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RESUMEN 

Efecto de Porphyromonas gingivalis en la Activación y Adhesión de 
Plaquetas Humanas en Co-cultivo con Células Endoteliales de arteria 
coronaria humana 
Antecedentes: Estudios epidemiológicos han evaluado la asociación de 
periodontitis como factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares, ha 
sido respaldada por el aislamiento e identificación de periodontopatógenos 
en placas ateroscleróticas, siendo Porphyromonas gingivalis el más 
reportado, así como su lipopolisacárido (LPS).Estudios de experimentación 
P. gingivalis  puede inducir la producción de citoquinas proinflamatorias 
activan mecanismos que estimulan la producción de factores proagregantes 
plaquetarios como el factor Von Willebrand y tromboxano A2; la activación 
plaquetaria y subsecuente agregación, en la activación de células 
endoteliales que implica la expresión o liberación de varios factores como 
las moléculas de adhesión P-Selectina, VECAM-1, PECAM-1 conllevan la 
progresión de procesos ateroescleróticos. Sin embargo, la mayoría de 
estudios se han desarrollado en cultivos de células en  monocapa o en 
modelos de co-cultivo en células de cordón umbilical (HUVEC). 
Objetivo: Evaluar el efecto de la bacteria completa y el lipopolisacárido de 
Porphyromonas gingivalis W83 en la activación y adhesión de plaquetas 
humanas en co-cultivo con células de arteria coronaria humana (HCAEC). 
Materiales y Métodos: Estudio experimental in vitro. Se desarrolló un 
modelo de co-cultivo con plaquetas humanas y células HCAEC, el cual se 
estimuló con LPS (1,0 3,5 y 7,0 µg/mL) bacteria completa de P. gingivalis 
(MOI: 100)  a dosis repetidas. Se evaluó mediante citometría de flujo las 
moléculas de adhesión (P/E-selectina), activación (PAC) y mediante ELISA 
el tromboxano A2. 
Resultados: EL LPS de P. gingivalis induce un aumento de la expresión de 
PAC y P/E -selectina en plaquetas a la máxima concentración evaluada 7,0 
µg/mL, mientras que la bacteria completa indujo un aumento solo de P/E-
selectina en plaquetas en comparación frente a control. No se presentó 
cambios significativos en la expresión de estas moléculas en células HCAEC 
(p<0,05). 
Conclusiones: Porphyromonas gingivalis induce un aumento de la  
expresión de moléculas de adhesión y activación plaquetaria en un modelo 
de co-cultivo con HCAEC, demostrando in vitro el efecto de este 
periodontopatógeno sobre la activación y progresión de procesos 
ateroescleróticos. 
Palabras claves: Co-cultivo, Porphyromona gingivalis, P/E-selectina, PAC, 
procesos ateroescleróticos. 
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Efect of Porphyromonas gingivalis on human platelet activation and 
adhesión 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 
(UCC). 
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 μg/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 μg/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. Introducción 
 

Los estudios epidemiológicos que han evaluado la asociación de riesgo de periodontitis 

para enfermedades cardiovasculares han sido objeto de revisiones sistemáticas y se ha 

encontrado que al analizar la evidencia en conjunto, se mantiene una asociación entre la 

periodontitis y enfermedades cardiovasculares como el infarto agudo de miocardio, e 

incluso la asociación con periodontitis tiene mayor fuerza con accidente cerebro-vascular 

(Janket et al., 2003). La infección periodontal de naturaleza crónica parece perpetuar una 

respuesta sistémica mediada por antígenos de bacterias que activan anticuerpos, células 

endoteliales y monocitos generando un aumento en los niveles circulantes de citosinas, 

proteínas 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 activación e inflamación de manera similar; de los 

mecanismos de transcripción y postransduccional interrelacionados con los mecanismos 

intracelulares, en los que se incluye: 1) Activación de la fosfolipasa C y proteína quinasa C, 

que conduce a estimulación de formación de oxigeno reactivom. 2) La activación de factores 

de transcripción tales como factores nucleares NF-kB, y la producción de citoquinas pro-

inflamatorias (TNF). 3) Activación de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) mediante la formación de 

prostaglandinas E2 (PGE2).4) Aumento de la producción de óxido nítrico (NO) inducible 

(Lund et al., 2007; Wostern et al., 2010).  

La mayoría de estudios demuestran que el efecto proagregante plaquetarios producido por 

los lipopolisacaridos de periodontopatógenos está relacionado con el reconocimiento de 

receptores TLR4. Aunque es evidente que muchas bacterias pueden adherirse a las 

plaquetas e inducir la agregación plaquetaria, es importante confirmar que esto no es 

simplemente un artefacto in vitro. Por lo cual es importante evidenciar la generación de la 

señal en las plaquetas en respuesta a su interacción con las bacterias. 

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

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



 
 

 
 

induce la expresión de moléculas de adhesión celular, incluyendo ICAM-1 (molécula de 

adhesión intercelular), VCAM -1 (molécula de adhesión de células vasculares), P-selectina, 

que se consideran pasos clave en el inicio de la disfunción endotelial. Debido a que los 

modelos in-vitro tradicionalmente han sido desarrollados a exposición única de 

endotoxinas o bacteria completa. Cuestionando su aplicación en investigación,  lo cual no 

refleja un aspecto importante de la asociación entre infección y enfermedad cardiovascular 

como lo es la reiterada exposición del endotelio a los procesos de bacteremias y 

endotoxemias, los cuales se han reportado en pacientes con periodontitis, especialmente 

ante raspaje y alisado radicular, función masticatoria, cepillado y/o uso de seda dental 

(Khlgatian et al., 2002) y que podrían representar cambios en la respuesta endotelial en  

comparación a los modelos de exposición a dosis única. Por lo cual es de gran interés 

comparar la capacidad de respuesta del endotelio HCAEC co-cultivado con plaquetas 

humanas para la evaluación de moléculas de adhesión y activación involucradas en 

procesos pro-inflamatorios a dosis repetidas del lipopolisacárido (LPS) de P. gingivalis.  
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2. Marco teórico 

La enfermedad periodontal es una de las enfermedades inflamatorias crónicas más 

comunes en los seres humanos. Afecta a los tejidos que tienen los dientes firmemente en la 

mandíbula se inicia en forma de gingivitis, en ausencia de tratamiento, progresa de forma 

continua a periodontitis y finalmente, pérdida de los dientes. Los agentes etiológicos están 

presentes en el biofilm bacteriano, que se deposita continuamente en la raíz y en la 

superficie del diente (Champaiboon et al., 2014). Su etiología es multifactorial y su 

prevalencia se estima entre el 30 y el 40 % de la población adulta. En las bolsas 

periodontales existen más de 15 linajes bacterianos donde en cada uno de ellos contiene 

más de 100 géneros y 600 especies. En las bolsas periodontales existen más de 15 linajes 

bacterianos donde en cada uno de ellos contiene más de 100 géneros y 600 especies. (López 

et al., 2003). 

Socransky et, al (1992) indujeron complejos bacterianos donde el complejo rojo se 

encuentran los anaerobios más frecuentes asociados a la periodontitis entre esos P. 

gintgivalis se aísla del surco gingival especialmente cuando no existe una buena salud 

periodontal, y se ha asociado especialmente con la progresión de la periodontitis crónica en 

el adulto (figura 1). 

 

Figura 1. Complejos Bacterianos (Socransky y cols 2008).  
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Se caracterizan por ser bacilos pleomórficos o cocobacilos, inmóviles, no esporulados. 

Carecen de metabolismo fermentativo. La cisteína proteinasas producidas por este 

patógeno, denominadas gingipainas, se consideran importantes factores de virulencia. 

Entre otras muchas actividades potencialmente nocivas, las gingipainas específicas de 

arginina-R (RgpB y HRgpA) activan eficazmente los factores de coagulación (Socransky y 

Haffajee,1992). 

2.1. Porphyromona  gingivalis 

Es un cocobacilo gram negativo, anaerobio no esporulado que mide 0.5 - 0.8 µm x 1 - 3.5 µm 

(figura 2), habita en el área subgingival y está implicado en la etiología y patología 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 

proteína 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 lipopolisacárido y su actividad endotóxica 

El Lipopolisacarido son polímeros complejos con restos de ácidos forman la mayoría 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). Están en la membrana 

externa de la envoltura celular bacteriana. Se compone de una porción lípido A, en la cara 

externa de la membrana externa de la bacteria, y una porción hidrofílica compuesta por 

azúcares que presenta una gran variabilidad estructural (Rojas,1998). 
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Figura 3. Estructura del lipopolisacarido(Gemma et al.,2016) 

 El lípido A es responsable de las propiedades fisiopatológicas de las endotoxinas.  

 El polisacárido O, porción más externa, de la bacteria su especificidad serológica.  

 El oligosacárido nuclear o core une el polisacárido O al lípido A.  

El lipopolisacarido es un glicoconjugado lipídico que mantiene la integridad estructural de 

las bacterias Gramnegativo 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 (Jain y Darveau, 2010). Está compuesto de 3 

dominios: lípido A, core de oligosacárido y el antígeno O también conocido como 

polisacárido O. El lípido A es el componente interno del LPS que le confiere anclaje a la 

membrana además de las propiedades endotóxicas caracterizado por ser el componente 

más conservado en estructura y forma. El O-polisacárido por su parte es la porción más 

externa del LPS y su estructura es altamente variable y también inmunogénica, lo que 

permite la tipificación tal como se describió anteriormente (Jain y Darveau, 2010). 

2.3 Efecto del Lipopolisacárido sobre la Disfunción Endotelial 

Parámetros clínicos como el sangrado gingival hacen parte de la inmunopatogénia de 

asociación 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 biológicos de inflamación como son el TNFα, IL-1, IL-6 y 

PCR (proteína c reactiva) ultrasensible; comparados con pacientes que no sufren 

periodontitis (Loos et al., 2000; Noack et al., 2001). 
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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 (Kinane et al., 2005; Iwai, 2009) e incluso con las 

actividades diarias como es la masticación y el cepillado (Noack et al., 2001). 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 et al., 

2007). Aunque el tratamiento periodontal puede disminuir los niveles de biomarcadores de 

inflamación sistémicos y de disfunción endotelial en estudios de corto tiempo, no hay 

evidencia de que prevenga eventos de enfermedad cardiovascular aterosclerótica (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 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 

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 (Rurenga et al., 2013). Como respuesta al estímulo, las células 

endoteliales producen moléculas pro-inflamatorias como IL-6, TNF alfa, superoxido (O2-), 

IL-8 y proteína quimioatractante de monocito (MCP-1) (Nakamura et al., 2008). 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(molécula de adhesión de células vasculares 1), ICAM-1(molécula de 

adhesión intercelular 1) (Nakamura et al., 2008) 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 (Stoll et al., 2004). 
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2.4 Fisiología plaquetaria  

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 (figura 4). 

 

Figura4. Agonistas y proteínas principales de adhesión plaquetaria. (López Farré et al.,2013). 

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

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



 
 

8 
 

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 

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. 

Las plaquetas se adhieren a superficies artificiales y utilizan como ligando al fibrinógeno 

por la unión a GPIB/IIIa, y se adhieren al colágeno (tipo I y III) (figura4), vWF, fibronectina, 

laminina. En condiciones de bajo flujo sanguíneo, este evento es mediado por la interacción 

vWF-GPIb, pero en condiciones de alto flujo también se requiere la participación de 

GPIIb/IIIa. Forman enlaces que dependen de la estructura fibrilar del colágeno y de la 

cantidad de subunidades RGD. La adhesión plaquetaria al colágeno requiere de la 

interacción del colágeno con vWF del plasma, GPIb, GPIaIIa de la membrana plaquetaria 

que durante la formación del coágulo establecen enlaces plaqueta-fibrina. Produce la 

internalización de las mallas de fibrina o de colágeno, son rodeados por microfilamentos 

(García y Coma 2000). 

La trombina es una enzima y facilita la producción de fibrina desde el fibrinógeno. Los 

receptores activados por la proteasa (PAR) son receptores de trombina.  Al unirse la 

trombina al receptor PAR-1 produce la activación de la plaqueta con concentraciones bajas 

de trombina (EC50, 50 pM), ocurre una liberación proteolítica en la molécula del receptor, 

que produce la activación de cuatro tipos diferentes de proteínas G que estimulan señales 

diferentes en la célula,  PAR-1 y el PAR-4 se expresan en las plaquetas humanas y estimulan 

la agregación y secreción plaquetarias (Badimón y González, 2006). 

2.5 Rutas bioquímicas implicadas en la activación y adhesión 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 agregación plaquetaria actúan ciertos 

mecanismos específicos para cada una de ellas (Rivera et al., 2014). 
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La glicoproteína b alfa (GPIbα) actúa en la primera fase, frenando las plaquetas sobre en 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 (Rivera et 

al., 2014).  

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 induzca 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 plaqueta 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 (Rivera et al., 2014). 

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, dichos agonistas 
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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 musculo 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 (Rivera et al., 2014). Las moléculas de 

adhesión actúan 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 básico (bFGF) y los factores quimiotácticos (proteína 1 quimiotáctica para 

monocitos [MCP-1]), y la exposición proteínas de superficie que actúan como moléculas de 

adhesión para receptores específicos de leucocitos circulantes. Las moléculas de adhesión 

entre estas las selectinas, como la E y la P  y las de las inmunoglobulinas, como las 

moléculas de adhesión vascular (VCAM-1) y las moléculas 1, 2 y 3 de adhesión intercelular 

(ICAM1, 2 y 3) (Badimón y González, 2006). 

2.6 Fisiopatología 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 sanguíneos periodontales. A partir de 

esta infección periodontal se produce una bacteriemia crónica se produce liberación de 
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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 (Alonso et al., 2008). 

El carácter inflamatorio de la aterosclerosis ha centrado diferentes investigaciones al 

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

siendo 1988 el año en el que las primeras evidencias serológicas de la época mostraban 

asociación entre infección bacteriana y enfermedad coronaria crónica e infarto agudo de 

miocardio (Saikku et al., 1988). 

Teniendo en cuenta que la periodontitis es probablemente de las infecciones crónicas de 

origen bacteriano más extendidas en el ser humano es relevante conocer su asociación con 

el riesgo de sufrir síndrome 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 lipopolisacáridos 

bacterianos (LPS) sobre el endotelio vascular, los cuales aumentan en última instancia los 

niveles de fibrinógeno y mediadores inflamatorios; afectando negativamente la evolución 

de la aterosclerosis (Gemmell et al., 1997; Geismar et al., 2006); y el otro, debido a que 

ambas patologías comparten factores de riesgo que pueden actuar de manera sinérgica 

sobre la evolución de la aterosclerosis. El primer proceso recibe el nombre de “vía directa” y 

el segundo de “vía indirecta”. 

Vía indirecta: Tanto la periodontitis como la aterosclerosis son enfermedades inflamatorias 

crónicas multifactoriales y, además, comparten factores de riesgo como la edad, género, el 

tabaquismo, la diabetes mellitus (mal controlada) entre otros, por lo que podrían coexistir 

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

Vía directa: En los últimos años ha ido creciendo el interés por la posible relación existente 

entre factores microbiológicos y la etiopatogenia de la aterosclerosis.  Diversos estudios 

muestran como la infección por periodontopatógenos toma rol en la activación endotelial 

(Mattila et al., 1993; Gotsman et al., 2007). 
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El estudio del mecanismo molecular y celular para explicar la asociación 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 disfunción endotelial (Katz et al., 2001). 

La vía directa como argumento para explicar la relación 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 biológica vascular, el papel de las citocinas 

pro-inflamatorias también inciden en la progresión de la aterosclerosis (Kinane et al., 

2005). 

La mayor parte de la destrucción ósea observada en la periodontitis es causada por 

mediadores inflamatorios del huésped (IL-1, TNF-α) 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 

podría 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 pública como una de las infecciones crónicas 

de mayor prevalencia sobre la población adulta, que además de afectar de manera 

irreversible los tejidos de soporte dental, también ha sido asociada con los procesos 

ateroescleróticos, una de las enfermedades cardiovasculares con mayor tasa de 

morbimortalidad a nivel mundial (Lafaurie et al., 2007). Debido a que ambas entidades 

comparten la vía crítica de la inflamación, el papel de los periodontopatógenos y sus 

factores de virulencia como el lipopolisacárido (LPS) toman un rol trascendental. Una vez 

alcanzan circulación periférica podrían favorecer el inicio o desarrollo de respuestas 

inflamatorias vasculares que podría traducirse en activación de células endoteliales, 

leucocitos e incluso plaquetas aumentando los niveles plasmáticos  de citosinas, proteínas 

de fase aguda y  factores pro-coagulantes entre otros (López et al., 2003; Mustaphaet al., 

2007).  

Según reportes previos de la literatura, la asociación entre enfermedad periodontal y riesgo 

cardiovascular, ha sido inicialmente respalda por el aislamiento e identificación de 

periodontopatógenos en placas ateroscleróticas, siendo P. gingivalis el más reportado, así 

como su LPS. Según estudios de experimentación P. gingivalis  puede inducir disfunción 

endotelial, respuesta pro-inflamatoria ateroscleróticas y agregación plaquetaria (Noack et 

al., 2001;Kebschull et al., 2010 ;Champaiboon et al., 2014). Sin embargo, de los pocos 

estudios in vitro la mayoría han sido realizados sobre células endoteliales venosas de 

cordón umbilical (HUVEC).  

Aspecto muy relevante, ya que en la fisiopatología de la aterosclerosis y/o aterotrombosis, 

las células endoteliales arteriales que irrigan el corazón 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, además que el efecto de P. 

gingivalis sobre la activación y agregación plaquetaria no está 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 activación y adhesión de plaquetas 

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

La infección periodontal es la infección crónica de mayor prevalencia en el adulto y por su 

naturaleza crónica 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 citocinas, proteínas de fase aguda, factores pro-

inflamatorios y pro-coagulantes que aumentan el riesgo cardiovascular (López et al., 2003; 

Lafaurie et al., 2007). 

La inducción de endotoxemias por patógenos periodontales induce una mayor actividad de 

la respuesta inflamatoria en las lesiones vasculares. Los LPS de bacterias gram negativas 

inducen la producción de citocinas pro-inflamatorias por monocitos de sangre periférica y 

macrófagos tisulares que activan mecanismos pro-inflamatorios y podrían actuar como 

mediadores que estimulan la producción de fibrinógeno (factor relacionado con 

hipercoagulabilidad y protrombótico (López et al., 2003).  A su vez la activación plaquetaria 

y agregación se puede deber al Tromboxano A2 (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 daño que sufren por acción de los lipopolisacáridos 

bacterianos (también lo liberan plaquetas activadas) (López et al., 2003). Todos estos 

cambios en la hemostasia primaria pueden estar asociados con las infecciones crónicas 

como la periodontitis y el desarrollo de las placas de ateroma pero que aún no se han 

estudiado en detalle.   

Los motivos que nos llevaron a investigar el efecto de Porphyromonas gingivalis W83 en la 

activación y adhesión 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 los periodontopatógenos y aunque se cuenta con dos décadas de 

evidencia que asocian la periodontitis y las enfermedades cardiovasculares 

aterotrombóticas, aún no existe conocimiento claro sobre este aspecto. De esta manera, los 

datos obtenidos en este estudio tomaran gran trascendencia en el tiempo ya que permitirá 

establecer las bases de una respuesta agregante in-vitro, que no ha sido caracterizada para 
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posteriormente centrar bases para la generación 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 

crónicas prevalentes de mayor morbilidad y mortalidad según cifras de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS). 
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5. Situación actual  

Diferentes estudios epidemiológicos han demostrado la asociación de la periodontitis 

(periodontopatogenos en los tejidos del huésped) con enfermedades cardiovasculares y 

enfermedades arterioscleróticas, El papel del periodontopatógeno 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 lipopolisacárido de bacterias Gram negativas y su actividad 

endotóxica: 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 antígeno O, el core o núcleo y el lípido A. El antígeno O es 

una región polisacárida utilizada para la serotipificación de las cepas. El lípido A es la región 

lipídica del LPS, está conformado por dos glucosaminas con acilaciones por varios ácidos 

grasos y es la estructura responsable de la actividad endotóxica de los LPS (Riestschel et al., 

1994). 

 Roll del Lipopolisacárido y la agregación plaquetaria: La mayoría 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 

periodontopatógenos. Los resultados in vitro que hemos obtenido utilizando los LPS de 

microorganismos periodontopatopáticos como Porphyromonas gingivalis W83 y E. 

corrodens ATCC 23834, sugieren es que estos inducen la expresión de moléculas de 

adhesión (ICAM-1, VECAM-1 y PECAM-1) en células endoteliales de arteria coronaria 

humana (HCAEC) mediante el reconocimiento de los receptores TLR2 y TLR4 lo que 

demuestra que estos factores de virulencia de los microorganismos asociados a la 

periodontitis pueden ser responsables de la iniciación y progresión de la disfunción 

endotelial que conlleva a un riesgo de enfermedad cardiovascular (datos en proceso de 

publicación). El lipolisacárido de P. gingivalis puede inducir la liberación de interleucina 1L 

y tromboxanoA2 (TxA2) favoreciendo el infiltrado de células inflamatorias, la adhesión y 
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agregación plaquetaria lo cual promueve la formación de células espumosas en la íntima 

vascular (López et al., 2003). “La periodontitis puede provocar alteraciones hemostáticas, 

como el aumento del fibrinógeno plasmático, del recuento de glóbulos blancos, de la 

proteína C reactiva y de la viscosidad de la sangre. Además, se ha encontrado una relación 

del factor von Willebrand, o factor VIII (glicoproteína sintetizada por las células del 

endotelio vascular y megacariocitos), con el LPS y la IL-1, quienes inducen la liberación de 

este factor desde las células endoteliales, generando la agregación de plaquetas y focos 

inflamatorios donde se puede generar un trombo” (López et al., 2003). La asociación de 

enfermedad periodontal y cardiovascular en relación a la fisiopatología involucrada en la 

agregación 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 lipopolisacárido de Phorphyromonas gingivalis 

W83 en la activación y adhesión de plaquetas humanas en co-cultivo con células de arteria 

coronaria humana (HCAEC). 

6.2 Objetivos Específicos 

 Evaluar la expresión de marcadores de adhesión 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.  

 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 expresión de marcadores de activación 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. Metodología del proyecto 

7.1 Tipo de estudio 

Experimental In vitro 

 

7.2 Población y muestra   

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

7.2.2 Muestra del estudio: Línea comercial de células endoteliales de arteria coronaria 

humana (HCAEC,) LONZA, Walkersville USA .Plaquetas humanas obtenidas de la fundación 

hematológica 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 Microbiología 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 atmósfera de anaerobiosis con 9-13% de CO2 a concentraciones por 

debajo del 1% de oxígeno (Anaerogen, Oxoid, Hampshire, England), P. gingivalis por 4 días. 

Transcurrido el tiempo de incubación se observaron las características macroscópicas de 

las colonias formadas y se realizaron pruebas bioquímicas que confirmaron la pureza del 

cultivo (Gualtero et al., 2014). Al finalizar el  periodo de incubación, se verifico la pureza del 

cultivo a través de análisis morfológicos y pruebas bioquímicas (Rurenga et al., 2013). 

7.3.2 Extracción y Purificación de lipopolisacarido de Porphyromonas gingivalis 

El procedimiento de extracción y purificación de LPS de P. gingivalis se realizó según lo 

reportado por Gualtero y cols., (2014).  La extracción del lipopolisacárido se realizó con 

fenol acuoso a partir de 1,1 g de bacteria completa húmeda de Porphyromonas gingivalis 

W83, 3, en 5.5 mL de agua USP se realizó la extracción con 18 mL de fenol al 90 % v/v y 18 

mL de agua USP, incubando 10 min a 68 °C en agitación a 175 rpm (SHAKER BATH marca 

LaB – Line) e inmediatamente llevando a baño de hielo por 30 min. Posteriormente se 

centrifugó a 5000 g por 20 min a 6 °C, recuperando la fase acuosa. La fase fenólica fue de 

nuevo sometida a re-extracción dos veces más. Para eliminar las trazas de fenol en la fase 

acuosa se llevó a cabo una diálisis con membrana de tamaño 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 días. El extracto obtenido fue centrifugado a 

10000 g por 20 min, y al sobrenadante separado se le adicionó acetato de sodio a una 

concentración final 0.15 M. Para inducir precipitación se colocó la solución en baño de 

hielo, se adiciono etanol 96 % v/v gota a gota en agitación constante a una proporción 1:4 

(muestra: etanol) con respecto a la cantidad de extracto resultante. La solución fue 

almacenada durante 24 h a – 20 °C para continuar con el proceso de precipitación. 
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Posteriormente se centrifugo a 4000 g por 5 min a 4 °C, eliminando el sobrenadante y se 

determinó la masa del precipitado obtenido. Se reconstituyo el precipitado en agua USP a 

una concentración final de 25 mg/mL y se liofilizo durante 24 h (Heto power dry LL3000, 

Bomba Thermo Savant). 

7.3.3 Obtención de plaquetas humanas 

Se utilizó Plasma rico en plaquetas (PRP) de donantes voluntarios sanos previo 

consentimiento informado, que se adquirió de la Fundación Hematologíca Colombia 

mediante el convenio interinstitucional que hay entre la Universidad El Bosque y la 

fundación.  

7.3.4 Preparación plaquetas Humanas 

Para la preparación del tampón de lavado plaquetario (pH 6,0), se utilizó los siguientes 

reactivos: cloruro sódico 140 mM, cloruro potásico 5 mM, citrato trisódico 12 mM, glucosa 

10 mM y sacarosa 12,5 mM (Merck). Para la preparación del tampón de resuspención 

plaquetario (pH 7,4), se utilizaron los siguientes reactivos: HEPES (N-[2-Hydroxyethil] 

piperazine-N´-[2-ethanesulfonic acid]) 10 mM, cloruro sódico 140 mM, cloruro potásico 3 

mM, cloruro magnésico 0,5 mM, bicarbonato sódico 5 mM, glucosa 10 mM y CaCl2 mM 

(Merck). 

Para la obtención de plaquetas lavadas se realizó el siguiente procedimiento: Las unidades 

de plaquetas se sometieron a una primera centrifugación a baja velocidad (1200 rpm, 8 

minutos) después de ser diluidas previamente 1:1 en un tampón de lavado plaquetario (pH: 

6,0). La suspensión plaquetaria, desprovista ya de glóbulos rojos, se volvió  a depositar 

sobre un nuevo tampón de lavado y se realizó una nueva centrifugación a 1200 rpm, 

durante 18 minutos, posteriormente el precipitado de plaquetas se suspendió en el tampón 

de re suspensión plaquetario (pH: 7,4). La suspensión de plaquetas lavadas se ajustó a una 

concentración de 2x108 células/µL (Stach et al., 2012), simulando así las condiciones 

fisiológicas de las plaquetas. 

A continuación, se adiciono CaCl2 a la suspensión plaquetaria para obtener una 

concentración final de 2 mM de CaCl2 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 

fisiológica. 

7.3.5 Viabilidad de HCAECs y plaquetas humanas ante estímulos de bacteria completa y LPS de 

P. gingivalis W83 

Se utilizó 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 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 estimulación. 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 evaluó 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 excitación de 485 nm y emisión de 530nm. Se utilizó 

como control de viabilidad; células y plaquetas sin estimular y como control positivo 

Tween-20 al 1% en solución de TBS. Todos los experimentos fueron realizados por 

triplicado y de manera independiente. 

7.3.6 Modelo de estimulación de células HCAEC con Lipopolisacárido y Bacteria completa de P. 

gingivalis. 

Se usó la línea 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 

estimulación. 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 condición al MOI seleccionado según ensayo 

viabilidad (MOI:100) y de LPS (1, 3,5 y 7 µg/mL), a su vez se realizó un estímulo a dosis 

única de LPS (1µg/mL) y bacteria completa MOI:100 con el fin de comparar los estudios de 
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dosis única como se reporta por literatura y dosis repetida el interés de nuestro estudio. 

Una vez transcurrieron las 24 horas de exposición a los tratamientos evaluados, se 

procedió al montaje del co-cultivo, según diseño descrito a continuación. 

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 exposición con LPS y bacteria completa de P. 

gingivalis, se procedió 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 estimulación 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 estimulación 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 ningún tratamiento (Modelo 1). Posteriormente se sembraron sobre la monocapa 

endotelial a una concentración final de 2x108/mL y homogéneamente distribuidas 

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

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

co-cultivo mediante observación directa al microscopio. Con el fin de confirmar cuál de los 

dos modelos podría ser usando en las siguientes etapas del estudio se realizó mediante RT-

PCR la identificación de COX-2 en células HCAEC  estimuladas con LPS a las concentraciones 

de 7 y 3,5 µg/mL, debido a que esta molécula se produce de manera inductiva en proceso de 

infección. 
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Tabla 1. Diseño de los modelos de co-cultivo 1 y 2 del estudio piloto. 

Modelo 1 de estimulación Descripción de la condición 

HCAEC Basal de cultivo 

HCAEC+ Plaquetas Basal de co-cultivo 

HCAEC+LPS 1 µg/mL Cultivo 

HCAEC+LPS 3.5 µg/mL Cultivo 

HCAEC+LPS 7 µg/mL Cultivo 

HCAEC+ BC (MOI:100) Cultivo 

Modelo 2 de estimulación Descripción de la condición 

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 Evaluación de la expresión de COX-2 en los modelos de co-cultivo de células HCAEC y 

Plaquetas humanas. 

7.3.8.1 Extracción de RNA celular 

El RNA total de las células HCAEC, fue extraído empleando el kit Quick-RNATM MicroPrep 

(Zymo Research, Irvine, CA, USA). El RNA obtenido se resuspendió en 20 uL de agua libre de 

nucleasas, se cuantificó usando el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA) y se almacenó a -80ºC hasta uso. 
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 7.3.8.2  Determinación de la expresión de gen Cox-2 por RT-PCR 

La reacción en cadena de polimerasa de transcripción 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 reacción se preparó a un volumen final de 10 μl 

ajustados con 5 μl de Luna Universal One-Step Reaction Mix [2x], 0,5 μl de Luna WarmStart 

RT Enzyme Mix [20X], 0,2 μl de cada primer [10 μM] y 4,1 μl de templete [10 ng/μl]. La 

amplificación de los fragmentos se ejecutó 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 

amplificación a 95 °C por 10 s y 60 °C por 30s. La secuencia de cebadores empleados para 

este análisis se muestra en la tabla 2.  

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

Gen Primer F Primer R 
COX-2 GATGATGTATGCCACAATCT 

(Tsioufis et al., 2011) 

AGTCTCTCCTATCAGTATTAGC 

(Hayashi et al., 2010) 

 

7.3.9 Determinación 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 expresión de Cox-2 en los modelos piloto de co-

cultivo; se determinó 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 estimulación e 

incubación durante 1 hora del co-cultivo se obtuvo el sobrenadante para el análisis 

mediante ELISA de los niveles de tromboxano A2, se removieron las plaquetas y lavaron con 

PBS y se tripsinizaron las células HCAEC para su respectivo procedimiento de evaluación de 

moléculas de adhesión (P/E-selectina) y activación (PAC) mediante citometría de flujo.  

Para el análisis mediante citometría 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 fluoresceína)y PE respectivamente. 

Posteriormente fueron lavadas con PBS para eliminar el exceso de anticuerpos y se 

analizaron mediante citometría de flujo (BD AccuriC6), de acuerdo a los parámetros de 
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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 y plaquetas no estimuladas sin marcar. Se realizaron tres ensayos 

independientes por duplicado y se utilizó como control negativo HCAEC y co-cultivo de 

células HCAEC y plaquetas sin estimular.  

7.3.10 Cuantificación de Tromboxano A (TXA) en el modelo de co-cultivo estimulado con LPS y 

bacteria completa de P. gingivalis. 

Después de la estimulación 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 

requirió de ningún proceso adicional antes de la ELISA. La determinación del Tromboxano 

A2 se realizó 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 Hipótesis 

● El lipopolisacárido y bacteria completa viva de P. gintgivalis induce activación y 

adhesión de plaquetas humanas en co-cultivo con HCAEC. 

● El lipopolisacárido y bacteria completa viva de P. gintgivalis no induce activación, ni 

adhesión de plaquetas humanas en co-cultivo con HCAEC. 

 

7.5 Plan de tabulación y análisis  

Los datos se expresan en términos de porcentaje con respecto a la concentración evaluada. 

Cada barra representa el promedio de 3 ensayos independiente por duplicado, los valores 

de dispersión significa el error promedio estándar (ems). Se efectuó un análisis de varianza 

en cada punto de concentración y posteriormente la prueba de diferencias múltiples de 

Dunnet de acuerdo a la prueba de homogeneidad de varianzas. Se asumió como 

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

De acuerdo a la Guía 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 realizarón en el presente proyecto tienen aprobación por 

el Comité Institucional de Ética en Investigaciones de la Universidad El Bosque mediante el 

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

La obtención de plaquetas humanas se realizó en conformidad a los artículos 15 y 16 de la 

resolución 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y Protección Social para la aplicación 

del consentimiento informado por parte de la fundación Hematológica Colombiana, que 

bajo convenio firmado proveerá al proyecto las plaquetas humanas a partir de donantes 

voluntarios (anexo 2). 
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9. Resultados 

9.1 Recuento Bacteriano 

El número de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por mililitro (UFC/mL) obtenido para 

cada muestra, se calculó de acuerdo a lo descrito por Jongenburger et al., (2010). Los 

resultados del análisis 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 conservó 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 usó como valor de referencia para hacer los 

cálculos para estimular las plaquetas (valor del recuento teórico). 

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

Pg W83 = 620 nm 

Densidad óptica 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 2,68 x 109 ± 0,089 

* En la tabla se presenta la media ± desviación estándar para quince experimentos con P. gingivalis W83.  

Tabla 4. Comparación de Recuentos Teórico y Experimental de P. gingivalis W83.   

Bacteria Recuento Teórico Recuento Experimental 

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

 

9.2 Caracterización del LPS de P. gingivalis W83 

A partir  de un peso húmedo de bacteria completa para P. gingivalis se obtuvo0, 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 caracterización del extracto de P. gingivalis  W83 fue 

determinado según el perfil electroforético. 
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El quimiotipo del lipopolisacárido de Porphyromonas gingivalis W83 se clasificó como semi-

rugoso (figura 5). La detección de proteínas contaminantes registró bandas para 

lipopolisacáridos comerciales con una masa cercana a 66 KDa, mientras que el 

lipopolisacárido obtenido para la bacteria después de la repurificación no presentó banda.  

Estos resultados son muy similares a los obtenidos previamente en nuestro laboratorio, lo 

que permite demostrar que la metodología implementada en este estudio, utilizando 

diferentes técnicas previamente reportadas para la extracción, purificación y 

caracterización de LPS, permitió la obtención de LPS de elevada pureza a partir de cultivos 

de bacteria completa de P. gingivalis W83. 

 

Figura 5. SDS-PAGE tinción plata: Porphyromonas gingivalis W83. Carriles: 1) Marcador de bajo peso 
molecular. 2) LPS comercial de Escherichia coli 0111:B4 (6 μg/pozo); 3) LPS comercial de Salmonella 
tiphymurium ATCC 7823 (6 μg/pozo); 4) LPS comercial de Rhodobacter sphaeroides DSM 158 (6 μg/pozo); 5) 
Fracción 3 - Porphyromonas gingivalis W83 (15 μg/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 exposición de 24h con LPS (200 -

1.0 µg/mL) y bacteria completa de P. gingivalis W83 (MOI: 100-0,1) se vio afecta de manera 
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significativa en la máxima concentración evaluada de LPS (200 µg/mL) con 65% de 

actividad metabólica acorde con viabilidad celular (figura 6) en comparación 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 Tritón al 1% 

produjo el 100% de muerte celular siendo nuestro control positivo de muerte. 

 

Figura 6. Viabilidad de células HCAEC estimuladas con LPS de P. gingivalis W83.  Las HCAEC fueron 

estimuladas con LPS de P. gingivalis W83 (200-1,0µg/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). 
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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 (MOI:100-0,1) 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). 

 

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

de P. gingivalis W83. 

Los resultados demuestran que a las concentraciones máximas evaluadas (200μg/mL) de 

LPS, se induce muerte al 80% de la población plaquetaria (p<0,05), mientras que a las 

demás concentraciones no se presenta muerte celular, presentándose valores de viabilidad 

celular muy similares a las producidas por el control sin estímulo (figura 8), los datos de 

viabilidad mediante microscopía de fluorescencia permiten demostrar la integridad de la 

plaqueta y se puede observar que induce una agregación de las plaquetas a las 

concentraciones entre 3,5 y 7,0 μg/mL  (figura 9). En relación 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 μg/mL y MOI 1 no hay cambios 

morfológicos ni se presenta agregación plaquetaria en los resultados por microscopía 

electrónica, datos muy similares a los presentados por las plaquetas sin estimular (figuras 

10 y 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 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). 

 

 

Figura 9. Viabilidad y toxicidad de plaqueta humanas  estimuladas con LPS  P. gingivalis W83.  Plaquetas en 
suspensión en láminas portaobjetos estimuladas a diferentes concentraciones de LPS A) [100µg/mL], B) 
[75µg/mL], C)  [25µg/mL] , D) [7.0µg/mL], E) [1.0 µg/mL] y F) plaquetas sin estimular. La viabilidad celular 
fue evaluada  por la conversión de calceina-AM a calceina (verde) mediada por la enzima intracelular esterasa 
mediante microscopía 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 
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). 

 

Figura11. Viabilidad y toxicidad de plaqueta humanas estimuladas con bacteria completa de P. gingivalis W83. 

Plaquetas en suspensión en láminas 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 conversión de calceina-AM a 

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

plaquetaria. 

Con el fin de poder identificar con cuál de los dos modelos propuestos se iba a continuar 

evaluado los objetivos de este trabajo; se realizó la identificación del gen COX-2 mediante 

RT-PCR debido a que esta molécula se produce de manera inductiva en procesos de 

infección.  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 expresión del COX-2 de 3,93 veces a la 

concentración de 7.0µg/mL y de 1,58µg/mL en comparación con el control que son células 

sin estimular pero en contacto con plaquetas humanas (figura 12).  

 

Figura12. 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 P. gingivalis 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.     
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9.6 Activación de PAC y P/E-selectina en células HCAEC y Plaquetas humanas estimulados con 

LPS y bacteria completa de P. gingivalis 

Nuestros resultados de expresión de marcadores de activación plaquetaria (PAC), 

demuestra que el lipopolisacárido de P. gingivalis W83 a concentraciones de 3.5 y 

7,0µg/mL aumentaron la activación de PAC en un 9% y 9,5% respectivamente al igual que 

bacteria completa a dosis única MOI: 100 en un 4,5% en comparación con las plaquetas sin 

estimular 0,9% (figura 13) de manera estadísticamente significativa (p<0,05).  Respecto a 

la molécula de adhesión P/E-selectina se demostró que el LPS de P. gingivalis indujo la 

expresión en plaquetas de esta molécula al ser estimuladas con bacteria completa a dosis 

única MOI:100 a un 36% y  con LPS a 7,0µg/mL a 12% en comparación con el control en 

8,3%. Cabe resaltar que esta molécula se expresó de manera constitutiva en células y co-

cultivo sin estimular, siendo mayor la expresión en el co-cultivo (10%) (Figuras 14 y 15). 

 

Figura 13.Expresión de PAC en plaquetas huamanas estimluadas con LPS (1,0, 3,5 y 7,0µg/mL)  y  BC  MOi: 100 a 

dosis única 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.Expresión de P/E-selectina  en plaquetas huamanas estimluadas con LPS (1.0, 3,5 y 7,0µg/mL)  y  BC  

MOi: 100 a dosis única 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. 

 

Figura 15.Expresión de P/E-selectina  en células HCAEC estimluadas con LPS (1,0, 3,5 y 7,0µg/mL)  y  BC  MOi: 

100 a dosis única 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 Cuantificación 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 relación a la producción 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 concentración de 1µg/mL a dosis única de un valor de 386 

pg/mL y a la máxima concentración a dosis repetidas 7,0µg/mL a 216 pg/mL en 

comparación con los controles: células  (1,69 pg/mL) y  co-cultivo (1,57 pg/mL) sin 

estimular (p≤0,05). Con respecto al estímulo de bacteria completa sobre el co-cultivo no se 

evidencio cambios en los niveles de TBX-A2 en relación a los controles. 

 

 

Figura 16.Expresión tromboxano A2en células HCAEC estimluadas con LPS (1,0, 3,5 y 7,0µg/mL)  y  BC  MOi: 100 

a dosis única 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. Discusión 

En este estudio se evaluó el efecto de bacteria completa y lipopolisacárido de P. gingivalis 

W83 en la activación y adhesión 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 invasión de células endoteliales, lo que podría perturbar los 

procesos de la célula huésped y proporcionar un nicho de protección contra los 

mecanismos de eliminación del huésped (Stach et al., 2012). El primer informe sobre la 

invasión de P. gingivalis se realizó en células endoteliales aórticas bovinas, células 

endoteliales del corazón 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 et al., 2012). 

Según reportes con bacteria completa, P. gingivalis han sido estudiado en modelos 

cardiovasculares in vitro a MOI: 100 ya que por consideración de los autores se obtienen 

mejores efectos fisiopatológicos 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 ningún efecto considerable 

que comprometa la viabilidad plaquetaria y célular. Resultados ampliamente respaldados 

por estudios realizados en diversos líneas 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 

estadísticamente 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 

exposición (Rodriguez et,al 2012). Es importante destacar que estos resultados son muy 

comparables con los nuestros ya que además de incluir la cepa P. gingivalis W83, estos 

datos también se obtuvieron bajo la misma metodología de la actividad esterasa calceina 

AM a calceina fluorescente junto con la evaluación de integridad de membrana, metodología 

que también empleamos en nuestro estudio. 

En la actualidad el único 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 adhesión plaquetaria sobre células endoteliales HUVEC 

ante LPS de  E. coli (2,0 y 10 μg/mL) por 4 h y virus dengue-2 por 96 h sin comprometer la 
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viabilidad endotelial. Según mediciones en los niveles serológicos de LPS de pacientes con 

sepsis hay una mínima 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 expresión de 

los genes inducidos por la exposición 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 relación a la viabilidad a dosis repetidas de estimulación con LPS y bacteria 

completa de P. gingivalis no se encuentran a la fecha descritas por literatura; abriendo 

nuevas perspectivas para la investigación en modelos crónicos celulares que permitan 

comprender diferentes mecanismos en el desarrollo y progresión de las enfermedades 

cardiovasculares y su asociación con la enfermedad periodontal. 

En relación a nuestro modelo de co-cultivo en células HCAEC y plaquetas humanas; dentro 

de la literatura científica no existen evidencias, lo que permite demostrar que este modelo 

sería de gran impacto para poder identificar claramente los mecanismos moleculares que se 

pueden presentar entre la disfunción endotelial y adhesión, activación y agregación 

plaquetaria que induce un proceso ateroesclerótico asociado a la infección por 

periodontopatógenos como P, gingivalis. En modelos de co-cultivo con células HUVEC y 

plaquetas se evaluó 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 comparación con nuestros resultados que si evidenciamos cambios en 

la expresión de PAC y P/E-selectiva en plaquetas lo que indica que E- selectina se puede 

estar expresando en el endotelio activado por la liberación de citosinas como IL6, IL8 ya 

descrita por otros autores en esta línea células (Thomas et,al 2008) y la P-selectina en los 

gránulos alfa plaquetarios de las plaquetas activadas  lo que a su vez ejerza un efecto 

sinérgico sobre la adhesión leucocitaria y la transmigración (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 activación de las plaquetas, y evaluaron 

mediante la exposición a P-selectina, CD63 y la unión de PAC-1en plaquetas de pacientes y 

controles, la exposición de P-selectina fue aumentando comparado con los controles. Por lo 

que nuestros resultados podrían estar asociados a que P. gingivalis y el lipopolisacarido 

podría estar determinando la expresión de marcadores de activación plaquetaria en este 

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

La mayoría de estudios continúan apoyando la idea de que las plaquetas tienen un papel en 

la inflamación y que el TLR4 también puede regular la función hemostática de las plaquetas. 

El tratamiento con LPS in vitro aumenta CD63 plaquetaria, aumenta  la agregación inducida 

por agonistas a través de TLR4 y que se encuentra involucrada con la disminución de la 

producción de óxido nítrico, el aumento de cGMP celular y la activación de proteína Kinasa 

(Beaulieu et,al 2010) por lo que nuestros resultados podrían estar asociados a que el LPS  

de P. gingivalis podría estar actuando mediante el receptor TLR4 activando algunas de las 

vías que induce la adhesión, activación  y subsecuente agregación 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 relación al efecto que presenta el LPS de P. gingivalis sobre la producción de 

Tromboxano A2 en el modelo de co-cultivo, sugiere que el LPS puede inducir la liberación de  

tromboxano A2 (TxA2) favoreciendo el infiltrado de células inflamatorias, la adhesión y 

agregación plaquetaria lo cual promueve la formación de células espumosas en la íntima 

vascular (Armitage et al.,2008). A su vez el LPS puede aumentar la producción de IL-1, que 

inducen la liberación de este factor desde las células endoteliales, generando la agregación 

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

 La activación endotelial principalmente ante bacteria viva de P. gingivalis W83 refleja 

que la respuesta endotelial puede ser influenciada por el número de dosis a la que se 

expone el endotelio, respaldando que la exposición in-vitro a más a una dosis 

(repetida) podría conducir a una mejor comprensión para estudiar la disfunción 

endotelial y la activación pro inflamatoria inducida por periodontopatogenos. 

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

la expresión de moléculas de adhesión como P-selectina, y PAC en plaquetas 

humanas estimuladas con LPS de P. gingivalis a la concentración de 7 µg/mL, Lo qu 

sugiere que este periodontopatógeno juegan un papel relevante en la interacción 

plaqueta-célula endotelial que conlleva a la producción y progresión de los procesos 

ateroescleróticos. 

 El LPS de P. gingivalis induce un aumento de la producción 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 adhesión, activación y agregación 

plaquetaria mediante la vía asociada a tromboxano A2. 
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