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RESUMEN

Efecto de Porphyromonas gingivalis en la Activacion y Adhesion de
Plaquetas Humanas en Co-cultivo con Células Endoteliales de arteria
coronaria humana

Antecedentes: Estudios epidemiolégicos han evaluado la asociaciéon de
periodontitis como factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares, ha
sido respaldada por el aislamiento e identificacién de periodontopatogenos
en placas ateroscleréticas, siendo Porphyromonas gingivalis el mas
reportado, asi como su lipopolisacarido (LPS).Estudios de experimentacién
P. gingivalis puede inducir la producciéon de citoquinas proinflamatorias
activan mecanismos que estimulan la producciéon de factores proagregantes
plaquetarios como el factor Von Willebrand y tromboxano Ay; la activacién
plaquetaria y subsecuente agregaciéon, en la activacion de células
endoteliales que implica la expresién o liberacidon de varios factores como
las moléculas de adhesién P-Selectina, VECAM-1, PECAM-1 conllevan la
progresién de procesos ateroesclerdticos. Sin embargo, la mayoria de
estudios se han desarrollado en cultivos de células en monocapa o en
modelos de co-cultivo en células de cordén umbilical (HUVEC).

Objetivo: Evaluar el efecto de la bacteria completa y el lipopolisacarido de
Porphyromonas gingivalis W83 en la activacion y adhesion de plaquetas
humanas en co-cultivo con células de arteria coronaria humana (HCAEC).
Materiales y Métodos: Estudio experimental in vitro. Se desarrolld un
modelo de co-cultivo con plaquetas humanas y células HCAEC, el cual se
estimulé con LPS (1,0 3,5 y 7,0 pg/mL) bacteria completa de P. gingivalis
(MOI: 100) a dosis repetidas. Se evalué mediante citometria de flujo las
moléculas de adhesion (P/E-selectina), activacion (PAC) y mediante ELISA
el tromboxano A;.

Resultados: EL LPS de P. gingivalis induce un aumento de la expresion de
PAC y P/E -selectina en plaquetas a la maxima concentracién evaluada 7,0
pg/mL, mientras que la bacteria completa indujo un aumento solo de P/E-
selectina en plaquetas en comparacion frente a control. No se presentd
cambios significativos en la expresion de estas moléculas en células HCAEC
(p<0,05).

Conclusiones: Porphyromonas gingivalis induce un aumento de la
expresion de moléculas de adhesidn y activacién plaquetaria en un modelo
de co-cultivo con HCAEC, demostrando in vitro el efecto de este
periodontopatégeno sobre la activacion y progresion de procesos
ateroescleroticos.

Palabras claves: Co-cultivo, Porphyromona gingivalis, P/E-selectina, PAC,
procesos ateroescleroéticos.



ABSTRACT

Efect of Porphyromonas gingivalis on human platelet activation and
adhesion in co-culture with human coronary artery endotelial cells
Background: epidemiological studies have evaluated the association of
periodontitis as a risk factor for cardiovascular diseases, which has been
supported by the isolation and identification of periodontopathogens in
atherosclerotic plaques, being Porphyromonas gingivalis the most reported
as well as its lipopolysaccharide (LPS). In experimental studies, P. gingivalis
can induce the production of proinflammatory cytokines activating
mechanisms that stimulate the production of platelet pro-aggregatory
factors such as Von Willebrand factor and thromboxane A2. Platelet
activation and subsequent aggregation, in the activation of endothelial cells
that involves the expression or release of several factors such as adhesion
molecules P-Selectin, VCAM-1, PECAM-1 involve the progression of
atherosclerotic processes. However, most studies have been developed in
monolayer cell cultures or in co-culture models in umbilical cord cells
(uca.

Objective: To evaluate the effect of the complete bacterium and the
lipopolysaccharide of Porphyromonas gingivalis W83 on human platelets
activation and adhesion in co-culture with human coronary artery
endothelial cells (HCAEC).

Materials and Methods: In vitro experimental study. A co-culture model
was developed with human platelets and HCAEC, stimulated with LPS (1,0
3,5 and 7,0 pg/mL). Complete bacterium of P. gingivalis (MOI: 100) at
repeated doses. The adhesion molecules (P/E-selectin), activation (PAC)
were evaluated by flow cytometry and thromboxane A2 was evaluated with
ELISA.

Results: The LPS of P. gingivalis induces an increase in the expression of
PAC and P/E -selectin in platelets at the maximum concentration evaluated
7.0 pg/mL, while the complete bacterium induced an increase only of P/E-
selectin in platelets compared to control. There were no significant changes
in the expression of these molecules in HCAEC cells (p <0.05).

Conclusions: Porphyromona gingivalis induces an increase in the
expression of adhesion molecules and platelet activation in a co-culture
model with HCAEC, demonstrating in-vitro the effect of this
periodontopathogens on the activation and progression of atherosclerotic
processes.

Keywords: Co-culture, Porphyromona gingivalis, P/E-selectin, PAC,
atherosclerotic processes.



1. Introduccion

Los estudios epidemioldgicos que han evaluado la asociacion de riesgo de periodontitis
para enfermedades cardiovasculares han sido objeto de revisiones sistematicas y se ha
encontrado que al analizar la evidencia en conjunto, se mantiene una asociacién entre la
periodontitis y enfermedades cardiovasculares como el infarto agudo de miocardio, e
incluso la asociaciéon con periodontitis tiene mayor fuerza con accidente cerebro-vascular
(Janket et al,, 2003). La infeccién periodontal de naturaleza crénica parece perpetuar una
respuesta sistémica mediada por antigenos de bacterias que activan anticuerpos, células
endoteliales y monocitos generando un aumento en los niveles circulantes de citosinas,
proteinas de fase aguda, factores pro-inflamatorios y pro-coagulantes que aumentan el
riesgo cardiovascular (Noack et al,, 2001;Slade et al., 2003). Altos niveles de anticuerpos para
P. gingivalis han sido altamente asociados con arterioesclerosis (Noack et al,, 2001;Janket et

al,200,3).

El lipopolisacaridos (LPS) promueven la activacion e inflamacién de manera similar; de los
mecanismos de transcripcion y postransduccional interrelacionados con los mecanismos
intracelulares, en los que se incluye: 1) Activacién de la fosfolipasa C y proteina quinasa C,
que conduce a estimulacion de formacién de oxigeno reactivom. 2) La activacién de factores
de transcripcion tales como factores nucleares NF-kB, y la producciéon de citoquinas pro-
inflamatorias (TNF). 3) Activacion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) mediante la formacion de
prostaglandinas E2 (PGE2).4) Aumento de la produccion de éxido nitrico (NO) inducible
(Lund et al.,, 2007; Wostern et al., 2010).

La mayoria de estudios demuestran que el efecto proagregante plaquetarios producido por
los lipopolisacaridos de periodontopatégenos esta relacionado con el reconocimiento de
receptores TLR4. Aunque es evidente que muchas bacterias pueden adherirse a las
plaquetas e inducir la agregacién plaquetaria, es importante confirmar que esto no es
simplemente un artefacto in vitro. Por lo cual es importante evidenciar la generacién de la

sefial en las plaquetas en respuesta a su interaccién con las bacterias.

Se ha demostrado que Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), un patégeno periodontal

importante y frecuentemente aislado de bolsas infectadas de pacientes con periodontitis,



induce la expresiéon de moléculas de adhesién celular, incluyendo ICAM-1 (molécula de
adhesion intercelular), VCAM -1 (molécula de adhesién de células vasculares), P-selectina,
que se consideran pasos clave en el inicio de la disfuncién endotelial. Debido a que los
modelos in-vitro tradicionalmente han sido desarrollados a exposiciébn Unica de
endotoxinas o bacteria completa. Cuestionando su aplicacién en investigacion, lo cual no
refleja un aspecto importante de la asociacidn entre infeccidon y enfermedad cardiovascular
como lo es la reiterada exposicion del endotelio a los procesos de bacteremias y
endotoxemias, los cuales se han reportado en pacientes con periodontitis, especialmente
ante raspaje y alisado radicular, funcién masticatoria, cepillado y/o uso de seda dental
(Khlgatian et al., 2002) y que podrian representar cambios en la respuesta endotelial en
comparacién a los modelos de exposiciéon a dosis unica. Por lo cual es de gran interés
comparar la capacidad de respuesta del endotelio HCAEC co-cultivado con plaquetas
humanas para la evaluacién de moléculas de adhesiéon y activaciéon involucradas en

procesos pro-inflamatorios a dosis repetidas del lipopolisacarido (LPS) de P. gingivalis.



2. Marco tedrico

La enfermedad periodontal es una de las enfermedades inflamatorias crénicas mas
comunes en los seres humanos. Afecta a los tejidos que tienen los dientes firmemente en la
mandibula se inicia en forma de gingivitis, en ausencia de tratamiento, progresa de forma
continua a periodontitis y finalmente, pérdida de los dientes. Los agentes etiolégicos estan
presentes en el biofilm bacteriano, que se deposita continuamente en la raiz y en la
superficie del diente (Champaiboon et al., 2014). Su etiologia es multifactorial y su
prevalencia se estima entre el 30 y el 40 % de la poblacion adulta. En las bolsas
periodontales existen mas de 15 linajes bacterianos donde en cada uno de ellos contiene
mas de 100 géneros y 600 especies. En las bolsas periodontales existen mas de 15 linajes
bacterianos donde en cada uno de ellos contiene mas de 100 géneros y 600 especies. (Lopez

etal., 2003).

Socransky et, al (1992) indujeron complejos bacterianos donde el complejo rojo se
encuentran los anaerobios mas frecuentes asociados a la periodontitis entre esos P.
gintgivalis se aisla del surco gingival especialmente cuando no existe una buena salud
periodontal, y se ha asociado especialmente con la progresion de la periodontitis crénica en

el adulto (figura 1).

Apece
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S. mitis
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Figura 1. Complejos Bacterianos (Socransky y cols 2008).



Se caracterizan por ser bacilos pleomoérficos o cocobacilos, inmoéviles, no esporulados.
Carecen de metabolismo fermentativo. La cisteina proteinasas producidas por este
patégeno, denominadas gingipainas, se consideran importantes factores de virulencia.
Entre otras muchas actividades potencialmente nocivas, las gingipainas especificas de
arginina-R (RgpB y HRgpA) activan eficazmente los factores de coagulacion (Socransky y

Haffajee,1992).
2.1.  Porphyromona gingivalis

Es un cocobacilo gram negativo, anaerobio no esporulado que mide 0.5 - 0.8 um x 1 - 3.5 pym
(figura 2), habita en el area subgingival y esta implicado en la etiologia y patologia de la
enfermedad periodontal. Los factores facultativos de virulencia que posee son capsula y
fimbrias; las fimbrias son apéndices filamentosos cuyo principal componente es una
proteina que media la adherencia a componentes de la matriz extracelular a otras cepas

bacterianas y a células de la inmunidad innata (Orrego et al., 2015).

Figura 2. Colonias de P. gingivalis (Gualtero et al, 2014)

2.2.  Estructura de lipopolisacdrido y su actividad endotdéxica

El Lipopolisacarido son polimeros complejos con restos de acidos forman la mayoria de la
capa externa de la membrana de bacterias Gram-negativas. Inducen una respuesta inmune
local y sistémica en el hospedero (Silipo et al., 2009) (figura 3). Estan en la membrana
externa de la envoltura celular bacteriana. Se compone de una porcion lipido A, en la cara
externa de la membrana externa de la bacteria, y una porcion hidrofilica compuesta por

azucares que presenta una gran variabilidad estructural (Rojas,1998).
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Figura 3. Estructura del lipopolisacarido(Gemma et al,2016)
e Ellipido A es responsable de las propiedades fisiopatolégicas de las endotoxinas.
e Elpolisacarido O, porcién mas externa, de la bacteria su especificidad serolégica.

e Eloligosacarido nuclear o core une el polisacarido O al lipido A.

El lipopolisacarido es un glicoconjugado lipidico que mantiene la integridad estructural de
las bacterias Gramnegativo y forma una barrera selectiva que limita la entrada de moléculas
hidrofébicas y quimicos tdxicos, como detergentes y antibidticos, ademas es esencial para el
anclaje de proteinas externas de membrana (Jain y Darveau, 2010). Estd compuesto de 3
dominios: lipido A, core de oligosacarido y el antigeno O también conocido como
polisacarido O. El lipido A es el componente interno del LPS que le confiere anclaje a la
membrana ademas de las propiedades endotoxicas caracterizado por ser el componente
mas conservado en estructura y forma. El O-polisacarido por su parte es la porciéon mas
externa del LPS y su estructura es altamente variable y también inmunogénica, lo que

permite la tipificacion tal como se describié anteriormente (Jain y Darveau, 2010).
2.3 Efecto del Lipopolisacdrido sobre la Disfuncion Endotelial

Parametros clinicos como el sangrado gingival hacen parte de la inmunopatogénia de
asociacidon entre periodontitis y aterosclerosis ya que bacteriemias transitorias han sido
ampliamente reportadas en paciente con periodontitis (Glurich et al., 2002), lo cual se traduce
en mayores niveles de marcadores biologicos de inflamaciéon como son el TNFq, IL-1, IL-6 y
PCR (proteina c reactiva) ultrasensible; comparados con pacientes que no sufren

periodontitis (Loos et al., 2000; Noack et al.,, 2001).



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 (Kinane et al, 2005; Iwai, 2009) e incluso con las
actividades diarias como es la masticacion y el cepillado (Noack et al.,, 2001). Recientemente
se demostré que el tratamiento periodontal induce inflamacion sistémica y disfuncion
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
inflamaciéon sistémicos y de disfuncion endotelial en estudios de corto tiempo, no hay
evidencia de que prevenga eventos de enfermedad cardiovascular aterosclerotica (Lockhart
etal, 2012).

La respuesta inmune innata esta fuertemente implicada en la asociacién entre periodontitis
y enfermedad cardiovascular siendo la activaciéon 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, IL-

6y el TNF-a y de CRP (Katz et al., 2001; Kinane et al., 2005).

El modelo que explica la posibilidad de desarrollar aterosclerosis mediado por endotoxinas
basado en estudios in vitro con E. coli (Hirschfeld et al, 2001) propone que los LPS en
circulacion se unen a la proteina de uniéon a LPS (LBP) facilitando su uni6on a los CD14
soluble (sCD14) o a CD14 de membrana (mCD14) lo que conduce a la activacion de células
del endotelio via TLR4 (Rurenga et al, 2013). Como respuesta al estimulo, las células
endoteliales producen moléculas pro-inflamatorias como IL-6, TNF alfa, superoxido (02-),
IL-8 y proteina quimioatractante de monocito (MCP-1) (Nakamura et al.,, 2008). Estas dos
ultimas inducen el reclutamiento de monocitos y linfocitos T en lesiones sub-endoteliales
potenciando la adhesion leucocitica al endotelio a través de moléculas de adhesion
intercelular VCAM-1(molécula de adhesion de células vasculares 1), ICAM-1(molécula de
adhesion intercelular 1) (Nakamura et al, 2008) que acompafado de la expresion de
molécula-1 de adhesidn celular plaqueta/endotelio (PECAM-1) permite la migracion trans-

endotelial del monocito hacia el sub-endotelio (Stoll et al., 2004).



2.4 Fisiologia plaquetaria
Hemostasia primaria

Es el proceso inicial en la agregacion plaquetaria y en el que se da la formacion del tapon
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 Agregacién

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 adhesion 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 fijacion de la plaqueta al

colageno (figura 4).

Matriz subendotelial

Célula endotelial

Trombina
C? ADP
Trhy
Plagueta
. GP V1
Serotonina
Epinefrina V P-selectina
ATP

GPIIb/Na
Plagueta

A Coldgeno
GPIb

FviV
Figura4. Agonistas y proteinas principales de adhesion plaquetaria. (Lopez Farré et al,2013).

Al activarse las plaquetas se deforman convirtiéndose en esferas con prolongaciones del

citoplasma, mas conocidos como pseuddépodos e inicia simultaneamente la secreciéon de



sustancias desde los granulos, como: adenosin trifosfato, factor plaquetario 4, calcio,
serotonina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, tromboxano A2, factor V,
fibrin6geno, de los cuales podemos considerar algunos como agonistas en el proceso de
agregacion plaquetaria, estimulando la unién de unas plaquetas con otras, mediante el
reclutamiento de células y el crecimiento del codgulo y a este ultimo mecanismo se le

conoce como agregacion plaquetaria.

Las plaquetas se adhieren a superficies artificiales y utilizan como ligando al fibrinégeno
por la unién a GPIB/Illa, y se adhieren al colageno (tipo I y III) (figura4), vWF, fibronectina,
laminina. En condiciones de bajo flujo sanguineo, este evento es mediado por la interacciéon
vWF-GPIb, pero en condiciones de alto flujo también se requiere la participaciéon de
GPIIb/Illa. Forman enlaces que dependen de la estructura fibrilar del colageno y de la
cantidad de subunidades RGD. La adhesion plaquetaria al colageno requiere de la
interaccion del colageno con vWF del plasma, GPIb, GPIalla de la membrana plaquetaria
que durante la formacion del codgulo establecen enlaces plaqueta-fibrina. Produce la
internalizacion de las mallas de fibrina o de colageno, son rodeados por microfilamentos

(Garciay Coma 2000).

La trombina es una enzima y facilita la produccién de fibrina desde el fibrinégeno. Los
receptores activados por la proteasa (PAR) son receptores de trombina. Al unirse la
trombina al receptor PAR-1 produce la activacion de la plaqueta con concentraciones bajas
de trombina (EC50, 50 pM), ocurre una liberacion proteolitica en la molécula del receptor,
que produce la activacion de cuatro tipos diferentes de proteinas G que estimulan sefiales
diferentes en la célula, PAR-1y el PAR-4 se expresan en las plaquetas humanas y estimulan

la agregacion y secrecion plaquetarias (Badimon y Gonzalez, 2006).
2.5 Rutas bioquimicas implicadas en la activacion y adhesion plaquetaria

Las funciones realizadas por las plaquetas en el organismo necesitan ser reguladas por un
organismo, que permite un acople adecuado de las respuestas extracelulares y las
respuestas intracelulares. En cada etapa de la agregaciéon plaquetaria actian ciertos

mecanismos especificos para cada una de ellas (Rivera et al., 2014).



La glicoproteina b alfa (GPIba) actiia en la primera fase, frenando las plaquetas sobre en 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 |, Il y IV (Rivera et

al, 2014).

En las arterias que son consideradas vasos que mantienen un alto estrés de rozamiento el
dominio Al 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 union
entre plaqueta y leucocito, siendo este un proceso crucial para la respuesta inflamatoria
mediada por las plaquetas. Ademas cuando el FvW y la GPlba 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
colageno induzca 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 plaqueta se unan de una manera estable entre si.

Cuando la plaqueta y el colageno se unen aparecen dos receptores plaquetarios la integrina
a2f1 y la glicoproteina VI (GPVI), permitiendo una mejor fijacion 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 produccion 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
protrombdticas, luego de la unién entre las plaquetas el FvW y el colageno es necesario

reclutar nuevas plaquetas provenientes del torrente sanguineo (Rivera et al., 2014).

Este proceso es conocido como la agregacion plaquetaria el cual se produce gracias a la

acumulacion de agonistas de activacion de plaquetas en el lugar afectado, 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 (allbpf3) estos permiten la unién del fibrinégeno 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 liberacidn 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, neutrdfilos,
monocitos, otras plaquetas, células endoteliales, células dendriticas, fibroblastos y
finalmente células del musculo liso vascular. No es bien conocido el porqué de la interacciéon
entre el CD40L liposoluble y el CD40, pero la interacciéon 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 (Rivera et al, 2014). Las moléculas de
adhesion actian como ligandos de las integrinas presentes en las membranas de los
leucocitos, cuando el endoletio se activa produce una expression de citocinas como la
interleucina 1 (IL-1), los factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF), el
fibroblasto basico (bFGF) y los factores quimiotacticos (proteina 1 quimiotactica para
monocitos [MCP-1]), y la exposicién proteinas de superficie que actian como moléculas de
adhesion para receptores especificos de leucocitos circulantes. Las moléculas de adhesion
entre estas las selectinas, como la E y la P y las de las inmunoglobulinas, como las
moléculas de adhesién vascular (VCAM-1) y las moléculas 1, 2 y 3 de adhesidn intercelular

(ICAM1, 2y 3) (Badimén y Gonzalez, 2006).
2.6 Fisiopatologia de la enfermedad cardiovascular asociada a la periodontitis

En la bolsa periodontal se encuentra a gran cantidad de bacterias gramnegativas 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
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citoquinas como la CRP, la 1- antitripsina, la haptoglobina, el fibrin6geno, los tromboxanos,
laIL-1,6,8, y el TNF, pasan a la circulacién general. Estos factores pueden iniciar la adhesién
y agregacidn plaquetaria, promoviendo la formacién de células espumosas y la acumulaciéon
de colesterol en la capa intima arterial favorece la arteriosclerosis y la trombosis, produce

una enfermedad coronaria (Alonso et al., 2008).

El caracter inflamatorio de la aterosclerosis ha centrado diferentes investigaciones al
estudio de las infecciones crénicas como potencial causa de las lesiones aterosclerdticas
siendo 1988 el afio en el que las primeras evidencias seroldogicas de la época mostraban
asociacién entre infecciéon bacteriana y enfermedad coronaria crénica e infarto agudo de

miocardio (Saikku et al., 1988).

Teniendo en cuenta que la periodontitis es probablemente de las infecciones crénicas de
origen bacteriano mas extendidas en el ser humano es relevante conocer su asociacion con

el riesgo de sufrir sindrome de arteria coronaria (Mattila et al., 1993; Gotsman et al., 2007).

Se cree que hay dos procesos principales por los que la enfermedad periodontal y la
aterosclerosis puedan estar relacionadas. Uno es por el efecto local de los lipopolisacaridos
bacterianos (LPS) sobre el endotelio vascular, los cuales aumentan en dltima instancia los
niveles de fibrindgeno y mediadores inflamatorios; afectando negativamente la evolucion
de la aterosclerosis (Gemmell et al., 1997; Geismar et al., 2006); y el otro, debido a que
ambas patologias comparten factores de riesgo que pueden actuar de manera sinérgica
sobre la evolucidon de la aterosclerosis. El primer proceso recibe el nombre de “via directa” y

el segundo de “via indirecta”.

Via indirecta: Tanto la periodontitis como la aterosclerosis son enfermedades inflamatorias
cronicas multifactoriales y, ademas, comparten factores de riesgo como la edad, género, el
tabaquismo, la diabetes mellitus (mal controlada) entre otros, por lo que podrian coexistir

como un complejo o sindrome (Offenbacher et al., 1999;Mattila et al., 1993).

Via directa: En los ultimos afios ha ido creciendo el interés por la posible relacién existente
entre factores microbiolégicos y la etiopatogenia de la aterosclerosis. Diversos estudios
muestran como la infeccién por periodontopatégenos toma rol en la activaciéon endotelial

(Mattila et al., 1993; Gotsman et al., 2007).
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El estudio del mecanismo molecular y celular para explicar la asociacién entre periodontitis
y enfermedades sistémicas se ha basado principalmente en la célula endotelial y el
reconocimiento directo de factores de virulencia bacterianos como LPS, exotoxinas, etc y
citoquinas proinflamatorias que potencian procesos inflamatorios vasculares favoreciendo

procesos de disfuncion endotelial (Katz et al,, 2001).

La via directa como argumento para explicar la relacion causal entre enfermedad
periodontal y aterosclerosis no solamente ha sido soportado por el efecto de la carga
bacteriana y sus factores de virulencia sobre la bioldgica vascular, el papel de las citocinas
pro-inflamatorias también inciden en la progresién de la aterosclerosis (Kinane et al.,

2005).

La mayor parte de la destruccion 6sea observada en la periodontitis es causada por
mediadores inflamatorios del huésped (IL-1, TNF-a) en respuesta al ataque bacteriano y sus
metabolitos (Listgarten, 1987;Kebschull et al., 2010). 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.
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3. Planteamiento del problema

La periodontitis incide en el sector de la salud publica como una de las infecciones crénicas
de mayor prevalencia sobre la poblacién adulta, que ademdas de afectar de manera
irreversible los tejidos de soporte dental, también ha sido asociada con los procesos
ateroesclerdticos, una de las enfermedades cardiovasculares con mayor tasa de
morbimortalidad a nivel mundial (Lafaurie et al., 2007). Debido a que ambas entidades
comparten la via critica de la inflamacion, el papel de los periodontopatégenos y sus
factores de virulencia como el lipopolisacarido (LPS) toman un rol trascendental. Una vez
alcanzan circulacion periférica podrian favorecer el inicio o desarrollo de respuestas
inflamatorias vasculares que podria traducirse en activacion de células endoteliales,
leucocitos e incluso plaquetas aumentando los niveles plasmaticos de citosinas, proteinas
de fase aguda y factores pro-coagulantes entre otros (Lopez et al., 2003; Mustaphaet al,,

2007).

Segun reportes previos de la literatura, la asociacién entre enfermedad periodontal y riesgo
cardiovascular, ha sido inicialmente respalda por el aislamiento e identificacién de
periodontopatégenos en placas ateroscleréticas, siendo P. gingivalis el mas reportado, asi
como su LPS. Segin estudios de experimentacion P. gingivalis puede inducir disfuncién
endotelial, respuesta pro-inflamatoria ateroscleréticas y agregacién plaquetaria (Noack et
al., 2001;Kebschull et al., 2010 ;Champaiboon et al, 2014). Sin embargo, de los pocos
estudios in vitro la mayoria han sido realizados sobre células endoteliales venosas de

cordon umbilical (HUVEC).

Aspecto muy relevante, ya que en la fisiopatologia de la aterosclerosis y/o aterotrombosis,
las células endoteliales arteriales que irrigan el corazén son las principalmente asociadas
con infarto agudo al miocardio, lo cual refleja que estudiar la aterosclerosis sobre células
endoteliales venosas es una limitante al de los modelos in-vitro, ademas que el efecto de P.
gingivalis sobre la activacion y agregacion plaquetaria no estd completamente definido y
mucho menos en modelos de co-cultivos. Por lo cual es de gran interés evaluar el efecto del
LPS y bacteria completa de P. gingivalis W83 sobre la activacion y adhesion de plaquetas

humanas en co-cultivo con células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC).
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4. Justificacion

La infeccion periodontal es la infeccion cronica de mayor prevalencia en el adulto y por su
naturaleza crénica 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 citocinas, proteinas de fase aguda, factores pro-
inflamatorios y pro-coagulantes que aumentan el riesgo cardiovascular (Lépez et al., 2003;

Lafaurie et al,, 2007).

La induccién de endotoxemias por patégenos periodontales induce una mayor actividad de
la respuesta inflamatoria en las lesiones vasculares. Los LPS de bacterias gram negativas
inducen la produccion de citocinas pro-inflamatorias por monocitos de sangre periférica y
macrdéfagos tisulares que activan mecanismos pro-inflamatorios y podrian actuar como
mediadores que estimulan la produccién de fibrindgeno (factor relacionado con
hipercoagulabilidad y protrombético (Lopez et al., 2003). A su vez la activacion plaquetaria
y agregacion se puede deber al Tromboxano A; (mediador que aparece en la periodontitis)
y al Factor Von Willebrand que puede aparecer en los procesos infecciosos liberado por las
células endoteliales debido al dafio que sufren por acciéon de los lipopolisacaridos
bacterianos (también lo liberan plaquetas activadas) (Lopez et al., 2003). Todos estos
cambios en la hemostasia primaria pueden estar asociados con las infecciones cronicas
como la periodontitis y el desarrollo de las placas de ateroma pero que aun no se han

estudiado en detalle.

Los motivos que nos llevaron a investigar el efecto de Porphyromonas gingivalis W83 en la
activacion y adhesion de plaquetas humanas en co-cultivo con HCAEC se centra en dilucidar
el papel aterotrombético de periodontopatogenos, 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 los periodontopatégenos y aunque se cuenta con dos décadas de
evidencia que asocian la periodontitis y las enfermedades cardiovasculares
aterotrombéticas, alin no existe conocimiento claro sobre este aspecto. De esta manera, los
datos obtenidos en este estudio tomaran gran trascendencia en el tiempo ya que permitira

establecer las bases de una respuesta agregante in-vitro, que no ha sido caracterizada para
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posteriormente centrar bases para la generacion de nuevas alternativas terapéuticas,
considerando un impacto positivo a largo plazo ya que tanto la periodontitis como las
enfermedades aterotomboticas ocupan un importante primer plano como enfermedades
cronicas prevalentes de mayor morbilidad y mortalidad segun cifras de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).
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5. Situacion actual

Diferentes estudios epidemiolégicos han demostrado la asociacién de la periodontitis
(periodontopatogenos en los tejidos del huésped) con enfermedades cardiovasculares y
enfermedades arteriosclerdticas, El papel del periodontopatégeno Porphyromonas
gingivalis como posible contribuyente a la aterosclerosis ha sido investigado en sistemas
modelo usando células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) (Champaiboon et
al., 2014). Estructura del lipopolisacarido de bacterias Gram negativas y su actividad
endotoxica: Las bacterias Gram negativas presentan una membrana externa conformada
por Lipopolisacaridos (LPS), el cual es uno los principales factores de virulencia que

inducen una respuesta inmune local y sistémica en el hospedero.

Estas moléculas se caracterizan por ser resistentes a altas temperaturas y son consideradas
endotoxinas por su capacidad pirogénica en el hospedero. Los LPS son glicoconjugados
conformados por tres regiones: el antigeno O, el core o nucleo y el lipido A. El antigeno O es
una region polisacarida utilizada para la serotipificacion de las cepas. El lipido A es la region
lipidica del LPS, estd conformado por dos glucosaminas con acilaciones por varios acidos
grasos y es la estructura responsable de la actividad endotdxica de los LPS (Riestschel et al.,

1994).

Roll del Lipopolisacarido y la agregacion plaquetaria: La mayoria de estudios en los que se
ha demostrado el efecto de los LPS sobre los procesos pro-inflamatorios usan como
referencia el LPS de E. coli el cual difiere estructural y funcionalmente del LPS de los
periodontopatdgenos. Los resultados in vitro que hemos obtenido utilizando los LPS de
microorganismos periodontopatopaticos como Porphyromonas gingivalis W83 y E.
corrodens ATCC 23834, sugieren es que estos inducen la expresién de moléculas de
adhesion (ICAM-1, VECAM-1 y PECAM-1) en células endoteliales de arteria coronaria
humana (HCAEC) mediante el reconocimiento de los receptores TLR2Z y TLR4 lo que
demuestra que estos factores de virulencia de los microorganismos asociados a la
periodontitis pueden ser responsables de la iniciacién y progresion de la disfuncion
endotelial que conlleva a un riesgo de enfermedad cardiovascular (datos en proceso de
publicacion). El lipolisacarido de P. gingivalis puede inducir la liberacion de interleucina 1L

y tromboxanoA2 (TxAZ2) favoreciendo el infiltrado de células inflamatorias, la adhesion y
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agregacion plaquetaria lo cual promueve la formacién de células espumosas en la intima
vascular (Lopez et al., 2003). “La periodontitis puede provocar alteraciones hemostaticas,
como el aumento del fibrindgeno plasmatico, del recuento de glébulos blancos, de la
proteina C reactiva y de la viscosidad de la sangre. Ademas, se ha encontrado una relaciéon
del factor von Willebrand, o factor VIII (glicoproteina sintetizada por las células del
endotelio vascular y megacariocitos), con el LPS y la IL-1, quienes inducen la liberacion de
este factor desde las células endoteliales, generando la agregacion de plaquetas y focos
inflamatorios donde se puede generar un trombo” (Lopez et al.,, 2003). La asociacion de
enfermedad periodontal y cardiovascular en relacion a la fisiopatologia involucrada en la
agregacion plaquetaria es de gran interés con el fin de poder demostrar que la periodontitis

es un factor de riesgo de enfermedades sistémicas cardiovasculares.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de bacteria completa y lipopolisacarido de Phorphyromonas gingivalis
W83 en la activacion y adhesion de plaquetas humanas en co-cultivo con células de arteria

coronaria humana (HCAEC).

6.2 Objetivos Especificos
o Evaluar la expresién de marcadores de adhesion plaquetaria (P- selectina) en un
modelo de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas estimuladas con bacteria

completa y LPS de Phorphyromonas gingivalis W83.

o Identificar los niveles de Tromboxano A2 en un modelo de co-cultivo de células
HCAEC y plaquetas humanas estimuladas con bacteria completa y LPS de Phorphyromonas
gingivalis W83.

. Determinar la expresion de marcadores de activacion plaquetaria(PAC) en un
modelo de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas estimuladas con bacteria

completa y LPS de Phorphyromonas gingivalis W83
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7. Metodologia del proyecto
7.1 Tipo de estudio

Experimental In vitro

7.2 Poblacion y muestra

7.2.1 Poblacién de estudio: Plaquetas de donantes voluntarios sanos y células HCAEC

7.2.2 Muestra del estudio: Linea comercial de células endoteliales de arteria coronaria
humana (HCAEC,) LONZA, Walkersville USA .Plaquetas humanas obtenidas de la fundacién
hematoldgica Colombia de donantes voluntarios sanos mayores de edad con previo

consentimiento informado.
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7.3 Métodos y técnicas

7.3.1 Cultivo celular bacteriano

Las cepas W83 de P. gingivalis fue obtenida a partir de cultivo primario. Esta cepa fue
cultivada en Laboratorio de Microbiologia Oral de la Universidad El Bosque en agar Brucella
(BBL Microbiology Systems, Cockeysville, Md.) enriquecido con 0,3% p/v de Bacto agar,
0,2% p/v de extracto de levadura, 5% v/v de sangre de cordero desfibrinada, 0,2% v/v de
sangre hemolizada, 0,0005% p/v de hemina y 0,00005% p/v de menadiona. Cada bacteria
se incubo a 36°C en una atmosfera de anaerobiosis con 9-13% de COz a concentraciones por
debajo del 1% de oxigeno (Anaerogen, Oxoid, Hampshire, England), P. gingivalis por 4 dias.
Transcurrido el tiempo de incubacion se observaron las caracteristicas macroscopicas de
las colonias formadas y se realizaron pruebas bioquimicas que confirmaron la pureza del
cultivo (Gualtero et al., 2014). Al finalizar el periodo de incubacion, se verifico la pureza del

cultivo a través de andalisis morfologicos y pruebas bioquimicas (Rurenga et al., 2013).
7.3.2 Extraccion y Purificacion de lipopolisacarido de Porphyromonas gingivalis

El procedimiento de extraccién y purificacion de LPS de P. gingivalis se realizé segin lo
reportado por Gualtero y cols.,, (2014). La extraccién del lipopolisacarido se realiz6é con
fenol acuoso a partir de 1,1 g de bacteria completa himeda de Porphyromonas gingivalis
W83, 3, en 5.5 mL de agua USP se realizd la extraccién con 18 mL de fenol al 90 % v/vy 18
mL de agua USP, incubando 10 min a 68 °C en agitacion a 175 rpm (SHAKER BATH marca
LaB - Line) e inmediatamente llevando a bafio de hielo por 30 min. Posteriormente se
centrifug6 a 5000 g por 20 min a 6 °C, recuperando la fase acuosa. La fase fendlica fue de
nuevo sometida a re-extraccidon dos veces mas. Para eliminar las trazas de fenol en la fase
acuosa se llevé a cabo una dialisis con membrana de tamafio de poro 10 kDa
(SnakeSkin™.Thermo Scientific, USA) en 1 L de agua estéril grado I (Direct-Q3., Millipore) a
4 °C y con cambio de agua cada 8 horas por 3 dias. El extracto obtenido fue centrifugado a
10000 g por 20 min, y al sobrenadante separado se le adicion6 acetato de sodio a una
concentracion final 0.15 M. Para inducir precipitaciéon se coloc6 la solucién en bafio de
hielo, se adiciono etanol 96 % v/v gota a gota en agitacién constante a una proporciéon 1:4
(muestra: etanol) con respecto a la cantidad de extracto resultante. La solucién fue

almacenada durante 24 h a - 20 °C para continuar con el proceso de precipitacion.
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Posteriormente se centrifugo a 4000 g por 5 min a 4 °C, eliminando el sobrenadante y se
determiné la masa del precipitado obtenido. Se reconstituyo el precipitado en agua USP a
una concentracion final de 25 mg/mL y se liofilizo durante 24 h (Heto power dry LL3000,

Bomba Thermo Savant).
7.3.3 Obtencidn de plaquetas humanas

Se utiliz6 Plasma rico en plaquetas (PRP) de donantes voluntarios sanos previo
consentimiento informado, que se adquiri6 de la Fundacién Hematologica Colombia
mediante el convenio interinstitucional que hay entre la Universidad El Bosque y la

fundacion.
7.3.4 Preparacién plaquetas Humanas

Para la preparaciéon del tampdn de lavado plaquetario (pH 6,0), se utilizé los siguientes
reactivos: cloruro sédico 140 mM, cloruro potasico 5 mM, citrato trisddico 12 mM, glucosa
10 mM y sacarosa 12,5 mM (Merck). Para la preparacién del tampén de resuspenciéon
plaquetario (pH 7,4), se utilizaron los siguientes reactivos: HEPES (N-[2-Hydroxyethil]
piperazine-N'-[2-ethanesulfonic acid]) 10 mM, cloruro sédico 140 mM, cloruro potasico 3
mM, cloruro magnésico 0,5 mM, bicarbonato so6dico 5 mM, glucosa 10 mM y CaCl; mM

(Merck).

Para la obtencién de plaquetas lavadas se realizé el siguiente procedimiento: Las unidades
de plaquetas se sometieron a una primera centrifugacién a baja velocidad (1200 rpm, 8
minutos) después de ser diluidas previamente 1:1 en un tampon de lavado plaquetario (pH:
6,0). La suspensidn plaquetaria, desprovista ya de globulos rojos, se volvid a depositar
sobre un nuevo tampoén de lavado y se realizé6 una nueva centrifugacion a 1200 rpm,
durante 18 minutos, posteriormente el precipitado de plaquetas se suspendi6 en el tampo6n
de re suspension plaquetario (pH: 7,4). La suspension de plaquetas lavadas se ajust6 a una
concentracion de 2x108 células/pL (Stach et al, 2012), simulando asi las condiciones

fisioldgicas de las plaquetas.

A continuacién, se adiciono CaCl; a la suspensiéon plaquetaria para obtener una

concentracion final de 2 mM de CaClz y se mantuvo en reposo durante 45 minutos, tiempo
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suficiente para que las plaquetas capten calcio del medio y puedan responder de forma
fisiolégica.

7.3.5 Viabilidad de HCAECs y plaquetas humanas ante estimulos de bacteria completa y LPS de
P. gingivalis W83

Se utilizo 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 15.000
células/pozo en placas de 96(CytoOne, Japan) por 20 horas en condiciones controladas de
humedad y temperatura (5% de CO2 y 37°C), para logar el establecimiento previo de la
monocapa hasta alcanzar una confluencia mayor a 80% antes de la estimulacién. Las células
HCAECs fueron estimuladas por 24 horas con MOI: 0.1, 1, 10, 50, 100 y LPS (200- 3,5
ug/mL) P. gingivalis W83 y posteriormente se evalud su efecto en la viabilidad celular
HCAECs mediante el kit comercial LIVE/DEAD viability/cytotoxicity (ThermoFisher
Scientific, USA). La fluorescencia de las células consideradas vivas fue medida en unidades
relativas de fluorescencia con filtros de excitacion de 485 nm y emision de 530nm. Se utilizo
como control de viabilidad; células y plaquetas sin estimular y como control positivo
Tween-20 al 1% en solucién de TBS. Todos los experimentos fueron realizados por

triplicado y de manera independiente.

7.3.6 Modelo de estimulacién de células HCAEC con Lipopolisacdrido y Bacteria completa de P.

gingivalis.

Se uso la linea celular HCAEC (LONZA, Walkersville USA), las cuales se sembraron en medio
EGM2 MV (LONZA,Walkersville. USA) entre pases 7-9 a una densidad de 200.000
células/pozo en placas de 12 pozos (CytoOne, Japan) por 20 horas en condiciones
controladas de humedad y temperatura (5% de CO2 y 37°C), para logar el establecimiento
previo de la monocapa hasta alcanzar una confluencia mayor a 80% antes de la
estimulacion. Las células HCAECs fueron estimuladas en tres diferentes tiempos dentro del
rango de 24 horas distribuidas de la siguiente manera: dosis 1: por 6 h, dosis 2: por 6h y
dosis 3 por 12h para el mismo pozo o condicién al MOI seleccionado segin ensayo
viabilidad (MOI:100) y de LPS (1, 3,5 y 7 ug/mL), a su vez se realiz6 un estimulo a dosis
unica de LPS (1pg/mL) y bacteria completa MOI:100 con el fin de comparar los estudios de
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dosis Unica como se reporta por literatura y dosis repetida el interés de nuestro estudio.
Una vez transcurrieron las 24 horas de exposicion a los tratamientos evaluados, se

procedié al montaje del co-cultivo, segiin disefio descrito a continuacion.

7.3.7 Estudio piloto del modelo de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas

estimuladas con LPS y Bacteria completa de P. gingivalis

Una vez transcurrieron las 24 horas de exposicion con LPS y bacteria completa de P.
gingivalis, se procedi6 al montaje del co-cultivo con plaquetas humana para lo cual se
propuso dos modelos de co-cultivo (tabla 1) 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 y bacteria completa a dosis repetidas

por 24 horas y no estimulacién de las plaquetas antes de ser co-cultivadas con las células.

Modelo 2: Células endoteliales estimuladas con LPS y bacteria completa a dosis repetidas
por 24 horas y estimulacion previa de las plaquetas con P. gingivalis y posterior co-cultivo

con las células.

Las plaquetas fuero estimuladas con los tratamientos de acuerdo a la tabla 1 (Modelo 2); o
sin ningun tratamiento (Modelo 1). Posteriormente se sembraron sobre la monocapa
endotelial a una concentracién final de 2x108/mL y homogéneamente distribuidas
favoreciendo el contacto directo con la monocapa de HCAEC por 1 hora en constante
agitacion. Adicionalmente Verificamos la interacciéon y homogeneidad en la distribucién del
co-cultivo mediante observacion directa al microscopio. Con el fin de confirmar cual de los
dos modelos podria ser usando en las siguientes etapas del estudio se realizé mediante RT-
PCR la identificacion de COX-2 en células HCAEC estimuladas con LPS a las concentraciones
de 7 y 3,5 pg/mL, debido a que esta molécula se produce de manera inductiva en proceso de

infeccion.
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Tabla 1. Disefio de los modelos de co-cultivo 1y 2 del estudio piloto.

Modelo 1 de estimulacion

Descripcion de la condicion

HCAEC

Basal de cultivo

HCAEC+ Plaquetas

Basal de co-cultivo

HCAEC+LPS 1 pg/mL Cultivo
HCAEC+LPS 3.5 pg/mL Cultivo
HCAEC+LPS 7 pg/mL Cultivo
HCAEC+ BC (MOI:100) Cultivo

Modelo 2 de estimulacion

Descripcion de la condicion

HCAEC Basal de cultivo
HCAEC +plaquetas Basal co-cultivo
HCAEC-LPS+plaquetas-LPS 1 Ug/ml Co-cultivo
HCAEC-LPS+plaquetas-LPS 3.5 Ug/ml | Co-cultivo
HCAEC-LPS+plaquetas-LPS 7 Ug/ml Co-cultivo

1. HCAEC-BC+plaquetas-BC MOI 100

2. Co-cultivo

7.3.8 Evaluacion de la expresion de COX-2 en los modelos de co-cultivo de células HCAEC y
Plaquetas humanas.

7.3.8.1 Extraccion de RNA celular

El RNA total de las células HCAEC, fue extraido empleando el kit Quick-RNATM MicroPrep
(Zymo Research, Irvine, CA, USA). El RNA obtenido se resuspendi6 en 20 uL de agua libre de
nucleasas, se cuantificé usando el espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA) y se almacené a -802C hasta uso.
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7.3.8.2 Determinacion de la expresion de gen Cox-2 por RT-PCR

La reaccion en cadena de polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR), fue realizada en un
solo paso usando los reactivos del RT-qPCR Luna Universal One-Step kit (New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA). La mezcla de reaccién se preparé a un volumen final de 10 pl
ajustados con 5 pl de Luna Universal One-Step Reaction Mix [2x], 0,5 pl de Luna WarmStart
RT Enzyme Mix [20X], 0,2 pl de cada primer [10 pM] y 4,1 pl de templete [10 ng/pl]. La
amplificacién de los fragmentos se ejecutd en un equipo Bio- Rad CFX-96 programando
como sigue: 55 °C por 10 min, 1 ciclo a 95 °C por 1 min, seguido por 40 ciclos de
amplificacién a 95 °C por 10 s y 60 °C por 30s. La secuencia de cebadores empleados para

este analisis se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de cebadores empleados en ensayos de expresién génica

Gen Primer F Primer R
COX-2 GATGATGTATGCCACAATCT AGTCTCTCCTATCAGTATTAGC
(Tsioufis et al., 2011) (Hayashi et al., 2010)

7.3.9 Determinaciéon de P/E- selectina y PAC en células HCAEC y plaquetas humanas

estimuladas con LPS y Bacteria completa de P. gingivalis.

Después de identificar mediante RT-PCR la expresion de Cox-2 en los modelos piloto de co-
cultivo; se determiné continuar usando el modelo 2 en donde se estimula las plaquetas con
LPS y bacteria completa previo al co-cultivo con HCAEC. Después de la estimulacion e
incubaciéon durante 1 hora del co-cultivo se obtuvo el sobrenadante para el analisis
mediante ELISA de los niveles de tromboxano Az, se removieron las plaquetas y lavaron con
PBS y se tripsinizaron las células HCAEC para su respectivo procedimiento de evaluacion de

moléculas de adhesion (P/E-selectina) y activacion (PAC) mediante citometria de flujo.

Para el andlisis mediante citometria de flujo; las plaquetas y células HCAEC se
resuspendieron en 100 uL de PBS se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente
con anticuerpo monoclonal anti CD26P (P/E-selectina, cell signaling) y anti PAC (cell
signaling) marcados con FITC (Isotiocianato de fluoresceina)y PE respectivamente.
Posteriormente fueron lavadas con PBS para eliminar el exceso de anticuerpos y se

analizaron mediante citometria de flujo (BD AccuriC6), de acuerdo a los parametros de
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tamafio, complejidad e intensidad de fluorescencia para cada uno de los marcadores
evaluados. Como control interno de la técnica y para la normalizacién de los resultados, se
utilizaron células y plaquetas no estimuladas sin marcar. Se realizaron tres ensayos
independientes por duplicado y se utilizé como control negativo HCAEC y co-cultivo de

células HCAEC y plaquetas sin estimular.

7.3.10 Cuantificacion de Tromboxano A (TXA) en el modelo de co-cultivo estimulado con LPSy

bacteria completa de P. gingivalis.

Después de la estimulaciéon con LPS y bacteria completa del modelo 2 de co-cultivo, se
obtuvo el sobrenadante, en cual de acuerdo a las indicaciones del fabricante del Kit, no
requirié de ningin proceso adicional antes de la ELISA. La determinacién del Tromboxano
A; se realizé bajo el principio de ELISA competitiva mediante el kit Cayman Chemical item
#501020. Para el desarrollo de la prueba se tuvo en cuenta todas las especificaciones del

fabricante.
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7.4 Hipdtesis

e El lipopolisacarido y bacteria completa viva de P. gintgivalis induce activacién y
adhesion de plaquetas humanas en co-cultivo con HCAEC.
e El lipopolisacarido y bacteria completa viva de P. gintgivalis no induce activacion, ni

adhesion de plaquetas humanas en co-cultivo con HCAEC.

7.5 Plan de tabulacién y andlisis

Los datos se expresan en términos de porcentaje con respecto a la concentracion evaluada.
Cada barra representa el promedio de 3 ensayos independiente por duplicado, los valores
de dispersion significa el error promedio estdndar (ems). Se efectu6 un analisis de varianza
en cada punto de concentracién y posteriormente la prueba de diferencias multiples de
Dunnet de acuerdo a la prueba de homogeneidad de varianzas. Se asumié como

significativa una p<0,05.
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8. Consideraciones éticas

De acuerdo a la Guia de Buenas Practicas Clinicas del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad El Bosque y la resolucién 008430 de 1993 este estudio se

considera de riesgo menor al minimo.

Todos los procedimientos que se realizaron en el presente proyecto tienen aprobacién por
el Comité Institucional de Etica en Investigaciones de la Universidad El Bosque mediante el

acta #11 del 03 de junio 2014 (anexo 1).

La obtencién de plaquetas humanas se realiz6 en conformidad a los articulos 15 y 16 de la
resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y Proteccién Social para la aplicacion
del consentimiento informado por parte de la fundacion Hematol6gica Colombiana, que
bajo convenio firmado proveera al proyecto las plaquetas humanas a partir de donantes

voluntarios (anexo 2).
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9, Resultados

9.1 Recuento Bacteriano

El nimero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por mililitro (UFC/mL) obtenido para
cada muestra, se calculé de acuerdo a lo descrito por Jongenburger et al, (2010). Los
resultados del analisis mostraron un comportamiento homogéneo para los recuentos de P.
gingivalis W83. En las tablas 3 y 4 se muestran los resultados obtenidos de Bacteria
completa de P. gingivalis. Se conservo el orden de magnitud de la potencia en base 10
obtenida en ensayos previos (109 UFC/mL), siendo comparable el valor del recuento
obtenido experimentalmente con el que se usé como valor de referencia para hacer los

calculos para estimular las plaquetas (valor del recuento teérico).

Tabla 3. Recuentos de Bacteria completa de P. gingivalis W83.

Pg W83 =620 nm

Densidad 6ptica | Recuento 10-8 | Recuento 10-7 Recuento 10-6 UFC/ mL

0,903 + 0,003 2,642 +1,73 27,923 +8,0 263,15 £ 39,72 2,68x109 +0,089

* En la tabla se presenta la media + desviacién estandar para quince experimentos con P. gingivalis W83.

Tabla 4. Comparacién de Recuentos Tecdrico y Experimental de P. gingivalis W83.

Bacteria Recuento Tedrico Recuento Experimental

Porphyromonas gingivalis (P.g W83) 4.7 x 109 UFC / mL 2,68x109 +0,089

9.2 Caracterizacién del LPS de P. gingivalis W83

A partir de un peso humedo de bacteria completa para P. gingivalis se obtuvoO, 7 p/p y
0,4% p/p respectivamente de LPS, lo que indica que fue mayor el rendimiento obtenido
para P. gingivalis w83. La caracterizacion del extracto de P. gingivalis W83 fue

determinado segun el perfil electroforético.
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El quimiotipo del lipopolisacarido de Porphyromonas gingivalis W83 se clasificé como semi-
rugoso (figura 5). La deteccion de proteinas contaminantes registr6 bandas para
lipopolisacaridos comerciales con una masa cercana a 66 KDa, mientras que el
lipopolisacarido obtenido para la bacteria después de la repurificacién no present6 banda.
Estos resultados son muy similares a los obtenidos previamente en nuestro laboratorio, lo
que permite demostrar que la metodologia implementada en este estudio, utilizando
diferentes técnicas previamente reportadas para la extraccidn, purificacion y
caracterizacion de LPS, permitio la obtencidn de LPS de elevada pureza a partir de cultivos

de bacteria completa de P. gingivalis W83.
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Figura 5. SDS-PAGE tincién plata: Porphyromonas gingivalis W83. Carriles: 1) Marcador de bajo peso
molecular. 2) LPS comercial de Escherichia coli 0111:B4 (6 pg/pozo); 3) LPS comercial de Salmonella
tiphymurium ATCC 7823 (6 pg/pozo); 4) LPS comercial de Rhodobacter sphaeroides DSM 158 (6 ug/pozo); 5)
Fraccién 3 - Porphyromonas gingivalis W83 (15 pg/pozo).

9.3 Efecto sobre la viabilidad celular de HCAEC estimuladas con LPS y Bacteria completa de P.
gingivalis W83.

La viabilidad de células HCAEC estimuladas a dosis repetidas: dosis 1: durante 6h; dosis 2:
durante 6h; dosis 3: durante 12h para un tiempo global de exposiciéon de 24h con LPS (200 -
1.0 pg/mL) y bacteria completa de P. gingivalis W83 (MOI: 100-0,1) se vio afecta de manera
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significativa en la maxima concentracién evaluada de LPS (200 pg/mL) con 65% de
actividad metabdlica acorde con viabilidad celular (figura 6) en comparacién frente al
control (células sin estimular), mientras que la bacteria viva no produjo muerte en ninguno
de los MOI evaluados lo que refleja que no se vio afectada la integridad celular del endotelio
que mantienen porcentajes de supervivencia por encima del 97% (figura 7). El Tritén al 1%

produjo el 100% de muerte celular siendo nuestro control positivo de muerte.
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Figura 6. Viabilidad de células HCAEC estimuladas con LPS de P. gingivalis W83. Las HCAEC fueron
estimuladas con LPS de P. gingivalis W83 (200-1,0pg/mL) 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).
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Figura 7. Viabilidad de células HCAEC estimuladas con bacteria completa de P. gingivalis W83. Las HCAEC
fueron estimuladas con bacteria completa (BC) de P. gingivalis W83 (MO0I:100-0,1) 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).

9.4 Efecto sobre la viabilidad en plaquetas humanas estimuladas con LPS y Bacteria completa

de P. gingivalis W83.

Los resultados demuestran que a las concentraciones maximas evaluadas (200pg/mL) de
LPS, se induce muerte al 80% de la poblaciéon plaquetaria (p<0,05), mientras que a las
demas concentraciones no se presenta muerte celular, presentandose valores de viabilidad
celular muy similares a las producidas por el control sin estimulo (figura 8), los datos de
viabilidad mediante microscopia de fluorescencia permiten demostrar la integridad de la
plaqueta y se puede observar que induce una agregaciéon de las plaquetas a las
concentraciones entre 3,5y 7,0 pg/mL (figura 9). En relacion a los resultados obtenidos
con bacteria completa se puede observar que a los MOI evaluados no induce una
citotoxicidad a la plaqueta a concentraciones de LPS de 1,0 ug/mL y MOI 1 no hay cambios
morfologicos ni se presenta agregacion plaquetaria en los resultados por microscopia
electronica, datos muy similares a los presentados por las plaquetas sin estimular (figuras

10y 11).
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Figura8. Viabilidad de plaquetas humanas estimuladas con LPS de P. gingivalis W83. Las plaquetas fueron
estimuladas con bacteria completa de P. gingivalis W83 (MOI:100-0,1) por 24 h. El Tritén al 1% fue
considerado nuestro control positivo de muerte celular y células sin estimular como control de viabilidad. Se
cuantificod 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).

Figura 9. Viabilidad y toxicidad de plaqueta humanas estimuladas con LPS P. gingivalis W83. Plaquetas en
suspensién en laminas portaobjetos estimuladas a diferentes concentraciones de LPS A) [100ug/mL], B)
[75ug/mL], C) [25pg/mL], D) [7.0pug/mL], E) [1.0 ug/mL] y F) plaquetas sin estimular. La viabilidad celular
fue evaluada por la conversién de calceina-AM a calceina (verde) mediada por la enzima intracelular esterasa
mediante microscopia de fluorescencia.
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Figura 10. Viabilidad de plaquetas humanas estimuladas con bacteria completa de P. gingivalis W83. Las
plaquetas fueron estimuladas con bacteria completa (BC) de P. gingivalis W83 (MOI:100-0,1) 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).

8) c)

Figural1l. Viabilidad y toxicidad de plaqueta humanas estimuladas con bacteria completa de P. gingivalis W83.
Plaquetas en suspension en laminas portaobjetos estimuladas a diferentes con MOI, A) MOI: 100, P.g, B) MOI:
50 P.g C) MOI: 25 P.g,D) MOI: 50 P.g. La viabilidad celular fue evaluada por la conversion de calceina-AM a

calceina (verde) mediada por la enzima intracelular esterasa mediante microscopia de fluorescencia.
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9.5 Determinacion del modelo de co-cultivo para los ensayos de adhesion y activacion

plaquetaria.

Con el fin de poder identificar con cudl de los dos modelos propuestos se iba a continuar
evaluado los objetivos de este trabajo; se realiz6 la identificacién del gen COX-2 mediante
RT-PCR debido a que esta molécula se produce de manera inductiva en procesos de
infeccion. Nuestros resultados demostraron que el protocolo o modelo 2 de estudio en
donde las plaqueta fueron estimuladas previamente con el LPS de P. gingivalis antes de ser
co-cultivadas con HCAEC indujo un aumento de la expresion del COX-2 de 3,93 veces a la
concentracion de 7.0pug/mL y de 1,58ug/mL en comparacion con el control que son células

sin estimular pero en contacto con plaquetas humanas (figura 12).
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Figural2. Expresion de los genes de COX-2 en células HCAEC (n=2 por tratamiento). Se realiz6 la evaluacién
del RNAm en HCAEC estimuladas con LPS de P. gingivalis de acuerdo a los tratamientos preestablecidos. Se
us6 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.
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9.6 Activacién de PAC y P/E-selectina en células HCAEC y Plaquetas humanas estimulados con
LPS y bacteria completa de P. gingivalis

Nuestros resultados de expresion de marcadores de activacion plaquetaria (PAC),
demuestra que el lipopolisacarido de P. gingivalis W83 a concentraciones de 3.5 y
7,0ug/mL aumentaron la activacién de PAC en un 9% y 9,5% respectivamente al igual que
bacteria completa a dosis tinica MOI: 100 en un 4,5% en comparacion con las plaquetas sin
estimular 0,9% (figura 13) de manera estadisticamente significativa (p<0,05). Respecto a
la molécula de adhesion P/E-selectina se demostré que el LPS de P. gingivalis indujo la
expresion en plaquetas de esta molécula al ser estimuladas con bacteria completa a dosis
Unica MOI:100 a un 36% y con LPS a 7,0pg/mL a 12% en comparacion con el control en
8,3%. Cabe resaltar que esta molécula se expres6 de manera constitutiva en células y co-

cultivo sin estimular, siendo mayor la expresion en el co-cultivo (10%) (Figuras 14 y 15).
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Figura 13.Expresién de PAC en plaquetas huamanas estimluadas con LPS (1,0, 3,5y 7,0ug/mL) y BC MOi: 100 a
dosis tinica y repetida de P. gingivalis. Cada barra representa el promedio e.s.m. de n=3; *p<0,05 con respecto

control plaquetas y co-cultivo sin estimular.
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Figura 14.Expresion de P/E-selectina en plaquetas huamanas estimluadas con LPS (1.0, 3,5y 7,0ug/mL) y BC
MOi: 100 a dosis unica y repetida de P. gingivalis . Cada barra representa el promedio e.s.m. de n=3; *p<0,05

con respecto control plaquetas y co-cultivo sin estimular.
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Figura 15.Expresién de P/E-selectina en células HCAEC estimluadas con LPS (1,0, 3,5y 7,0ug/mL) y BC MOi:
100 a dosis unica y repetida de P. gingivalis. .Cada barra representa el promedio e.s.m. de n=3; *p<0,05 con

respecto control HCAEC y co-cultivo sin estimular.
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9.7 Cuantificacion de niveles de Tromboxano A2 en el modelo de co-cultivo de HCAEC y
plaquetas humanas estimuladas con LPS y bacteria completa de P. gingivalis.

En relacién a la producciéon de tromboxano A2, nuestros resultados permitieron demostrar
que el LPS de P. gingivalis indujo un aumento de los niveles de TBX-A2 en el sobrenadante
del modelo de co-cultivo a la concentracién de 1ug/mL a dosis tnica de un valor de 386
pg/mL y a la maxima concentracién a dosis repetidas 7,0ug/mL a 216 pg/mL en
comparacion con los controles: células (1,69 pg/mL) y co-cultivo (1,57 pg/mL) sin
estimular (p<0,05). Con respecto al estimulo de bacteria completa sobre el co-cultivo no se

evidencio cambios en los niveles de TBX-A2 en relacion a los controles.
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Figura 16.Expresion tromboxano A2en células HCAEC estimluadas con LPS (1,0, 3,5y 7,0ug/mL) y BC MOi: 100
a dosis tnica y repetida de P. gingivalis.. Cada barra representa el promedio e.s.m. de n=3; *p<0,05 con

respecto control HCAEC y co-cultivo sin estimular.
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10.Discusion

En este estudio se evalud el efecto de bacteria completa y lipopolisacarido de P. gingivalis
W83 en la activacion y adhesion de plaquetas humanas en co-cultivo con células de arteria
coronaria humana (HCAEC).

P.gingivalis ha sido reportada por varios investigadores, puede contribuir a la enfermedad
cardiovascular a través de la invasion de células endoteliales, lo que podria perturbar los
procesos de la célula huésped y proporcionar un nicho de protecciéon contra los
mecanismos de eliminaciéon del huésped (Stach et al, 2012). El primer informe sobre la
invasiéon de P. gingivalis se realizd6 en células endoteliales adrticas bovinas, células
endoteliales del corazén de bovinos fetales y células endoteliales de la vena umbilical
humana, demuestra que P.gingivalis tiene la capacidad de persistir dentro de esta célula
huésped y posiblemente alterar la integridad celular (Stach etal., 2012).

Segin reportes con bacteria completa, P. gingivalis han sido estudiado en modelos
cardiovasculares in vitro a MOI: 100 ya que por consideracidon de los autores se obtienen
mejores efectos fisiopatolégicos sobre el endotelio vascular arterial y venoso
principalmente (Chou H-H et,al2018) Nuestros datos demostraron que tanto el LPS y la
bacteria completa de P. gingivalis a MOI: 100 no representan ninguin efecto considerable
que comprometa la viabilidad plaquetaria y célular. Resultados ampliamente respaldados
por estudios realizados en diversos lineas endoteliales HCAEC o HUVEC, en el que se
destaca el trabajo realizado por Paolo Rodrigues y colaboradores en el 2012, al demostrar
que diferentes cepas P. gingivalis como W83, A7436, 381 y 33277 no mostraron diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de muerte celular entre cultivos HCAEC
infectados y no infectados al exhibir menos de un 10% de muerte celular a 24 y 48 h de
exposicion (Rodriguez et,al 2012). Es importante destacar que estos resultados son muy
comparables con los nuestros ya que ademas de incluir la cepa P. gingivalis W83, estos
datos también se obtuvieron bajo la misma metodologia de la actividad esterasa calceina
AM a calceina fluorescente junto con la evaluacién de integridad de membrana, metodologia

que también empleamos en nuestro estudio.

En la actualidad el dnico reporte en células endoteliales con concentraciones de LPS
mayores a 2ug/mL fue el realizado por el investigador Krishnamurti C et al, (2002), a partir
de LPS de entéricas determinado la adhesién plaquetaria sobre células endoteliales HUVEC

ante LPS de E. coli (2,0 y 10 pg/mL) por 4 h y virus dengue-2 por 96 h sin comprometer la
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viabilidad endotelial. Segin mediciones en los niveles serolégicos de LPS de pacientes con
sepsis hay una minima o ninguna toxicidad directa en células HUVEC e incluso en células
endoteliales de grandes vasos ( Hu X et,al 1998). En contraste, el bloqueo en la expresién de
los genes inducidos por la exposicion a LPS de E. coli resulto en la muerte de la célula
endotelial. De esta manera otros estudios como el realizado por Xiaolong Hu et al, (1998),
también concluyen que LPS no genera muerte en cultivos de células endoteliales humanas
ya que incluso en células endoteliales micro-vasculares humanas mostraron la misma
resistencia a la toxicidad del LPS en endotelios de grandes vasos (Hu X et,al 1998). Nuestros
resultados en relacion a la viabilidad a dosis repetidas de estimulaciéon con LPS y bacteria
completa de P. gingivalis no se encuentran a la fecha descritas por literatura; abriendo
nuevas perspectivas para la investigacion en modelos crénicos celulares que permitan
comprender diferentes mecanismos en el desarrollo y progresién de las enfermedades

cardiovasculares y su asociaciéon con la enfermedad periodontal.

En relacién a nuestro modelo de co-cultivo en células HCAEC y plaquetas humanas; dentro
de la literatura cientifica no existen evidencias, lo que permite demostrar que este modelo
seria de gran impacto para poder identificar claramente los mecanismos moleculares que se
pueden presentar entre la disfuncion endotelial y adhesién, activacién y agregacion
plaquetaria que induce un proceso ateroesclerdtico asociado a la infeccion por
periodontopatdégenos como P, gingivalis. En modelos de co-cultivo con células HUVEC y
plaquetas se evaluo el efecto de E coli con el fin de poder determinar las interacciones que
se pueden presentar a nivel de receptores entre células endoteliales y plaquetas los
resultados demostraron un leve aumento de P/E- selectina, VECAM e ICAM en células pero
no en plaquetas, en comparacién con nuestros resultados que si evidenciamos cambios en
la expresion de PAC y P/E-selectiva en plaquetas lo que indica que E- selectina se puede
estar expresando en el endotelio activado por la liberacién de citosinas como IL6, IL8 ya
descrita por otros autores en esta linea células (Thomas et,al 2008) y la P-selectina en los
granulos alfa plaquetarios de las plaquetas activadas lo que a su vez ejerza un efecto

sinérgico sobre la adhesion leucocitaria y la transmigracién (Thomas et,al 2008).

Estudios realizados por (Nicu et al,2009) evaluaron especies de bacterias como A.

actinomicetemcomitans y P.gingivalis en pacientes con periodontitis donde evidencian que
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estas bacterias afectan de manera diferente la activacién de las plaquetas, y evaluaron
mediante la exposicion a P-selectina, CD63 y la unién de PAC-1en plaquetas de pacientes y
controles, la exposicién de P-selectina fue aumentando comparado con los controles. Por lo
que nuestros resultados podrian estar asociados a que P. gingivalis y el lipopolisacarido
podria estar determinando la expresion de marcadores de activacion plaquetaria en este

caso de PAC por la unién de las plaquetas que exponen la P- selectina a los monocitos.

La mayoria de estudios contintian apoyando la idea de que las plaquetas tienen un papel en
la inflamacion y que el TLR4 también puede regular la funciéon hemostatica de las plaquetas.
El tratamiento con LPS in vitro aumenta CD63 plaquetaria, aumenta la agregacion inducida
por agonistas a través de TLR4 y que se encuentra involucrada con la disminucién de la
producciéon de 6xido nitrico, el aumento de cGMP celular y la activacidon de proteina Kinasa
(Beaulieu et,al 2010) por lo que nuestros resultados podrian estar asociados a que el LPS
de P. gingivalis podria estar actuando mediante el receptor TLR4 activando algunas de las
vias que induce la adhesidn, activaciéon y subsecuente agregacién plaquetaria, por lo cual se
requiere de nuevos estudios que permitan determinar el posible mecanismo por el cual el

LPS de P. gingivalis induce estos efectos.

En relaciéon al efecto que presenta el LPS de P. gingivalis sobre la produccién de
Tromboxano Az en el modelo de co-cultivo, sugiere que el LPS puede inducir la liberacién de
tromboxano A2 (TxAZ2) favoreciendo el infiltrado de células inflamatorias, la adhesién y
agregacion plaquetaria lo cual promueve la formacion de células espumosas en la intima
vascular (Armitage et al.,2008). A su vez el LPS puede aumentar la produccién de IL-1, que
inducen la liberacion de este factor desde las células endoteliales, generando la agregacion

de plaquetas y focos inflamatorios donde se puede generar un trombo [56].
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11. Conclusiones

e La activacion endotelial principalmente ante bacteria viva de P. gingivalis W83 refleja
que la respuesta endotelial puede ser influenciada por el nimero de dosis a la que se
expone el endotelio, respaldando que la exposiciéon in-vitro a mas a una dosis
(repetida) podria conducir a una mejor comprension para estudiar la disfuncién

endotelial y la activacion pro inflamatoria inducida por periodontopatogenos.

e El modelo de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas permitié determinar
la expresion de moléculas de adhesion como P-selectina, y PAC en plaquetas
humanas estimuladas con LPS de P. gingivalis a la concentraciéon de 7 pg/mlL, Lo qu
sugiere que este periodontopatégeno juegan un papel relevante en la interacciéon
plaqueta-célula endotelial que conlleva a la produccién y progresion de los procesos

ateroescleroticos.

e El LPS de P. gingivalis induce un aumento de la produccion de los niveles de
tromboxano A2 en el modelo de co-cultivo de plaquetas humanas y HCAEC lo que
sugiere que esta endotoxina puede conllevar a la adhesion, activacién y agregaciéon

plaquetaria mediante la via asociada a tromboxano A2.
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MSc. PhD.

Experto en Metodologia de la
Investigacion

Bogots, 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 Polifencles: Acido Cafeico y Acido Clorogénico
sobre la Disfuncién Endotelial y Adhesién Plaquetaria
Inducida por el Lipopolisacarido de P. Gingivalis”,

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

Respetadas Doctoras:

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

Atentamente,

MONICA RIVA GUTIERREZ i
Presidenta PR pypenre
Comité Institucional de Etica en &véshgéé’i ones *

o dSND

e —————r

copia; Dr. MIGUEL OTERO CADENA
Vicerrectoria de Investigaciones
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UNIVERSIDAD

EL BOSQUE

ACUERDO No. 11310 DE 2012

Por d cual se autorizan los nombramientos pama el Comité de Etica Institucicaal de
ion de la Uni idud El Bosque, para el periodo comprendida entre ¢l 1ro. de
vaucmbu de 2012 y el 31 agosto de 2014,

I Cansejo Directivo, en uso de las atribuciones legades que Js confiere el Estatuto de In
iversidad El Bosgue, en su sesidn cedinasia del dia 29 de agosto de 2012, oot 9935, y

[ CONSIDERANDO

¢l Ruglamento del Comité de Frica de ln Investigacién, en sa mfallo Iro, establess
los miembros del Comitd debea ser brados por el Consajo Dirn

Jue ln selecchdn de tos candid se realizd medi cor ria piblica °
m

Jue el M i bradn por ¢l Conssjo Directivo, revisd v analizd las hojas de
Ada que se recib en la ela para constituir los miembros del comid y

koudid estificar por un periodo de dos aflos a los siguicntes micombros: JORGE ART
IORIEGA ALVARADO, NADIA YADIRA CASTANEDA CARCIA, BORIS JULIAN PINTO
USTAMANTE, LILIANA OVIEDO ALBAN, JAIRO ANDRES MARTINEZ JIMENEZ, MARIA
RISTINA MIZIA CAVILANGS, MONICA RIVA GUTIERREZ y NOWORA STHLLA JOYA
AMEREZ y nowsbear ol Dy, ARFLARDO LEAT. HERNANDEZ - Ahogadn

ACUERDA

;RTICUI.D PRIMERO. Autorizar ios
tica B b

nombranientos pare el Comité de

! de lavestigacicn de la Universidad El Bosque, para ¢l periodo
omprenclido entre ¢l 1o, dsupmmhmdezolzycl 31 de agosto de 2014,

MORGE ARINORIEGA ALVARADO ) logls & >
NADEA YADIRA CASTAREDA GARCIA Tt gadoeas
BORIS JULIAN PINTO BUSTAMANTE Txperia on Riadica
LILIANA OVIEDO ALBAN v & da O
JAIRO ANDRES MARTINEZ JIMENEZ Faemasdlogo
MARIA CRISTINA MEJIA GAVILANES Rep de ln Cormwnl dad
MCONICA VA GUTIERREZ Expern en Metodologia o2 1a Lyvestigesidn
NOMORA STRELLA JOYA RAMIREZ Experia en Blodtice
ADELARDO LEAL HERNANDEZ Asagads

2o en Bogold, D.C., a los veintinueve [29) dias del osto de 20012

OTIFIQUESE, COMUNIQUESE Y CUMPLASE
—




CONVENIO DE COOPERACION CIENTIFICA INTERINSTITUCIONAL CELEBRADO
ENTRE LA

FUNDACION HEMATOLOGICA COLOMBIA ¥ LA UNIVERSIDAD EL BOSQUE

DECIMA: MODIFICACIONES AL CONVENIO E INTEGRALIDAD.- Las parles han acordaca
como requisito para la existencia y perfeccionamiento de este convenio, que sea plasmado por
escrito debidamante fimmado, siendo un formaksmo volurtanio concertado, De ahl gue, cualuer
eventual medificacién al mismo, para su exsstencia, debera observar idéntica solemnidad; es decr,
que kendra que acordarse previamenta y ser plasmada en al respactivo OTROS!,

Se deja presente gque este negocio juridico unto con sus anexos, constituyen el marco juridico
comvenido, regulando infegramente la matera objeto dal misme, reemplazando cualguier ofro
acuerdo previo gue se hublere llevado a cabo entre las partes sobre &l mismo terma.

DECIMO PRIMERA: CESION Y SUBCONTRATACION.- Ninguna de las partes podra ceder total o
parciaiments |a posicion contraciual que ostenta en & presente negocio juridico, asi como tampoco
podra subconiratar las obgaciones que le competen ni ceder los derechos gue se derivan, sin la
previa autorizacion escrita de la otra parte; por cuanto ambas entienden v aceptan que este convenio
2@ celebra en razdn a la calidad v experiicsa de los sujetos, siendo por tanto infuéo personae.

En sefal de entendimiento, conformidad y sceptacian, se suscribe en Bogotd D.C., a los
@gﬂm dias del mes de del afo 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 £y

#EJEI"L HEWA

ra 55 Mo

CA PRERIGIA
C.C. 51.891.539 de Bogota C.C, 80.410.714 de Bogota
PRESIDENMTE RECTOR
FUNDACION HEMATOLOGICA UMIVERSIDAD EL BOSQUE
COLOMBIA
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EN CUANTO AL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Con base en e CONVENID DE COOPERACION INTERIMSTITUCIONAL que se elabord, expresamente se
advirtid que en el ANEXO CUATRO se indicarian las condiciones legales gque deberia reunir el
COMSENTIMIENTO INFORMADO; por lo cual, a continuacidn se precisan |os siguientas aspectos:

L

La FUNDACION HEMATOLOGICA COLOMBIA ya cuenta com wn formate de consemtimiento
informado, que al revisar con detenimiento 5 TOTALMENTE ADECUADOD Y PERTIEMENTE.

Aungue hacen faltan algunas complementaciones adicionales gue a rengldn seguido se indican, NO
RESULTA VIABLE QUE SE FIRMEN DOS {2) CONSENTIMIENTOS sobre o mismo, por lo gue lo que se
sugiere adicionar, incluyéndose o pegandolo a continuacion del ditimo renglén, dado que el sujeto
silo suscribird una (1) vez, con la cobertura que se haya estipulado.

Asf las ¢osas, se recomienda enriquecer el referido consentimienta con esta advertencia adicional:
“..} Sin perjuicio de |lo expuesto, expresamente manifiesto gque de igual forma he sido
debidamente informado sobre la eventualidad de gue las muestras de sangre que se obtengan,
puedan ser objeto de andlisis, investigacién o estudie tanto dentifico come acad émico, para lo cual
Iz FUMDACION HEMATOLOGICA COLOMEIA podrd celebrar los convenios de cocperacion que a
bien estime, para flevar a cabo diche finalidad a través de una Universidad Colombiana di
reconocida trayectoria, teniendo en cuenta que los resultados que se concluyan serdn publicados y
divulgados de manera agregada, sin que tercero alguno pueda identificar o personalizar tales
resultados con una muestra especifica, ni muchos mengs can &l donante al que le corresponden;
dado que se empleard ef método de codificacidn recomendade para estos casos, preservands mi
identidad, asi como manteniends la confidenclalidad y reserva debida sobre mis dates sensibles, En
consecuencia, he sido notificade del debide cumplimienta de las normas que regulan el HABEAS
DATA que me compete, particularmente las Leyes Estatutarias 1266 de 2008 y 1531 de 2012; la Ley
1273 de 2009, e Decreto 1727 de 2009, el Decreto 1377 de 2013, las sentencizs de la Corte
Constitucional C-186/2008, C-1011/2008, C-743/2011 y C-540/2012, entre otras, junte con el
Decreto Unico 1074 de 2015 reglamentario parcialmente de la Ley 1581, asi come la Circular
Externa 02 dal 3 de noviembre de 2015 de la Superintendencia de Industria y Comercio sobre bases
de datos v su registro, de manera gue conozco mis derechos, al igual que el procedimiento para
consultar, presentar quejas o reclamas, obtener informacién o retirar libremente y en cualguier
momento los datos suministrados, sin ninguna restriccion, dando por terminade la autorizacidn
agui concedida. Asi las cosas, pare estos Gltdimos fines al igual que para los exclusivos efectos de la
investigacidn en ciarnes, los encargados de adelantar diches estudios podrén ponerse en contacto
conmigo, con la reserva, respeto v demds precauciones debidas, por o que a continuacsan indico
coma me pueden ubicar, En sefal de plena conocimiento, conformidad, autorizacién y aceptacion,
losuscriboales [ ) diss del mas de dal afio [} ), om |2 ciudad de
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