin
agui concedida. Asi las cosas, para estos dHtimos fines al igual gue para los exclusives efectos de la
inwestigacion en ciernes, los encargados de adelantar dichos estudios podrén ponerse en contacto
canmigo, con la reserva, respeto v demas precauciones dehidas, por lo que a cantinuacion irdica
cdrma me pusden ublcar. En sefial de plena conocimlento, conformidad, autorizacidn y aceptacion,
| suseribo a los {___) dias dal mes de dal afin () en laciudad de

a
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9. Resultados

9.1.Fase analitica

9.1.1. Purificacién y caracterizacion del LPS de A. actinomycetemcomitans

La caracterizacion del extracto de A. actinomycetemcomitans (A.a) fue determinado segun el
perfil electroforético. El quimiotipo del lipopolisacarido de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 29522 se clasific6 como tipo liso. La detecciéon de proteinas
contaminantes registré bandas para lipopolisacaridos comerciales con una masa cercana a
66 Kda, mientras que el lipopolisacarido obtenido para A.a después de la repurificaciéon no
presenté banda. La metodologia implementada en este estudio se realiz6é utilizando
diferentes técnicas previamente reportadas para la extraccidn, purificacion y caracterizacion

de LPS, una de ellas es el perfil electroforético. (Figura 6)

LWM E.coi  S.t R.s. F1C4P F1C4R
1 2 3 4 S 6

Figura 6. Perfil electroforético de lipopolisacdridos presentes en la fraccién 1 del lote 4 purificado y repurificado
LPS A.actinomycetemcomitans ATCC 29522, tincién plata.

Se sembré 10 pul en el carril 1, 15 ul para los carriles 2 - 6. Carriles: 1. Marcador de bajo peso molecular, 2.
Lipopolisacdrido comercial de Escherichia coli 0111:B4 (InvivoGen cat.#tlrl-3pelps) (6 ug/pozo). 3.
Lipopolisacdrido comercial de Salmonella typhimurium ATCC 7823 (Sigma cat.#L7261 lot # 68H404) (6 ug/pozo),
4. Lipopolisacdrido comercial de Rhodobacter sphaeroides DSM 158 (InvivoGen cat.#tlrl-rslps) (6 ug/pozo), 5.
Fraccion 1 lote 4 purificado Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 (15 ug/pozo), 6. Fraccion 1 lote
4 repurificado A. actinomycetemcomitans ATCC 29522 (15 ug/pozo).
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9.1.2. Viabilidad en HCAECs estimuladas con LPS de A. actinomycetemcomitans

Ninguna de las concentraciones de LPS de A. actinomycetemcomitans ATCC 29522 (1.0 3.5,y
7.0 ug/mL) afectaron la viabilidad celular. Este resultado refleja la integridad celular
endotelial con porcentajes de supervivencia por encima del 99% en comparacion con el
control (células sin estimular). El Triton al 1% produjo el 100% de muerte celular siendo

nuestro control positivo de muerte (p<0.05), (Figura 7).

140 4
120 4
100 4
80 -
60 -
40 -
20 -

0

Porcentaje Viabilidad Celular

Figura 7. Viabilidad de células endoteliales HCAEC estimuladas con LPS de A. Actinomycetemcomitans a dosis
repetidas. (1.0, 3,5y 7.0 ug/mL) por 24 h. El Tritén al 1% fue considerado nuestro control positivo de muerte
celulary células sin estimular como control de viabilidad. Se cuantificé el porcentaje de viabilidad celular respecto
al control. Cada barra representa la media en porcentaje * e.s.m. de tres experimentos independientes por
triplicado para cada tratamiento (n=3).

9.1.3. Viabilidad y toxicidad de plaquetas humanas estimuladas con LPS de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, microscopia de fluorescencia
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La viabilidad celular fue evaluada por la conversiéon de calceina-AM a calceina (verde)
mediada por la enzima intracelular esterasa mediante microscopia de fluorescencia, donde
se evidencia claramente el aumento de agregacion plaquetaria y se descarta la muerte celular

(Figura 8).

Figura 8. Viabilidad y toxicidad de plaquetas humanas estimuladas con LPS de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, microscopia de fluorescencia. Plaquetas en suspensiéon en ldminas portaobjetos
estimuladas a diferentes concentraciones de LPS A) [100ug/mL], B) [75ug/mL], C) [25ug/mL], D) [7.0 ug/mL], E)
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[1.0 ug/mL]. La viabilidad celular fue evaluada por la conversién de calceina-AM a calceina (verde) mediada por
la enzima intracelular esterasa mediante microscopia de fluorescencia.

9.1.4. Citotoxicidad plaquetaria estimulada con lipopolisacdrido de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.

Las plaquetas al ser estimuladas con LPS de A. actinomycetemcomitans; nos permitié
observar que ala maxima concentracion evaluada de LPS (200 pg/mL) induce muerte celular
lo que sugiere que se afecta su integridad ya que presentan una baja viabilidad con un
porcentaje de 1.8 % con respecto a los otros tratamiento; ademdas muestra datos similares al

control de muerte (triton 1%) (Figura 9).
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Figura 9. Citotoxicidad plaquetaria estimulada con lipopolisacdrido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Las plaquetas fueron estimuladas con LPS por 24 h. El Tritén al 1% fue considerado nuestro control positivo de
muerte celular y células sin estimular como control de viabilidad. Se cuantificé el porcentaje de viabilidad celular
respecto al control. *Cada barra representa la media en porcentaje * e.s.m. de tres experimentos independientes
por triplicado para cada tratamiento (n=3).

34



9.1.5. Viabilidad plaquetaria y celular en modelo de co-cutlivo estimulada con lipopolisacdrido

de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

En la siguiente grafica corroboramos como se altera la viabilidad de las plaquetas en
concentraciones de 200 ug/ml de LPS de A. actinomycetemcomitans ya que obtuvo un
porcentaje bajo de viabilidad (17,9 %) en comparacion con el porcentaje de viabilidad
presentado en el resto de las concentraciones de LPS, de tal modo que dicha concentracién

no es recomendable utilizar es estudios posteriores (Figura 10).
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Figura 10. Viabilidad plaquetaria y celular en modelo de co-cutlivo estimulada con lipopolisacdrido de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Las plaquetas y células HCAEC fueron estimuladas con LPS por 24 h. El
Tritén al 1% fue considerado nuestro control positivo de muerte celular y células sin estimular como control de
viabilidad. Se cuantificé el porcentaje de viabilidad celular respecto al control. *Cada barra representa la media
en porcentaje * e.s.m. de tres experimentos independientes por triplicado para cada tratamiento (n=3).

9.1.6. Determinacion del modelo de co-cultivo para los ensayos de adhesién y activacion

plaquetaria.
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Con respecto a los experimentos realizados del estudio piloto de co-cultivo, evaluando la
expresion de COX-2 en plaquetas humanas y HCAEC estimuladas con LPS de A.
actinomycetemcomitans; utilizando como control células y plaquetas sin estimulo se pudo
demostrar que la expresion de COX-2 presenta valores menores al control sin estimulo (1)
en protocolo 1 a ambas concentraciones de LPS 7.0 y 3.5 pg/mL (0,58 y 0,38
respectivamente), mientras que en protocolo 2 se presentd un aumento de la expresion de
COX-2 3,1 y 3,3 veces a las concentraciones de 7.0 y 3,5 pg/mL en comparacion al control
(p<0,05) (Figura 11).

Bl Modelo 2

3,5 A1

S.E LPS A.a 15 ug/mlL LP5 A.a 3,5 ug/mL

Expresion COX-2
Veces de cambio respecto al control

Figura 11. Expresion de los genes de COX-2 en células HCAEC (n=2 por tratamiento). Se realizé la evaluacién del
RNAm en HCAEC estimuladas con LPS de Aggregatibacter actinomycetemcomitans de acuerdo a los tratamientos
preestablecidos. Se usé la técnica de RT-PCR SYBR Green para la cuantificacién del RNAm. Los resultados muestran
las veces de cambio de la expresion del receptor con respecto al grupo control sin estimulo. Se realizaron
experimentos independientes por duplicado.

9.1.7. Activacion de PACy P/E-selectina en células HCAEC y Plaquetas humanas estimulados

con LPS y bacteria completa de A. actinomycetemcomitans
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EL LPS A. actinomycetemcomitans a las diferentes concentraciones evaluadas (1.0 ug/DA, 1.0,
3.5, 7.0 pg/DC) tanto dosis aguda (DA) como dosis crénica (DC) no induce un aumento en la

expresion de P-selectina en plaquetas en relacion al control SE (1,3%) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de expresion de P- selectina en plaquetas. selectina en plaquetas humanas estimuladas con
LPS (1.0, 3,5y 7.0 ug/mL) a dosis tinica (DA) y repetida (DC) . Cada barra representa el promedio e.s.m. de n=3;
*p<0,05 con respecto control plaquetas y co-cultivo sin estimular.

9.1.8. Porcentaje de expresion de P-selectina en células endoteliales HCAEC

AL estimular las células endoteliales HCAEC con LPS de A. actinomycetemcomitans a
diferentes concentraciones (1ug/DA, 1, 3.5, 7 ug/DC), se determiné que la expresion de  P-
selectina es mayor a la dosis de 7 pg/DC con respecto al SE. El (*) representa la mayor

significancia estadistica (P >0.05) (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de expresion de P-selectina en células endoteliales HCAEC. Expresion de P-selectina en
células HCAEC estimuladas con LPS (1.0, 3,5y 7.0 ug/mL) y BC MOi: 100 a dosis tUnica y repetida. Cada barra
representa el promedio e.s.m. de n=3; *p<0,05 con respecto control HCAEC y co-cultivo sin estimular

9.1.9. Porcentaje de expresion de complejo de activacion plaquetaria (PAC).

Con respecto a la expresion del receptor activador plaquetario (PAC) no se presento

modificaciones en el porcentaje de su expresion con ninguno de los tratamientos evaluados

en comparacion al SE (P >0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de expresién de complejo de activacién plaquetaria (PAC). Expresion de PAC en plaquetas
humanas estimuladas con LPS (1.0, 3,5y 7.0 ug/mlL) a dosis tinica y repetida. Cada barra representa el promedio
e.s.m. de n=3; *p<0,05 con respecto control plaquetas y co-cultivo sin estimular.

9.1.10. Cuantificacion de niveles de Tromboxano A2 en el modelo de co-cultivo de HCAEC y
plaquetas humanas estimuladas con LPS y bacteria completa de A.

actinomycetemcomitans.

Con respeto a los niveles de tromboxano A2, nuestros resultados permiten demostrar que
hay un aumento de la produccidn de esta molécula en el modelo de co-cultivo estimulado con
el LPS de A. actinomycetemcomitans a las tres concentraciones evaluadas en compracion con
los controles: células sin estimular 1,6 pg/mL y co-cultivo 1,5 pg/mL. Al comparar la
administraciéon a dosis Unica y repetida los valores de tromboxano A2 fueron muy similares
DA (764 pg/mL) y DC (783 pg/mL), ala concentracion de 3,5 pg/mL se presenté el mayor
incremento de 1266 pg/mL y se disminuye a 532 pg/mL cuando se utilizé a concentracion

de LPS de 7.0 ug/mL (p<0,05) (Figura 15).
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10.Discusion

La exposicidn bacteriana sistémica en individuos con enfermedad periodontal se asocia con
enfermedad cardiovascular coronaria y aterogénesis temprana con un cociente de
probabilidad de 1.74 (intervalo de confianza de 95% [95%CI] 1.32 - 2.34; P> .0001)
(Mustapha et al, 2007).

Un deficiente tratamiento periodontal aumenta el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares; ademas en pacientes con periodontitis ocurren bacteriemias y
endotoxemias después de masticar, cepillar o recibir dicho tratamiento periodontal (factores
inflamatorios locales) que llegan a inducir una respuesta proinflamatoria crénica y sistémica

(Geerts et al, 2002).

Sin embargo, estos estimulos inflamatorios locales (que se filtran de los tejidos periodontales
infectados a la circulacién) o los estimulos inflamatorios sistémicos (resultantes de las
respuestas inmunes a la bacteremia asociada a la periodontitis) pueden inducir la activacion
de células endoteliales y plaquetarias. Ademas, la interaccién directa entre patégenos y
células endoteliales podria contribuir al desarrollo de la enfermedad cardiovascular (L. LI et

al, 2002).

Se han identificado microorganismos que mediante la invasion directa al torrente sanguineo
contribuyen a la formacion de placas aterosclerdticas y afecciones cardiovasculares
potenciales. Estudios in-vitro realizados han demostrado que los factores de virulencia de las
bacterias periodontales patégenas como el LPS sumados a los mecanismos de accidn de estas
inducen disfuncion endotelial y su relacion con la aterosclerosis (Howell et al, 2001),

(Gualtero et al, 2018).

En la aterosclerosis dada por la disfuncién endotelial ocasionada a su vez por la
diferenciacion de macroéfagos y conversion en células espumosas, se ha observado que junto

con el LPS de A.a y lipoproteinas de baja densidad en modelos de cultivo de células
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endoteliales de vena de cordén umbilical humano (HUVEC) y células aorticas humanas
(HCAEC), inducen la expresion de citoquinas pro inflamatorias factor de necrosis tumoral
(TNF-a) e interluquina-6 (IL-6) y molécula de adhesién intercelular 1 (IK-1) (Libby et al,
2013).

Anteriormente la disfunciéon endotelial, se asocia con un aumento de la expresidon de las
moléculas de adhesion (ICAM/CD54, PECAM/CD31, VCAM/CD106, P-Selectina), asi como la
activacion de las plaquetas que se pueden generar con la periodontitis; debido a esto la
importancia de nuestro estudio fue evaluar los niveles y expresion de moléculas

coadyuvantes como son PAC, tromboxano A2 (TBX-2) y P-Selectina (Lakio et al, 2006).

La P-selectina desempefia un papel fundamental en la inflamacién y el desarrollo de
enfermedades trombéticas y cardiovasculares. En consecuencia, los niveles elevados de  P-
selectina se encuentran en la periodontitis y (otras formas de) enfermedades inflamatorias,
ésta podria contribuir a la gravedad de dichas enfermedades al mejorar el reclutamiento de
leucocitos a la lesion vascular y, por lo tanto, promover la progresion de la enfermedad

(Woollard et al,, 2006).

Es importante destacar que estas afirmaciones estan correlacionadas con los resultados
obtenidos en el presente estudio ya que los datos obtenidos en cuanto a la expresion de  P-
selectina en células endoteliales son estadisticamente significativos para la concentracién de
7.0 p DC de LPS de A. a lo que es fundamental para la agregacién plaquetaria y como

consecuencia de desarrollar enfermedades cerebrovasculares.
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11.Conclusiones

+ La respuesta endotelial dada por el lipopolisacarido de A. actinomycetemcomitans
puede ser alterada por el nimero o concentraciones de dosis a la que expone el
endotelio, confirmando que la exposicidn in vitro a dosis repetidas con la endotoxina
de este periodontopatdgeno puede llevar a un mejor entendimiento de la disfuncion
endotelial, la activacion y/o adhesidon de moléculas pro inflamatorias inducidas por

esta bacteria.

+» El disefio del modelo de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas permitié
determinar la expresion de moléculas de adhesion como P-selectina en células
endoteliales estimuladas con LPS de A. actinomycetencomitans a la concentracién de
7 pug/mlL, indicando que este periodontopatégeno juega un papel importante en la
interacciéon entre célula endotelial y plaqueta lo que conlleva a la produccion y

progresion de los procesos aterotromboticos.

¢ En el modelo de co-cultivo de plaquetas humanas y HCAEC se determindé que el LPS de
A. actinomycetemcomitans induce un aumento de los niveles de tromboxano A2, lo que
indica que esta endotoxina puede conllevar a la activacion, adhesion y agregacion

plaquetaria mediante la via asociada a tromboxano A2.
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13. Anexos

Anexo 1. Carta de convenio entre la fundaciéon Hematolégica Colombia y Universidad El Bosque

CONVENIO DE COOPERACION CIENTIFICA INTERINSTITUCIONAL CELEBRADO
ENTRE LA

FUNDACION HEMATOLOGIGA COLOMBIA ¥ LA UNIVERSIDAD EL BOSQUE

Entre los suscritos, a saber: Por una parte, MONICA PATRICIA RESTREPO SIERRA,
mayor de edad, domiciliada en Bogota D.C., identificada con la cédula de civdadania
nomero 51.891.839 de Bogotd, guien dada su calidad de Presidente, obra como
Representants Legal de la FUNDACION HEMATOLOGICA COLOMBIA, entidad privada
sin animo de lucro, con personeria juridica reconocida mediante Resolucién Mo, 55 del
quince (15) d enero del afio dos mil dos (2002} proferida por la Secretaria Distrital de
Salud de Bogota D.C.. con domicilio &n dicha ciudad, estando debidamente facultada para
celebrar el presente convenio, de acuerdo con el certificade de existencia v
representacion legal expedido por la Camara de Comercio, cuya copla se adjunta
(ANEXO UMOQ), parte que en adelante y para los efeclos de este negocio juridico se
denominara LA FUNDAGION: y, por la otra, RAFAEL SANCHEZ PARIS, también mayor
de edad, domiciliado en esta ciudad, identificado con la cédula de ciudadania nimero
#0.410.714 de Bogota, quien dada su calidad de Rector, obra como Representante Legal
de la UNIVERSIDAD EL BOSQUE, institucion de educacion Superior, sin animo de lucro,
con personeria juridica otorgada mediante Resolucion No. 11153 del cuatro (4) de agosto
de 1978 y reconocida institucionalmente como Universidad mediante Resolucidn No. 327
del cinco (5) de febrero de 1987, ambas expedidas por el Ministerio de Educacidn
Macional, estando debidamente autorizado para estos propdsitos, todo lo cual consta en
el respectivo certificado de existencia y representacion legal cuya copia también se
adjunta (ANEXO DOS), parte que en adelante se dencminara LA UNIVERSIDAD; se ha
celebrado el presente  CONVEMICO DE  COOPERACION  CIENTIFICA
INTERINSTITUCIONAL, que sa regirda por las clausulas que se indican mas adelante,
previas las siguientes

CONSIDERACIONES

PRIMERA: Qus LA FUNDACION tiene dentro de sus objetives ejecutar proyectos
relacionados con la salud en todas sus fases, bien sea directameanta o en asocio con ofras
entidades.,

SEGUNDA: Que dentro de los propdsitos fundamentales de LA UNIVERSIDAD se
encuentra la generacion, transformacian y transmisidn de conocimiento, lo cual se refleja
en su Poliica de Investigacion, por conducte de la Vicerrectoria correspondients,
buscando contribuir al desarrollo cientifico y tecnoldgico, mediante la produccion de
saberes especializados y/o téenicos, junto con la investigacion, innovacian, transferencia y
apropiacién de tecnologias, metodologlas, adaptaciones yo creaciones dirigidas al
mejoramiente de las condiciones de salud, bienestar y productividad de la poblacidn
colomblana.

TERCERA: (Que ambas partes se encuentran en capacidad de aunar esfuerzos,
aprovechando las fortalezas que posee cada una, a la vez gue cCoOMPEensan SUs propias
debilidades, gracias a la cooperacién reciproca que pretenden adelantar mediante el
perfeccionamiento del presente convenio, el cual lo entienden como un MEGOCIO

@)z ot



CONVENIO DE COOPERACION CIENTIFICA INTERINSTITUCIONAL CELEBRADO
ENTRE LA

FUNDACION HEMATOLOGICA COLOMBIA ¥ LA UNIVERSIDAD EL BOSQUE

DECIMA: MODIFICACIONES AL COMVENIO E INTEGRALIDAD.- Las partes han acordado
como requisito para la existencia v perfeccionamiento de este comenio, que sea plasmado por
escrito debidameanta firnado, siendo un formalismo voluntario concertado. De ahi que, cualguier
eventual modificacidn al mismo, para su existencia, debera obsenvar idéntica solemnidad; es decir,
que tendra que amrdasepraﬁamntayserplaa‘nadaenelrespeﬂﬁmDTROSf.

Se deja presente que este negocio juridico junto con sus anexos, constituyen &l marca juridico
comvenide, regulando integramenie k3 matera objete del misme, reemplazando cualguier ofro
acusrdo pravio que se hubiers llevado a cabo entre 1as partes sobre el mismo tema.

DECIMO PRIMERA; CESION Y SUBCONTRATACION.- Ninguna de las partes podrd ceder total o
parcialmente la posicion contractual que ostenta en &l presente negocio juridico, asi como tampoco
podrd subcontratar las obligaciones que ke compsten ni cader los derechos que se derivan, sin fa
previa autorizacion escrita de la otra parte; por cuanto ambas entienden y aceptan que este convenio
=@ calebra en razdn a la calidad y experticia de los suistos, siendo por tanto infuio persanae.

En sefial de entendimiento, conformidad y aceptacion, se suscribe en Bogota D.C., a los
wiEinhoen0 dias del mes de del afio dos mil diez y seis (2016), en dos (2)
ejemplares del mismo valor y contenido con destino a cada una de las panes.

LA FUNDACION LA UNIVERSIDAD

DACION HEh'l-’=.| l..HHh!.
ra B3 NU

r:fgg:o 5 =
c.C. 51 391 539 de Bogota
PRESIDENTE

FUNDACION HEMATOLOGICA UNIVERSIDAD EL BOSQUE
COLOMBIA

‘ Area Contratos
Nit. 835.000.257-5
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la Universidad El Bosque

UNIVERSIDAD

EL BOSQUE

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN INVESTIGACIONES DE LA UNIVERSIDAD EL BOSQUE

MIEMBROS

MONICA RIVA GUTIERREZ
Psicologa MSc.

Experta en Metodologia de la
Investigacidn

Presidenta

MARIA CRISTINA MEJIA G.
Psicdloga

Representante de la Comunidad
Secrelaria Ejecutiva

NADIA YADIRA CASTANEDA G
MSc. cPhD.

Lic. Biologia y Quimica
Investigadora

NOHORA JOYA RAMIREZ
Psicdloga MS, cPhD.
Experta en Bloélica

BORIS JULIAN PINTO B,
Médico MSc.
Experto en Bioética

JAIRO ANDRES MARTINEZ J,
Médico MSc.
Farmacélogo

LILIANA OVIEDO ALBAN
Psicloga MSc.

Representante de la Comunidad

ABELARDO LEAL HERNANDEZ
Abogado Me. ¢PhD.
Abogado

OSCAR RODRIGUEZ AGUIRRE
MSc. PhD.

Experto en Metodologia de la
Investigacion

Bogota, D.C., 4 de Junio de 2014

Doctoras

Gloria Lafaurie Villamil

Diana Marcela Buitrago Ramirez
Grupo de Investigacion UIBO
Facultad de Odontologia
Universidad El Bosque

Ciudad

Protocolo: "Evaluacion in vitro e in vivo del Efecto de
los Polifenoles: Acido Cafeico y Acido Clorogénico
sobre la Disfuncién Endotelial y Adhesion Plaquetaria
Inducida por el Lipopolisécarido de P. Gingivalis".

Investigadoras Principales: Dra, Gloria Inés Lafaurie
Dra, Diana Marcela Buitrago Ramirez.

Respetadas Doctoras:

Estamos informando que ef Comité Institucional de
Etica en Investigaciones, de la Universidad EI Bosque,
en la sesion extraordinaria del 3 de Junio de 2014, Acla
#011-2014, revisb las correcciones del proyecto de
referencia y se aprueba, ya que cumple ya que cumple
con los requisitos éticos.

Atentamente,

vy

NICA RIVA GUTIERREZ
Presidenta
Comité Institucional de Etica en

copia: Dr. MIGUEL OTERO CADENA
Vicerrectoria de Investigaciones

Anexo 2. Acta 0011 del 04 Junio 2014, aprobacion del Comité Institucional de Etica en Investigaciones de
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UNIVERSIDAD

ELBOSQUE

ACUERDO No. 11310 DE 2012

Por el cual se autorizan los nombramientos pare ¢l Comité de Etica Institucicaal de
Investigacion de la Universidud El Bosque, para el pericdo comprendida entre el Tro. de
septiembre de 2012 y el 31 agosto de 2014,

|
| Cansejo Diroctivo, en uso d¢ Iss atribuciones legades que Js confiere el Estatuto de In
iversidad El Bosgue, en su sesidn oedinasia del dia 29 de agoste de 2012, oot 995, y

t CONSIDERANDO

el Ruglamento del Comité de Frica de ln Tnvestigacién, en i srticulo Iro, estableas
los miembros del Comitd deben ser nembrados por el Consejo Directivo.

)ue Ia selecchin de los candikintos se realizd mediante convecatoria piblica extema ¢

p:mu.
Qe ¢l Ja comisién mombrada por ol Conssjo Directivo, revisd v analizd las hojas de
i que se recibieron en la comvocatoris para coastitule los miembros del comid y

koudid estificar por un periodo de dos aflos » los siguicntes miembros: JORGE AR?
IORIEGA ALVARADO, NADIA YADIRA CASTANEDA GARCIA, BORIS FJULIAN PINTO
USTAMANTE, LILIANA OVIEDO ALBAN, JAIRO ANDRES MARTINEZ JIMENEZ, MARIA
RISTINA MEJIA CAVILANGS, MONICA RIVA GUTIERREZ y NOMORA STHLLA JOYA
AMIREZ ¥ nowsdirar ¥ Dy ARFLARDO LEAL HERNANDEZ - Abhaogrdn

ACUERDA

WRTICULO PRIMERO, Autorizar s siguientes nombramientos pare el Comité de
fica Institucional de Investigacicn de la Universidad El Bosque, para ¢l periodo
omprevelido entre ¢l 1m. de septiembre de 2012 v ¢l 31 de agosto de 2014,

MORGE ARINORIEGA ALVARADO Txperio en Metodolagla de X Ioveigackin
NADEA YADIRA CASTAREDA GARCIA 1
BORIS JULIAN PINTO BUSTAMANTE Expeorio en Riodtics
LILIANA OVIEDO ALBAN Reprasercante <o Ja Comusidad
JAIRO ANDRES MARTINEZ JIMENEZ Faemastlogo
MARIA CRISTINA MEIA GAVILANES Represeamene de ln Cormenl dad
MONICA JUVA GUTIERREZ Expern en Metodologia de a lnvestigesidn
NOUORA STRLLA JOYA RAMIREZ Experta en Blodtice
ADZLARDO LEAL HERNANDEZ Abagads
2o en Bogotd, D.C,, & los veintinueve (29) dias del osto de 2012

DTIFIQUESE, COMUNIQUESE Y CUMPLASE
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