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                              Resumen 

 

Efecto de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en la Activación 
y Adhesión de Plaquetas Humanas en Co-cultivo con Células 
Endoteliales 

 
Antecedentes: Los estudios epidemiológicos han establecido una 
asociación clínica 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 producción de 
marcadores cardiovasculares en todo el cuerpo. La presencia de bacterias 
orales en lesiones ateroscleróticas 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 asociación entre ambas 
enfermedades utilizando modelos in vitro. Se ha demostrado 
anteriormente que la disfunción endotelial, se asocia con un aumento de 
la expresión de algunas moléculas de adhesión (PECAM-1, VECAM-1 y P-
selectina), así como la activación de las plaquetas; del mismo modo 
muestran la correlación existente entre   P-selectina y su efecto 
proagregante plaquetario y la progresión de las enfermedades 
cardiovasculares. Objetivo: Evaluar la expresión y el efecto del LPS de A. 
actinomycetemcomitans sobre la adhesión y activación de plaquetas 
humanas en células endoteliales. Materiales y métodos: Se elaboró un 
modelo de co-cultivo con       plaquetas humanas y células HCAEC, el cual 
se estimuló con LPS de A. actinomycetemcomitans (1,0 3,5 y 7,0 µg/mL) a 
dosis repetidas.  Se evaluaron la molécula de adhesión (P-selectina) y 
activación (PAC) por medio de citometría de flujo y Tromboxano A2 
mediante ELISA. Resultados: Se evidencio que el LPS de A. 
actinomycetemcomitans induce un aumento en la expresión de P-selectina 
y tromboxano A2 en células endoteliales HCAEC a una concentración de 
7.0 µg/DC y 3.5 µg/dL respectivamente en relación al control SE. No se 
encontraron cambios significativos en la expresión de esta molécula en 
plaquetas (p <0,05). Conclusiones: El LPS de A. actinomycetemcomitans 
induce un aumento de la expresión de P-selectina en células endoteliales 
HCAEC lo cual sugiere un efecto de esta bacteria sobre adhesión en 
procesos aterotrombóticos. 
 
Palabras claves: Lipopolisacárido, 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 µg/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 µg/DC y 3.5 µg/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. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Introducción 

 

La cavidad oral sirve de huésped para una gran cantidad de microorganismos cuyas especies 

difieren en los dientes, encías, mejillas, el surco gingival o paladar, e interactúan 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 sanguíneo debido a interrupciones de la integridad del tejido 

secundarias a la inflamación en afecciones como la periodontitis (Peña et al., 2008).  

 

La periodontitis se describe como una enfermedad crónica de mayor incidencia en el adulto 

(15%-20% en edades de 35 a 44 años), su presencia en cavidad oral sumado al desbalance 

microbiano parece perpetuar una respuesta sistémica mediada por antígenos de bacterias 

que activan anticuerpos, células endoteliales, monocitos y plaquetas generando un aumento 

en los niveles circulantes de citosinas, proteínas 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  está altamente relacionada con factores 

extrínsecos como obesidad, consumo nocivo de cigarrillo y alcohol, mala alimentación ; e 

intrínsecos como edad, sexo o genética, que en conjunto reflejan un espectro de patología 

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

 

A partir de estas observaciones, se ha generado mucha evidencia sobre la relación entre la 

enfermedad periodontal y la aparición de enfermedades sistémicas no infecciosas como  

enfermedades cardiovasculares ateroescleróticas (ASCVD), cardiopatía 

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

 

Estudios han demostrado mayor incidencia de complicaciones ateroscleróticas 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) interactúan con neutrófilos y 

monocitos favoreciendo así la reacción inflamatoria y la formación del trombo por 

agregación plaquetaria. Lo que puede alterar la integridad del endotelio vascular 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oral-cavity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gingival-sulcus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/palate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/systemic-disorder
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cardiovascular-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ischemic-heart-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ischemic-heart-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cerebrovascular-disease
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1443950618305973?via%3Dihub#bib0040


favoreciendo la adhesión de moléculas alterando el flujo sanguíneo normal. (Sfyroeras et al., 

2012) 

 

Por esta razón el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto del LPS de A. 

actinomycetemcomitans sobre la adhesión y activación de las plaquetas utilizando un modelo 

de co-cultivo con células endoteliales, además de determinar y evaluar la expresión o niveles 

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

 

Dicho trabajo participará positivamente a la creación de nuevas y diferentes alternativas 

terapéuticas favoreciendo la calidad de vida y prolongación de la misma a largo plazo, 

disminuyendo así enfermedades aterotrombóticas y cardiovasculares tratando en primer 

plano enfermedades crónicas 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 lipopolisacárido (LPS) de A. actinomycetemcomitans en la disfunción 

endotelial de células de aorta coronaria humana (HCAEC) y en la adhesión y agregación 

plaquetaria, donde se podrán establecer los posibles mecanismos moleculares que los LPS de 

periodontopatógenos inducen a una enfermedad cardiovascular.
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2. Marco teórico 

 

 

La periodontitis implica un proceso infeccioso / inflamatorio crónico 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 condición 

en la población son de aproximadamente 10% a 15%; Sin embargo, la progresión suele ser 

lenta y/o progresiva dependiendo de los diferentes mecanismos de virulencia de los 

microorganismos y el desarrollo inmunológico que presente el huésped. (Peña, 2008) 

(Teeuw et al., 2014). 

 

Su etiología es multifactorial, está viéndose afectada por el consumo de tabaco, dieta, hábitos 

y ciertas enfermedades sistémicas como factores clínicos 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 patologías. (OMS, 2012) 

 

Los organismos que se encuentran en cavidad oral según análisis realizados a dichos 

patógenos, se determinó que los microorganismos estarían 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 

progresión de la periodontitis agresiva en el adulto, aunque no se ha rechazado su 

importancia en la iniciación y progresión de la enfermedad periodontal. (Mujica et al., 2010) 

 

 

 

 



4 

 

2.1.  Estructura de lipopolisacárido  

 

El A. actinomycetemcomitans, es una bacteria Gram-negativo es el principal agente etiológico 

de la periodontitis agresiva, también se ha relacionado con la periodontitis crónica y las 

infecciones no orales graves (Henderson et al., 2010). Actualmente, se reconocen siete 

serotipos de esta bacteria (ag) en función del antígeno inmunodominante, que es un 

polisacárido O del lipopolisacárido (LPS). (Takada et al., 2010) (Kittichotirad et al., 2011) 

 

El Lipopolisacárido son polímeros complejos con restos de ácidos forman la mayoría de la 

capa externa de la membrana de bacterias Gram-negativas. Estos, actúan como endotoxinas 

que induce una respuesta inmune local y sistémica en el hospedero. Estas moléculas están 

conformadas por tres regiones: el antígeno O, el oligosacárido central o núcleo y el lípido A. 

El antígeno O es una región que garantiza la existencia de múltiples serotipos. El núcleo 

permite que se adhieran a tejidos epiteliales además de proporcionar protección contra 

reacciones dañinas de anticuerpos. El lípido A es el encargado de ejercer la actividad 

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

 

El LPS es un glicoconjugado lipídico que mantiene la integridad estructural de las bacterias 

Gram Negativo y forma una barrera selectiva que limita la entrada de moléculas hidrofóbicas 

y químicos tóxicos, como detergentes y antibióticos, además es esencial para el anclaje de 

proteínas externas de membrana.  Las investigaciones serológicas de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans han identificado serotipos específicos y antígenos bacterianos que 

pueden ser importantes en la etiología de la enfermedad periodontal. Hasta ahora se han 

descrito siete serotipos a, b, c, d, e, f y g, lo que deja un 3-8% de aislados clínicos no 

serotipificables. La prevalencia de estos serotipos se asocia con una serie de factores, como 

la localización, geográfica, la etnia y el estado periodontal de los portadores. (Rojas, 1995) 

(Brigido et al., 2014) 

 

Investigaciones recientes han analizado el papel del lipopolisacárido de los diferentes 

serotipos de A. actinomycetemcomitans en células dendríticas, así como en la activación y 

función de los linfocitos T, demostrando diferencias cuantitativas y cualitativas en la 
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producción de citocinas. Específicamente, las células dendríticas estimuladas con el serotipo 

b experimentaron un aumento en la producción de citocinas en comparación 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 expresión de 

los factores de transcripción T-bet y RORC2, en la secreción de citocinas asociadas a los 

fenotipos linfocitarios Th1 y Th17: interleuquina-1β (IL-1β), IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, 

interferón-γ (IFN-γ), factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) y TNF-β, así como también un 

aumento en la producción del ligando de receptor activador para el factor nuclear kB 

(RANKL), factor asociado a la activación de osteoclastos, inhibiendo la síntesis de colágeno 

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

 

2.2.  Asociación de la enfermedad periodontal y riesgo cardiovascular 

 

Los estudios epidemiológicos proporcionan evidencia de una asociación entre la 

periodontitis y la enfermedad cardiovascular. La verosimilitud biológica de esta asociación 

se basa principalmente en el hecho de que los pacientes con periodontitis presentan niveles 

elevados de PCR, TNF-α, interleucinas y otros marcadores inflamatorios, que están asociados 

con la disfunción endotelial y los eventos cardiovasculares. (Beca et al., 2017) (Bahekar et al., 

2007) (Dietrich et al., 2013) 

 

La periodontitis puede desempeñarse como un posible factor de riesgo para el desarrollo de 

aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. La enfermedad cardiovascular incluye la 

aterosclerosis, cardiopatía isquémica, endocarditis, infarto agudo de miocardio y accidente 

cerebrovascular. Según datos de la Organización Mundial de la Salud la mortalidad anual en 

el año 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: hábito del 

cigarrillo, hipertensión, aumento en las lipoproteínas de baja densidad (LDL), y disminución 
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en las de alta densidad, diabetes mellitus, historia familiar, enfermedades cardiacas 

prematuras, obesidad e inactividad física. Siendo estos factores de riesgo similares a los de la 

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

2.3.  Asociación 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 sanguíneos periodontales. A partir de 

esta infección periodontal se produce una bacteriemia crónica se produce liberación de 

citoquinas como la CRP, la 1- antitripsina, la haptoglobina, el fibrinógeno, los tromboxanos, 

la IL-1, 6, 8 y el TNF, pasan a la circulación general. Estos factores pueden iniciar la adhesión 

y agregación plaquetaria, promoviendo la formación de células espumosas y la acumulación 

de colesterol en la capa íntima arterial favorece la arteriosclerosis y la trombosis, produce 

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

 

 

 
Figura 1. Liberación de citoquinas (Hansson, 2005) 
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Figura 2. Depósito de colesterol (LDL) (Hansson, 2005) 

 

Figura 3. Lesión ateroesclerótica en la arteria (Hansson, 2005) 
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El carácter inflamatorio de la aterosclerosis ha centrado diferentes investigaciones al estudio 

de las infecciones crónicas como potencial causa de las lesiones ateroscleróticas siendo las 

primeras evidencias que mostraban asociación entre infección bacteriana y enfermedad 

coronaria crónica 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 inflamación en la aterosclerosis. Las LDL, también conocidas como 

colesterol malo, están compuestas por moléculas grasas y proteínas, encontrándose 

aumentadas en la aterogénesis. 

 

En normalidad, las células endoteliales son resistentes a la adhesión de leucocitos circulantes, 

pero varios factores de riesgo como fumar, hipertensión, obesidad, entre otros, pueden dañar 

la homeóstasis, generando cambios inflamatorios celulares y vasculares que inician la 

aterogénesis. Estos factores promueven la expresión de moléculas de adhesión por las células 

endoteliales, generando disfunción endotelia. El exceso de LDL genera cambios químicos que 

estimulan la liberación de moléculas de adhesión por las células endoteliales. Estos cambios 

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

 

Posteriormente ocurre la formación de estrías lipídicas –placa aterosclerótica temprana-. 

Durante esta etapa se presentan los siguientes fenómenos: penetración de monocitos por 

diapédesis en la capa íntima, maduración del monocito en macrófagos, fagocitosis del 

colesterol y acúmulo en su citoplasma, hasta transformarse en células espumosas. Luego se 

da una progresión del ateroma a una placa compleja, y las células del músculo liso de la capa 

media migran a la capa íntima, produciendo un tejido fibroso. En el estado más avanzado las 

células espumosas secretan sustancias inflamatorias que rompen esta placa digiriendo 

moléculas de matriz y dañando las células de músculo liso; además se puede romper por 

trauma o extremo adelgazamiento de la capa íntima, llevando a la formación de un trombo 

en el sitio. (Alonso et al., 2008) 
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Las citoquinas liberadas interleuquina 1(IL-1), interleuquina 6 (IL-6), y factor de necrosis 

tumoral α (TNF α), por monocitos, linfocitos o células endoteliales tienen un papel 

importante en la regulación de la inflamación, pero al mismo tiempo pueden aumentar el 

riesgo de las enfermedades cardiovasculares. Logran activar tres elementos de la 

inflamación: 1) Aumento de las moléculas de adhesión celular (ICAM -1 y VCAM-1) y 

selectinas e y p, que facilitan el reclutamiento de leucocitos y plaquetas que conllevan a la 

disfunción endotelial y migración de células del músculo liso de la capa media. 2) Liberación 

de leucocitos y plaquetas por la médula ósea estimulada por la IL-6 especialmente. 3) 

Incremento en la síntesis y liberación de proteínas plasmáticas en el hígado como la proteína 

C reactiva (CRP), el amiloide A y algunos factores de la hemostasia como el factor VIII/Von 

Willebrand. La activación de estos tres elementos lleva a la formación del ateroma o 

directamente a la trombosis. 

 

El incremento de CRP puede estar relacionado con el aumento de riesgo de enfermedad 

cardiovascular por su adhesión a LDL en las placas ateromatosas; también activan el sistema 

de complemento, tienen un efecto proinflamatorio e incrementan la producción de 

macrófagos (Lowe, 2001) (De Nardin, 2001). El fibrinógeno es una proteína de fase aguda 

que es sintetizada en el hígado como respuesta a la IL-6 y se encuentra aumentada en 

infecciones e inflamaciones crónicas, considerándose 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 podría jugar un papel importante en el desarrollo de 

enfermedades y condiciones sistémicas. 

 

 

 

2.4.  Efecto del lipopolisacárido sobre la disfunción endotelial 
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Parámetros clínicos como el sangrado gingival hacen parte de la inmunopatogenia de 

asociación 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 biológicos de inflamación como son el TNFα, 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, cirugía 

periodontal y extracciones dentales e incluso con las actividades diarias como la masticación 

y el cepillado (Kinane et al., 2005) (Iwai, 2009). Recientemente se demostró que el 

tratamiento periodontal induce inflamación sistémica y disfunción 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 inflamación sistémicos y de 

disfunción endotelial en estudios de corto tiempo, no hay evidencia de que prevenga eventos 

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

 

La respuesta inmune innata está fuertemente implicada en la asociación entre periodontitis 

y enfermedad cardiovascular siendo la activación inflamatoria de la célula endotelial un 

factor crítico 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 liberación de citoquinas como la IL.1, IL-6 y 

el TNF-α y 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 circulación se unen a la proteína 

de unión a LPS (LBP) facilitando su unión a los CD14 soluble (sCD14) o a CD14 de membrana 

(mCD14) lo que conduce a la activación de células del endotelio vía TLR4. Como respuesta al 

estímulo, las células endoteliales producen moléculas pro-inflamatorias como IL-6, TNF alfa, 
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superóxido (O2-), IL-8 y proteína quimioatractante de monocito (MCP-1). Estas dos últimas 

inducen el reclutamiento de monocitos y linfocitos T en lesiones sub-endoteliales 

potenciando la adhesión leucocítica al endotelio a través de moléculas de adhesión 

intercelular (VCAM-1, ICAM-1) que acompañado de la expresión de molécula-1 de adhesión 

celular plaqueta/endotelio (PECAM-1) permite la migración 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.  Fisiología de la agregación plaquetaria   

2.5.1. Hemostasia primaria   

 

Es el proceso inicial en la agregación plaquetaria y en el que se da la formación del tapón 

luego de la aparición de fallas en el epitelio vascular, se genera a partir de 3 mecanismos o 

fases: 

● Adhesión 

● Activación y secreción  

● Agregación 

 

Todo este proceso inicia a partir de la lesión del endotelio, luego de que este aparezca, las 

plaquetas se adhieren al subendotelio que es la capa más cercana al torrente sanguíneo. Este 

es el proceso que se conoce como adhesión plaquetaria, en donde el actor principal es el 

colágeno, este es modificado por el factor de von Willebrand (FvW) lo cual facilita su unión a 

la glicoproteína plaquetaria (GPIb/IX) para así lograr la fijación de la plaqueta al colágeno.  

 

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

citoplasma, más conocidos como pseudópodos e inicia simultáneamente la secreción de 

sustancias desde los gránulos, como: adenosin trifosfato, factor plaquetario 4, calcio, 

serotonina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, tromboxano A2, factor V, 

fibrinógeno, de los cuales podemos considerar algunos como agonistas en el proceso de 
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agregación plaquetaria, estimulando la unión de unas plaquetas con otras, mediante el 

reclutamiento de células y el crecimiento del coágulo y a este último mecanismo se le conoce 

como agregación plaquetaria. (King, 1962). 

 

2.5.2. Proceso de activación y adhesión 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 agregación plaquetaria actúan ciertos mecanismos específicos para cada una de ellas. 

 

 

El proceso de adhesión comienza con el deslizamiento de los leucocitos sobre la superficie 

endotelial, la posterior adhesión y finalmente su transmigración. La fase de rodamiento y 

adhesión resulta de la interacción específica entre los leucocitos y las moléculas de adhesión 

expresadas por el endotelio. El rodamiento representa la interacción entre los leucocitos y 

las selectinas, con la consiguiente adhesión en la que participan otras CAM de la familia de 

las inmunoglobulinas, la como molécula de adhesión intercelular (ICAM), molécula de 

adhesión de células endoteliales plaquetarias (PECAM/CD31) y molécula de adhesión 

vascular (VCAM) (figura. 4). 

 

 
Figura 4. Moléculas de adhesión al endotelio vascular (Badimón, 2006) 

 

 Los niveles de expresión de las CAM en las lesiones ateroscleróticas son superiores a los de 

las áreas que no presentan aterosclerosis; esta sobrexpresión de CAM, junto con la inducción 
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de sustancias quimio atrayentes como proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1), 

facilita la unión y la migración de los monocitos en las áreas de lesión. 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 ICAM-

1(Johson et al., 1994).  

 

 
 

Figura 5. Moléculas de adhesión (Badimón, 2006) 

 

El antígeno de diferenciación CD31 o PCAM se expresa en la superficie de granulocitos 

humanos, monocitos y plaquetas. Por consiguiente, desempeña un papel importante en los 

procesos de adhesión y señalización celular en la biología de las células sanguíneas y 

vasculares. 

 

 Amplios estudios junto con información funcional y estructural han demostrado que 

inmunoglobulina D-1 (IgD1) e inmunoglobulina D-2 (IgD2) funcionan principalmente en 

mediar las interacciones hemofílicas de PECAM-1 entre leucocitos y células endoteliales 

además 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 clínicamente relevantes, que 

van desde la trombosis y la enfermedad cardiovascular hasta la inflamación y el cáncer. 
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La glicoproteína b alfa (GPIbα) actúa en la primera fase, frenando las plaquetas sobre la 

superficie de la pared vascular, posteriormente esta se une al colágeno y el factor de von 

Willebrand (vWF) dando inicio al proceso de adhesión plaquetaria, en este complejo el FvW 

se encuentra contenido en las fibras de colágeno, especialmente de tipo I, III y IV. En las 

arterias que son consideradas vasos que mantienen un alto estrés de rozamiento el dominio 

A1 del vWF interactúa con la GPIbα, para lograr reducir la velocidad del flujo plaquetario. 

Aun así, la GPIbα también desempeña el papel de receptor de las moléculas de adhesión 

celular -1 (Mac-1), las cuales son proteínas que se localizan en la superficie de los leucocitos 

activados, cuando genera la interacción entre GPIbα y Mac-1 se produce la unión entre 

plaqueta y leucocito, siendo este un proceso crucial para la respuesta inflamatoria mediada 

por las plaquetas.  

 

Además cuando el FvW y la GPIbα interactúan momentáneamente dan paso al rodamiento 

de plaquetas en la zona afectada del vaso y permitiendo que las proteínas que se encuentran 

en la pared vascular especialmente el colágeno induzcan la activación de las plaquetas, 

adhiriéndolas firmemente a la pared, formando así un tipo de unidad funcional que permite 

la formación inicial del trombo en la cual el FvW inicialmente captura las plaquetas en la 

superficie del vaso y el colágeno permite que las plaquetas se unan de una manera estable 

entre sí. Cuando la plaqueta y el colágeno se unen aparecen dos receptores plaquetarios, la 

integrina α2β1 y la glicoproteína VI (GPVI), permitiendo una mejor fijación de las plaquetas 

y generando la secreción de sustancias procoagulantes y proinflamatorias promoviendo el 

crecimiento y consolidación del trombo.  

 

Luego de que las plaquetas se unen al colágeno se expresa la fosfatidilserina sobre la 

membrana plaquetaria generando actividad en la protrombinasa generando un aumento en 

la producción trombina. El complejo formado gracias a la adhesión y fijación de las plaquetas 

en la pared del vaso puede durar horas o días sobre la lesión vascular y liberará 

microvesículas con capacidades proinflamatorias y protrombóticas, luego de la unión entre 

las plaquetas el FvW y el colágeno es necesario reclutar nuevas plaquetas provenientes del 

torrente sanguíneo; este proceso es conocido como la agregación plaquetaria el cual se 

produce gracias a la acumulación de agonistas de activación 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 (αIIbβ3) estos permiten la unión del fibrinógeno y el 

FvW, dicha unión genera puentes estables entre las plaquetas.  

 

En cuanto al proceso de estabilización de las plaquetas aparece otra molécula llamada el 

ligando de CD40 (CD40L) el cual es una glicoproteína contenida por los gránulos de las 

plaquetas y que es liberada tras la degranulación en la superficie plaquetaria, luego a partir 

de la actividad de la metaloproteasa-2 se induce la liberación 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, neutrófilos, monocitos, otras 

plaquetas, células endoteliales, células dendríticas, fibroblastos y finalmente células del 

músculo liso vascular.  

 

No es bien conocido el porqué de la interacción entre el CD40L liposoluble y el CD40, pero la 

interacción entre el CD40L de la plaqueta con el CD40 de las células endoteliales induce la 

liberación y expresión 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 óxido nítrico (NO) aumentando su estrés 

oxidativo (Vernal et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Planteamiento el problema 
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En las dos últimas décadas varios estudios han planteado diferentes factores de riesgo 

asociados a la aterosclerosis. La enfermedad periodontal; descrita como una de las 

infecciones crónicas de mayor incidencia en el adulto, también ha sido definida como un 

importante factor de riesgo que además de afectar a más de la mitad de la población 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 consideración 

especial a nivel vascular favoreciendo la activación de células endoteliales, leucocitos y 

plaquetas capaces de generar un aumento en los niveles plasmáticos de citocinas, proteínas 

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 lipopolisacárido (LPS), ha sido descrito clásicamente 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 tóxicas e 

inflamatorias como alteración en la integridad del endotelio vascular, favorecer la liberación 

de citoquinas como la interleuquina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF) y la proteína 

C-reactiva (CRP), sin embargo se desconoce el efecto del LPS de periodontopatógenos  como 

A. actinomycetemcomitans no solamente sobre células de arteria coronaria humana sino 

también en la activación o agregación plaquetaria, este último un aspecto fundamental en el 

desarrollo de procesos aterotrombóticos.  (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 única de LPS, aspecto muy importante a considerar ya que no 

refleja la fisiopatología de la infección puesto que en pacientes con periodontitis se reportan 

frecuentes periodos de bacteriemias y endotoxemias, lo cual convoca a plantear modelos con 

más 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 adhesión 
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y activación plaquetaria y mucho más en modelos de plaquetas humanas en    co-cultivo con 

HACEC hacen de este problema de investigación un aspecto fundamental para el estudio de 

la asociación entre periodontitis y aterotrombosis.  

 

En algunos reportes de la literatura se han observado los diferentes mecanismos de 

activación y las respuestas de adhesión 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 expresión de las moléculas de adhesión en las cellas endoteliales son importantes dentro 

de la disfunción endotelial; un modelo de mono capas de HUVEC estimulada con adhesinas 

de fusobacterium nucleatum demostró que inducen la adhesión bacteriana mediada por 

cadherinas VE y mostraron una permeabilidad aumentada, lo que permitió el paso de 

bacterias; adicionalmente se evaluó en el mismo modelo la adhesión y migración de 

monocitos en el endotelio  en condiciones de flujo sanguíneo normal, encontrando  la 

adhesión 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 expresión de 

moléculas de adhesión (PCAM-1, VCAM-1 e ICAM-1) cuya expresión se activa por la 

interacción entre el receptor TLR-2 y el LPS(60). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Justificación 
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La enfermedad periodontal incrementa los niveles de inflamación sistémica potencializada 

por la respuesta del huésped, en la que se observa infiltrado de neutrófilos, macrófagos y 

algunas células linfoides, con la subsecuente liberación de citoquinas tales como como la 

interleuquina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF) y la proteína C-reactiva (CRP). Las 

bacterias relacionadas con la periodontitis son en gran parte Gram negativas, las cuales por 

medio de sus lipopolisacáridos y productos estimulan la producción de citoquinas, aumento 

en la coagulación, activación de monocitos y liberación de las proteínas de fase aguda como 

CRP. Estos patógenos periodontales pueden causar infecciones sistémicas como afecciones 

cardiacas, que se pueden dar como resultado de difusión hemática y/o respiratoria.  (Calle et 

al., 2012). 

 

El interés de investigar el efecto de Aggregatibacter actinomycetemcomitans 29522 en la 

adhesión activación de plaquetas humanas en co-cultivo con HCAEC se centra en dilucidar el 

papel aterotrombótico de periodontopatógenos, 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 

últimos 20 años de avances entre la asociación de periodontitis y enfermedades 

cardiovasculares; aún existen aspectos celulares y moleculares que demandan mayor 

investigación.  

 

Este estudio se va a enfocar en evaluar y estandarizar mediante el modelo in vitro de co-

cultivo el efecto del lipopolisacárido (LPS) de A. actinomycetemcomitans en la disfunción 

endotelial de células de aorta coronaria humana (HCAEC) y en la adhesión y agregación 

plaquetaria. De esta manera, los datos obtenidos en esta investigación tomarán gran 

trascendencia en el tiempo gracias a que se desarrolla con propiedades y en condiciones 

diferentes a las reportadas anteriormente, lo que permitirá establecer las bases de una 

respuesta agregante in-vitro, que aún no ha sido caracterizada.  
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Dicho trabajo también permitirá establecer bases para la generación de nuevas alternativas 

terapéuticas, considerando un impacto positivo a largo plazo ya que la periodontitis 

presentada como una de las enfermedades crónicas 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. Situación actual 

 

 

En diferentes estudios, autores, mencionan una asociación 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 sanguíneos mayores. 

Esto llevaría a producir una degeneración grasa de la misma y además favorecer la liberación 

de citoquinas como la IL-1, el TNF y el marcador de inflamación (CRP) proteína C reactiva. 

Todos estos factores pueden favorecer el desarrollo y evolución de la aterosclerosis y 

provocar una coagulación intravascular debido a que alteran la función plaquetaria, la 

coagulación sanguínea y el metabolismo de los lípidos. (Calle et al., 2012). 

 

El papel del periodontopatógeno 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 lipopolisacáridos (LPS), el cual se 

encuentra en la membrana externa y actúa como endotoxina que induce una respuesta 

inmune local y sistémica en el hospedero. Estas moléculas están conformadas por tres 

regiones: el antígeno O, el oligosacárido central o núcleo y el lípido A. El antígeno O es una 

región que garantiza la existencia de múltiples serotipos. El núcleo permite que se adhieran 

a tejidos epiteliales además de proporcionar protección contra reacciones dañinas de 

anticuerpos. El lípido A es el encargado de ejercer la actividad endotóxica de los LPS (Brigido 

et al., 2014). 

 

 

Múltiples 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 maduración de monocitos a macrófagos formando así células 

espumosas que liberan citoquinas [9]. Estas, algunas proinflamatorias como la proteína C 

reactiva (CRP), el fibrinógeno, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), la interleucina-1 

(IL-1) y la IL-6 reducen la expresión endotelial de óxido nítrico sintetasa (NOS) y por ende su 

participación en la inhibición de la agregación plaquetaria, promoviendo la expresión 

endotelial de la molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1), la molécula de adhesión 

intercelular-1 (ICAM-1), E-selectina y P-selectina [10]. Como resultado, la ausencia de 

propiedades anti-aterogénicas en el endotelio aumenta la migración de leucocitos y la 

activación plaquetaria para formar la placa aterosclerótica.  (Zahng et al., 1997).          
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6. Objetivos 

 

 

6.1. Objetivo general 

 

Evaluar el efecto del lipopolisacárido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans sobre la 

adhesión y activación plaquetaria en un modelo de co-cultivo con células de arteria coronaria 

humana (HCAEC). 

 

6.2. Objetivos específicos 

 

 

 Evaluar la expresión de P-selectina en plaquetas humanas en un modelo de co-cultivo 

con células HCAEC estimuladas con lipopolisacárido 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 lipopolisacárido de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans ATCC 29522.  

 Evaluar la expresión del complejo de activación plaquetaria (PAC) en un modelo de 

co-cultivo con células HCAEC y plaquetas humanas estimuladas con lipopolisacárido 

de Aggregatibacter  actinomycetemcomitans ATCC 29522. 
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7. Metodología del proyecto 

 

7.1. Tipo de estudio 

Experimental In Vitro 

 

7.2. Población y muestra 

 

- Población:  Plaquetas de donantes voluntarios sanos y células HCAEC 

- Muestra: Plaquetas humanas obtenidas de la Fundación Hematológica Colombiana de 

donantes voluntarios sanos mayores de edad con previo consentimiento informado. 

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

 

 7.3. Métodos y técnicas para la recolección de la información 

7.3.1. Extracción y purificación de lipopolisacárido 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 Microbiología Oral grupo UIBO, mientras que la 

purificación y caracterización bioquímica del LPS se realizó en el laboratorio de 

Biotecnología grupo UIBO según metodología 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 usó la línea 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 

exposición de 24h con LPS de A. actinomycetemcomitans 29522 a diferentes concentraciones 

(7, 3.5, 1 µg/mL). Pasado el tiempo de estimulación el medio fue reemplazado por una 

solución de resazurina 44µM preparada en medio sin suplementar. Las células en presencia 

de esta solución se incubaron a 37ºC durante 16 horas, transcurrido este tiempo, la 

fluorescencia emitida por las células viables y/o metabólicamente activas fueron leídas a 

una longitud de onda de excitación de 535 nm y una de emisión 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 Tritón al 1% en solución 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 estadística 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 concentración de 150.000-350.000 

células/µL de los donantes voluntarios sanos (previo consentimiento informado) que asisten 

a la fundación Hematológica Colombia por el convenio interinstitucional que existe entre la 

universidad El Bosque y la fundación. La preparación previa de las plaquetas consistió en 

lavados con Wash Buffer a pH 6.0 y tres series de centrifugación cada una a 2000 RPM por 

15 minutos. 

 

Posteriormente se resuspendió en 1 mL de Buffer de re-suspensión 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 1µg/mL) a dosis única durante 30 min a 

37°C. La viabilidad celular fue evaluada por la conversión de calceína-AM a calceína (verde) 
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mediada por la enzima intracelular esterasa usando el kit comercial LIVE/DEAD 

viability/cytotoxicity (ThermoFisher Scientific, USA). Todos los experimentos fueron 

realizados por duplicado y de manera independiente. Las plaquetas sin estímulo fueron 

consideradas como control de supervivencia y todos los experimentos fueron realizados por 

duplicado.  

 

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

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

 

Una vez transcurrieron las 24 horas de exposición 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 estimulación con LPS de A. actinomycetemcomitans en un modelo 

de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas con LPS a dosis repetidas. 
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Tabla 1. Modelo Co-cultivo 1 y 2.     

Modelo  Co-cultivo 1  Descripción de la condición 

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  Co-cultivo 2   

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 preparación previa de las plaquetas consistió en lavados con Wash Buffer a pH 6.0 y tres 

series de centrifugación cada una a 3800 RPM por 15 minutos. Posteriormente se 

resuspendió en 1 mL de Buffer de re-suspensión 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 preparación de las plaquetas descrita anteriormente se procedió a realizar 

el montaje de co-cultivo 2 según diseño y modelo de estimulación 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 concentración final de 2x108/ml y homogéneamente 

distribuidas favoreciendo el contacto directo con la monocapa por 1 hora en constante 

agitación. Adicionalmente verificamos la interacción y homogeneidad en la distribución del 

co-cultivo mediante observación 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 centrifugación a 3800 RPM por 15 



27 

 

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 agitación e 

inhibidores de proteasas y fosfatasas o por Trizol® para la extracción 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 

citometría de flujo con el fin de evaluar la molécula de adhesión P-selectina y PAC como 

molécula de activación. 

 

7.3.5. Determinación de moléculas de adhesión (P- selectina) y activación (PAC) en el modelo 

de co-cultivo estimulado con LPS de A. actinomycetemcomitans  

 

Para determinar la expresión de los marcadores de activación plaquetaria y moléculas de 

adhesión en células HCAEC se realizó un co-cultivo de las células endoteliales y plaquetas 

humanas como se describió anteriormente. Cada tratamiento fue valorado en tres 

experimentos independientes. 

 

Para el análisis de las plaquetas, 100 ul de cada muestra se incubó 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 citometría de flujo (BD Accuri C6), de acuerdo con 

los parámetros de tamaño, complejidad e intensidad de fluorescencia para cada uno de los 

marcadores evaluados. Como control interno de la técnica y para la normalización de los 

resultados, se utilizaron células (estimuladas o no estimuladas dependiendo el ensayo) sin 

marcar. 

 

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

A.actinomycetemcomitans  
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La determinación del Tromboxano A2 se realizó bajo el principio de ELISA competitiva 

mediante el kit Cayman Chemical 28tem #501020. 

 

7.4.  Plan de tabulación y análisis  

 

Los datos se indicaron como medias más o menos la desviación estándar. Los datos se 

analizaron por ANOVA de doble vía para comparar pares de grupos seleccionados. Los datos 

al no presentar una distribución normal fueron analizados por el estadístico no paramétrico 

de Dunnett. El análisis estadístico se realizó con el programa informativo GraphPadPrism6. 

La probabilidad tenida en cuenta fue P< 0.05. 

 

7.4.1. Hipótesis estadísticas (alterna y nula) 

 

● H1: El Lipopolisacárido de A. actinomycetemcomitans induce activación y adhesión 

plaquetaria en el modelo de co-cultivo de HCAEC. 

● H0: El lipopolisacárido de A. actinomycetemcomitans no induce activación, ni 

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

 

De acuerdo a las guías de buenas prácticas clínicas del Comité Institucional de Ética en 

Investigación de la Universidad El Bosque y la resolución 008430 de 1993 este estudio se 

considera de riesgo menor al mínimo.  

 

Todos los procedimientos que se realizarán en el presente proyecto tienen aprobación por 

parte del Comité Institucional de Ética en Investigaciones de la Universidad El Bosque. Se 

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

 

Obtención de plaquetas humanas: En concordancia con los artículos 15 y 16 de la Resolución 

008430 de 1993 del Ministerio de Salud y Protección Social, la cual plantea la aplicación del 

consentimiento informado, el cual estará a cargo de la fundación Hematológica Colombiana, 

que cual nos proveerá las plaquetas humanas a partir de donantes voluntarios bajo el 

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

 

Tabla 2. Consideraciones Éticas 
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8.1.  Consentimiento informado  
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9. Resultados 

 

9.1. Fase analítica        

 

9.1.1. Purificación y caracterización del LPS de A. actinomycetemcomitans 
 

La caracterización del extracto de A. actinomycetemcomitans (A.a) fue determinado según el 

perfil electroforético.  El quimiotipo del lipopolisacárido de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans ATCC 29522 se clasificó como tipo liso. La detección de proteínas 

contaminantes registró bandas para lipopolisacáridos comerciales con una masa cercana a 

66 Kda, mientras que el lipopolisacárido obtenido para A.a después de la repurificación no 

presentó banda.  La metodología implementada en este estudio se realizó utilizando 

diferentes técnicas previamente reportadas para la extracción, purificación y caracterización 

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

 

 

Figura 6. Perfil electroforético de lipopolisacáridos presentes en la fracción 1 del lote 4 purificado y repurificado 
LPS A.actinomycetemcomitans ATCC 29522, tinción plata.  

Se sembró 10 µl en el carril 1, 15 µl para los carriles 2 – 6. Carriles: 1. Marcador de bajo peso molecular, 2. 
Lipopolisacárido comercial de Escherichia coli 0111:B4 (InvivoGen cat.#tlrl-3pelps) (6 μg/pozo). 3. 
Lipopolisacárido comercial de Salmonella typhimurium ATCC 7823 (Sigma cat.#L7261 lot # 68H404) (6 μg/pozo), 
4. Lipopolisacárido comercial de Rhodobacter sphaeroides DSM 158 (InvivoGen cat.#tlrl-rslps) (6 μg/pozo), 5. 
Fracción 1 lote 4 purificado Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522 (15 μg/pozo), 6. Fracción 1 lote 
4 repurificado A. actinomycetemcomitans ATCC 29522 (15 μg/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 comparación con el 

control (células sin estimular). El Tritón al 1% produjo el 100% de muerte celular siendo 

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

 

 

 

Figura 7. Viabilidad de células endoteliales HCAEC estimuladas con LPS de A.  Actinomycetemcomitans a dosis 
repetidas. (1.0, 3,5 y 7.0 µg/mL) por 24 h.  El Tritón al 1% fue considerado nuestro control positivo de muerte 
celular y células sin estimular como control de viabilidad. Se cuantificó 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 conversión de calceina-AM a calceina (verde) 

mediada por la enzima intracelular esterasa mediante microscopía de fluorescencia, donde 

se evidencia claramente el aumento de agregación plaquetaria y se descarta la muerte celular 

(Figura 8).  

 

A.    B.  

 

C.    D.  

 

E.  

 

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

 

9.1.4. Citotoxicidad plaquetaria estimulada con lipopolisacárido de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. 

 

Las plaquetas al ser estimuladas con LPS de A. actinomycetemcomitans; nos permitió 

observar que a la máxima concentración evaluada de LPS (200 µg/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; además muestra datos similares al 

control de muerte (tritón 1%) (Figura 9). 

 

 

 

 

Figura 9. Citotoxicidad plaquetaria estimulada con lipopolisacárido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.  

Las plaquetas fueron estimuladas con LPS por 24 h. El Tritón al 1% fue considerado nuestro control positivo de 
muerte celular y células sin estimular como control de viabilidad. Se cuantificó 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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9.1.5. Viabilidad plaquetaria y celular en modelo de co-cutlivo estimulada con lipopolisacárido 

de Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

 

En la siguiente gráfica 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 comparación con el porcentaje de viabilidad 

presentado en el resto de las concentraciones de LPS, de tal modo que dicha concentración 

no es recomendable utilizar es estudios posteriores (Figura 10). 

 

 
Figura 10.  Viabilidad plaquetaria y celular en modelo de co-cutlivo estimulada con lipopolisacárido de 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Las plaquetas y células HCAEC fueron estimuladas con LPS por 24 h. El 
Tritón al 1% fue considerado nuestro control positivo de muerte celular y células sin estimular como control de 
viabilidad. Se cuantificó 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. Determinación del modelo de co-cultivo para los ensayos de adhesión y activación 

plaquetaria. 
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Con respecto a los experimentos realizados del estudio piloto de co-cultivo, evaluando la 

expresión de COX-2 en plaquetas humanas y HCAEC estimuladas con LPS de A. 

actinomycetemcomitans; utilizando como control células y plaquetas sin estímulo se pudo 

demostrar que la expresión de COX-2 presenta valores menores al control sin estimulo (1) 

en protocolo 1 a ambas concentraciones de LPS 7.0  y 3.5 µg/mL (0,58 y 0,38 

respectivamente), mientras que en protocolo 2  se presentó un aumento de la expresión de 

COX-2 3,1 y 3,3 veces a las concentraciones de 7.0 y 3,5 µg/mL en comparación al control  

(p≤0,05) (Figura 11). 

 

      

 

Figura 11.  Expresión de los genes de COX-2 en células HCAEC (n=2  por tratamiento).  Se realizó la evaluación del 
RNAm en HCAEC estimuladas con LPS de Aggregatibacter actinomycetemcomitans  de acuerdo a los tratamientos 
preestablecidos. Se usó la técnica de RT-PCR SYBR Green para la cuantificación del RNAm. Los resultados muestran 
las veces de cambio de la expresión del receptor con respecto al grupo control sin estímulo. Se realizaron 
experimentos independientes por duplicado.     

 

9.1.7. Activación de PAC y 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 µg/DA, 1.0, 

3.5, 7.0 µg/DC) tanto dosis aguda (DA) como dosis crónica (DC) no induce un aumento en la 

expresión de P-selectina en plaquetas en relación al control SE (1,3%) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Porcentaje de expresión de P- selectina en plaquetas. selectina en plaquetas humanas estimuladas con 
LPS (1.0, 3,5 y 7.0 µg/mL) a dosis única (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 expresión de P-selectina en células endoteliales HCAEC 
 

AL estimular las células endoteliales HCAEC con LPS de A. actinomycetemcomitans a 

diferentes concentraciones (1µg/DA, 1, 3.5, 7 µg/DC), se determinó que la expresión de      P-

selectina es mayor a la dosis de 7 µg/DC con respecto al SE. El (*) representa la mayor 

significancia estadística (P >0.05) (Figura 13). 
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Figura 13. Porcentaje de expresión de P-selectina en células endoteliales HCAEC. Expresión de P-selectina  en 
células HCAEC estimuladas con LPS (1.0, 3,5 y 7.O µg/mL)  y  BC  MOi: 100 a dosis única 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 expresión de complejo de activación plaquetaria (PAC). 
 

Con respecto a la expresión del receptor activador plaquetario (PAC) no se presentó 

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

en comparación al SE (P >0.05) (Figura 14). 
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Figura 14.  Porcentaje de expresión de complejo de activación plaquetaria (PAC).  Expresión de PAC en plaquetas 
humanas estimuladas con LPS (1.0, 3,5 y 7.0 µg/mL) a dosis única 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. Cuantificación 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 producción de esta molécula en el modelo de co-cultivo estimulado con 

el LPS de A. actinomycetemcomitans a las tres concentraciones evaluadas en compración con 

los controles: células sin estimular 1,6 pg/mL y co-cultivo 1,5 pg/mL. Al comparar la 

administración a dosis única y repetida los valores de tromboxano A2 fueron muy similares 

DA (764 pg/mL) y DC (783 pg/mL),  a la concentración de  3,5 µg/mL se presentó el mayor 

incremento de 1266 pg/mL y se disminuye a 532 pg/mL cuando se utilizó a concentración 

de LPS de 7.0 µg/mL (p≤0,05) (Figura 15). 
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Figura 15. Expresión tromboxano A2 en co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas estimuladas con LPS 
(1.0, 3,5 y 7.0 µg/mL)  a dosis única 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. 
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10. Discusión  

 

 

La exposición 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; además 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 crónica y sistémica 

(Geerts et al., 2002). 

 

Sin embargo, estos estímulos inflamatorios locales (que se filtran de los tejidos periodontales 

infectados a la circulación) o los estímulos inflamatorios sistémicos (resultantes de las 

respuestas inmunes a la bacteremia asociada a la periodontitis) pueden inducir la activación 

de células endoteliales y plaquetarias. Además, la interacción directa entre patógenos y 

células endoteliales podría contribuir al desarrollo de la enfermedad cardiovascular (L. LI et 

al., 2002). 

 

Se han identificado microorganismos que mediante la invasión directa al torrente sanguíneo 

contribuyen a la formación de placas ateroscleróticas y afecciones cardiovasculares 

potenciales. Estudios in-vitro realizados han demostrado que los factores de virulencia de las 

bacterias periodontales patógenas como el LPS sumados a los mecanismos de acción de estas 

inducen disfunción endotelial y su relación con la aterosclerosis (Howell et al., 2001), 

(Gualtero et al., 2018). 

 

En la aterosclerosis dada por la disfunción endotelial ocasionada a su vez por la 

diferenciación de macrófagos y conversión en células espumosas, se ha observado que junto 

con el LPS de A.a y lipoproteínas de baja densidad en modelos de cultivo de células 
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endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC) y células aorticas humanas 

(HCAEC), inducen la expresión de citoquinas pro inflamatorias factor de necrosis tumoral 

(TNF-α) e interluquina-6 (IL-6) y molécula de adhesión intercelular 1 (IK-1) (Libby et al., 

2013). 

 

Anteriormente la disfunción endotelial, se asocia con un aumento de la expresión de las 

moléculas de adhesión (ICAM/CD54, PECAM/CD31, VCAM/CD106, P-Selectina), así como la 

activación de las plaquetas que se pueden generar con la periodontitis; debido a esto la 

importancia de nuestro estudio fue evaluar los niveles y expresión de moléculas 

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

 

La P-selectina desempeña un papel fundamental en la inflamación y el desarrollo de 

enfermedades trombóticas y cardiovasculares. En consecuencia, los niveles elevados de     P-

selectina se encuentran en la periodontitis y (otras formas de) enfermedades inflamatorias, 

ésta podría contribuir a la gravedad de dichas enfermedades al mejorar el reclutamiento de 

leucocitos a la lesión vascular y, por lo tanto, promover la progresión de la enfermedad 

(Woollard et al., 2006). 

 

Es importante destacar que estas afirmaciones están correlacionadas con los resultados 

obtenidos en el presente estudio ya que los datos obtenidos en cuanto a la expresión de      P-

selectina en células endoteliales son estadísticamente significativos para la concentración de 

7.0 µ DC de LPS de A. a lo que es fundamental para la agregación plaquetaria y como 

consecuencia de desarrollar enfermedades cerebrovasculares. 
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11. Conclusiones 

 

 

 La respuesta endotelial dada por el lipopolisacárido de A. actinomycetemcomitans 

puede ser alterada por el número o concentraciones de dosis a la que expone el 

endotelio, confirmando que la exposición in vitro a dosis repetidas con la endotoxina 

de este periodontopatógeno puede llevar a un mejor entendimiento de la disfunción 

endotelial, la activación y/o adhesión de moléculas pro inflamatorias inducidas por 

esta bacteria. 

 

 El diseño del modelo de co-cultivo de células HCAEC y plaquetas humanas permitió 

determinar la expresión de moléculas de adhesión como P-selectina en células 

endoteliales estimuladas con LPS de A. actinomycetencomitans a la concentración de 

7 µg/mL, indicando que este periodontopatógeno juega un papel importante en la 

interacción entre célula endotelial y plaqueta lo que conlleva a la producción y 

progresión de los procesos aterotromboticos. 

 
 En el modelo de co-cultivo de plaquetas humanas y HCAEC se determinó 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 activación, adhesión y agregación 

plaquetaria mediante la vía asociada a tromboxano A2. 
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