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Se han detectado bacterias orales en las placas ateroscler�oticas, aneurismas y arterias trombo-

sadas en la enfermedad de Buerger. Examinamos la posible relaci�on entre la bacteria oral

Porphyromonas gingivalis y la trombosis arterial en localizaciones proximales y distales en

ratas. Se coloc�o una bomba de infusi�on subcut�anea conectada a la vena yugular en 18 ratas. El

grupo de infusi�on Pg recibi�o una administraci�on continua de P. gingivalis durante 2 semanas, y

el grupo control recibi�o una soluci�on salina normal. Se obtuvieron muestras de las arterias il�ıaca,

femoral superficial, y de las arterias infrapopl�ıteas a las 2 y 4 semanas, y se realiz�o su estudio

patol�ogico y mediante el an�alisis de reacci�on en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar

ADN espec�ıfico de P. gingivalis. El grupo que recibi�o la infusi�on Pg present�o trombosis en un

33,3% a las 2 semanas y en un 55,6% a las 4 semanas, pero la estructura de la pared arterial se

conserv�o sin ninguna caracter�ıstica de infecci�on. Se obtuvieron resultados positivos a la PCR en

un 73,3 y 22,2% a las 2 y 4 semanas, respectivamente. A las 4 semanas, se observ�o trombosis

en un porcentaje m�as elevado, siendo las muestras procedentes de la zona infrapopl�ıtea las que

presentaron una tasa de trombos especialmente elevada (83,3%). Ninguna muestra control

present�o trombosis ni resultados positivos a la PCR. La bacteriemia producida por el pat�ogeno

oral P. gingivalis puede dar lugar a la formaci�on de trombos en las arterias perif�ericas, espe-

cialmente en las arterias de menor calibre.

INTRODUCCI �ON

Porphyromonas gingivalis, un importante pat�ogeno

periodontal, tambi�en se ha asociado con algunas

lesiones vasculares, como la placa ateroscler�otica1-3

y el aneurisma a�ortico abdominal4. Con ante-

rioridad hab�ıamos observado pat�ogenos perio-

dontales en muestras de arterias ocluidas obtenidas

de pacientes con enfermedad de Buerger5. P. gingi-

valis es un microorganismo anaerobio obligado y

gramnegativo que invade el endotelio vascular y las

c�elulas de la musculatura lisa3,6-8. Posee varios fac-

tores virulentos, como fimbrias, lipopolisac�aridos,

hemaglutinina, productos t�oxicos del metabolismo,

ves�ıculas en la membrana externa, y muchas enzi-

mas dañinas. Las fimbrias activan las citocinas

inflamatorias as�ı como la colonizaci�on de los

microorganismos, y son necesarias para que tenga

lugar el proceso invasivo de P. gingivalis en las c�elulas

endoteliales a�orticas y card�ıacas8. Las ves�ıculas de la

membrana externa de los microorganismos tienen

actividad agregante plaquetaria9. Las gingipa�ınas

son importantes proteasas que se han detectado a

trav�es de su actividad semejante a la tripsina, la

caracter�ıstica principal de P. gingivalis. Se ha descrito

que las gingipa�ınas R de los microorganismos acti-

van la protrombina humana10. En pacientes con

periodontitis, este pat�ogeno y otras bacterias orales

pueden introducirse en el torrente circulatorio

durante la masticaci�on o el cepillado de los dientes;

sin embargo, no aparecieron signos ni s�ıntomas de

sepsis en estos pacientes2,11,12. Varios investigadores

han observado que la infecci�on por P. gingivalis en
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modelos animales provoca el desarrollo acelerado de

lesiones ateroscler�oticas13-16.

Con el objeto de explorar la posible relaci�on entre

P. gingivalis y la formaci�on de trombos vasculares,

utilizamos un modelo murino para determinar si se

desarrollaba trombosis confirmada patol�ogicamente

en las arterias perif�ericas tras la infusi�on continuada

del microorganismo durante 2 semanas. Las mues-

tras arteriales resecadas tambi�en fueron sometidas a

un an�alisis de reacci�on en cadena de la polimerasa

(PCR) para detectar ADN espec�ıfico de P. gingivalis.

MATERIALES Y M�ETODOS

Dieciocho ratas Wistar macho de entre 9 y 10 sema-

nas de edad y con un peso de 200-300 g se dividieron

en dos grupos: el grupo infusi�on Pg (n ¼ 11) y el

grupo control (n ¼ 7). Todas las ratas fueron some-

tidas a anestesia general con dietil�eter y una

inyecci�on intraperitoneal de pentobarbital. Se

insert�o una bomba de infusi�on continua (Alzet

Osmotic Pump; Durect, Cupertino, CA) a trav�es

del tejido subcut�aneo del cuello y se conect�o a la

vena yugular. La bomba del grupo de infusi�on Pg

conten�ıa 200 ml de una soluci�on de P. gingivalis

(cultivo puro, ATCC 33277), que se liber�o de forma

continuada durante 14 d�ıas en condiciones de

presi�on osm�otica y a una velocidad constante de

14,3 ml/d�ıa. En el grupo infusi�on Pg, la

concentraci�on bacteriana utilizada oscil�o entre 7,36

x 109 y 1,43 x 1011 unidades formadoras de colonias

(UFC)/ml. Las ratas del grupo control recibieron el

mismo volumen de una infusi�on continua de

soluci�on salina administrada a la misma velocidad y

durante el mismo tiempo que la soluci�on de P. gin-

givalis administrada en los grupos experimentales.

Dos semanas (al final de la infusi�on) o 4 semanas

despu�es de empezar la infusi�on de P. gingivalis, las

ratas fueron sometidas a anestesia general y se

obtuvieron muestras de las arterias y venas

perif�ericas con tejido circundante de la regi�on

p�elvica y las extremidades posteriores. Las muestras

obtenidas correspondieron a la arteria il�ıaca com�un

(AIC), la arteria femoral superficial (AFS), y las

arterias infrapopl�ıteas (AIP) de los humanos. Pos-

teriormente, las ratas fueron sacrificadas con una

sobredosis de pentobarbital intravenoso. La mitad

de las muestras arteriales se fijaron mediante

inmersi�on en formalina neutra tamponada al 10% y

se incluyeron en parafina. Las muestras se tiñeron

con hematoxilina-eosina y se realiz�o su estudio

patol�ogico. El pat�ologo desconoc�ıa el lugar de

obtenci�on de la muestra, el grupo de estudio y los

resultados de la PCR.

Se utiliz�o un m�etodo de PCR basado en el ADN

ribos�omico 16S17 para detectar la presencia de

ADN espec�ıfico de P. gingivalis en las muestras res-

tantes de tejido arterial. El an�alisis de PCR se realiz�o

por un t�ecnico que desconoc�ıa el lugar de donde se

obtuvo la muestra, el grupo de estudio al que

pertenec�ıa y el momento en el que se obtuvo. Los

segmentos arteriales que iban a ser analizados

mediante PCR se congelaron inmediatamente tras

su resecci�on y se conservaron a e80�C en condi-

ciones est�eriles. Antes de su an�alisis, las muestras se

descongelaron r�apidamente en un baño con agua a

37�C durante 5 min y se homogeneizaron. El ADN

se extrajo utilizando el kit High Pure PCR Template

Preparation (Roche, Mannheim, Alemania). Los

cebadores espec�ıficos para la especie y las condicio-

nes de la reacci�on utilizados para detectar P. gingi-

valis se hab�ıan descrito con anterioridad17.

Brevemente, 50 ml de mezcla de PCR para P. gingi-

valis conten�ıan 5 ml de muestra, 5 ml de 10 x PCR

buffer (Promega,Madison,WI), 2,0 unidades de Taq

ADN polimerasa (Promega), 0,2 mm de cada uno

de los desoxirribonucle�otidos (Promega), 1,0 mm de

cada cebador, y 1,5 mm de MgCl2. Los perfiles

de temperatura incluyeron un paso inicial de

desnaturalizaci�on a 95�C durante 2 min, seguido de

36 ciclos a 95�C durante 30 s (desnaturalizaci�on),

60�C durante 1 min (hibridaci�on), 72�C durante 1

min (extensi�on), y un paso final de extensi�on a 72�C

durante 2 min.

El estudio estuvo autorizado por el Institutional

Animal Care and Use Committee de la Tokyo Medical and

Dental University. Los an�alisis estad�ısticos se realiza-

ron con la ayuda del programa Excel (Microsoft,

Redmond, WA). Las variables categ�oricas se com-

pararon con el test de c
2.

RESULTADOS

Una rata del grupo infusi�on Pgmuri�o antes de recibir

toda la infusi�on de 14 d�ıas de P. gingivalis y se

excluy�o del estudio. Los estudios patol�ogicos mos-

traron que las estructuras de la pared arterial estu-

vieron bien conservadas en todas las muestras

arteriales obtenidas de la AIC, AFS, y AIP. La

formaci�on de trombos se produjo en las AIP (fig. 1).

Adem�as, en las muestras arteriales no se observaron

caracter�ısticas de infecci�on, como microabscesos,

infiltraci�on de linfocitos, o neutr�ofilos; ni bacterias;

ni macr�ofagos conteniendo microorganismos. Sin

embargo, se observ�o trombosis en la luz arterial en 5

de las muestras arteriales (33.3%) obtenidas 2

semanas despu�es de empezar la infusi�on de bacterias

(tabla I). No se observaron diferencias entre los tipos
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de arterias con respecto a la aparici�on de trombosis.

A las 4 semanas, se observ�o trombosis en un por-

centaje m�as alto de todas las muestras (55,6%, 10 de

18 muestras, tabla I), siendo las muestras de AIP las

que presentaron una tasa de trombosis espe-

cialmente alta (83,3%, 5 de 6muestras). Ninguna de

las 21 muestras arteriales del grupo control (obte-

nidas a las 2 o 4 semanas) present�o trombosis.

Los resultados de los an�alisis de PCR se muestran

en la figura 2 y la tabla II. Las bandas 1 (P) y 2 (N) de

la figura 2 muestran los resultados de los controles

positivo y negativo de un an�alisis de PCR con bandas

amplificadas de ADN ribos�omico 16S espec�ıfico de P.

gingivalis. Las bandas 3-9 de la figura 2 muestran los

resultados con muestras de la pared arterial extra�ı-

das del grupo infusi�on Pg. Dos semanas despu�es de

que empezase la infusi�on de bacterias, se detect�o

ADN espec�ıfico de P. gingivalis en 11 de las 15

muestras arteriales (73,3%). La tasa de detecci�on

fue significativamente m�as elevada que la obtenida

a las 4 semanas (22,2%, 4 de 18 muestras). Ninguna

de las 21 muestras arteriales del grupo control

(obtenidas a las 2 o 4 semanas) mostraron la pre-

sencia de ADN espec�ıfico de P. gingivalis.

DISCUSI �ON

Varios estudios han observado la progresi�on de la

aterosclerosis en ratones heterocigotos y homocigo-

tos para la deficiencia de apolipoprote�ınaE alimenta-

dos con una dieta rica en grasas e infectados por v�ıa

oral o intravenosa con cepas invasivas de P. gingiva-

lis13-15,18. Adem�as, una investigaci�on reciente

mostr�o que se desarrollaron lesiones en la arteria

coronaria y en la aorta en cerdos normocoleste-

rol�emicos tras administrarles inyecciones intrave-

nosas de P. gingivalis16. Todos estos experimentos

estudiaron el aumento de la aterog�enesis con la

infecci�on por P. gingivalis a trav�es de diferentes v�ıas

en animales alimentados con dietas ricas o pobres en

grasa. Desconocemos la existencia de estudios pre-

vios que se hayan centrado en los efectos de la

infecci�on por P. gingivalis en la aparici�on de trom-

bosis en arterias de pequeño calibre, hecho que se ha

sugerido que constituye un suceso primario en

trastornos tromboemb�olicos, como la oclusi�on arte-

rial aguda, la oclusi�on de injertos, y la enfermedad de

Buerger. Por tanto, evaluamos los cambios

tromb�oticos y de otra naturaleza en las arterias de

ratas correspondientes a las arterias humanas AIC,

AFS y AIP en dos fases tras la infusi�on intravenosa

continua de una cepa invasiva de P. gingivalis. Dado

que en la actualidad se desconoce la dosis cl�ınica-

mente adecuada y probablemente var�ıa mucho19-21,

la soluci�on de P. gingivalis se administr�o a la

concentraci�onm�as alta con la que la infecci�on por P.

gingivalis indujo fen�omenos tromboemb�olicos.

Con anterioridad hab�ıamos observado que la

infecci�on oral cr�onica con un pat�ogeno periodontal

podr�ıa ser un factor etiol�ogico en la enfermedad de

Buerger, que se caracteriza patol�ogicamente por la

formaci�on de trombos en estructuras de la pared

arterial relativamente intactas5. Treponema denticola

fue el pat�ogeno periodontal detectado con mayor

frecuencia en las lesiones arteriales, pero P. gingivalis

tambi�en se observ�o con una frecuencia notable

(36%de las lesiones). Dado que T. denticola fue dif�ıcil

de cultivar, se eligi�o P. gingivalis como bacteria

pat�ogena para este estudio en un modelo murino.

El estudio detect�o una asociaci�on entre la

infusi�on intravenosa continua de P. gingivalis y la

posterior formaci�on de trombos arteriales en

Fig. 1. El estudio patol�ogico muestra la presencia de

trombosis en la luz de las arterias de rata resecadas

correspondientes a las arterias humanas infrapopl�ıteas

obtenidas 2 semanas despu�es de empezar la infusi�on de P.

gingivalis (B), mientras que no se identific�o la formaci�on

de trombos en ninguna arteria del grupo control (A)

(hematoxilina-eosina, 100 mm).
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ausencia de lesiones o cambios ateroscler�oticos en la

pared arterial. Adem�as, se detect�o ADN espec�ıfico de

P. gingivalis con una frecuencia relativamente ele-

vada en los tejidos arteriales obtenidos 2 semanas

despu�es de comenzar a administrar la infusi�on. No

se observaron diferencias entre los tipos de arterias

obtenidas al mismo tiempo con respecto a la fre-

cuencia de la detecci�on de ADN espec�ıfico de P.

gingivalis, pero la trombosis se observ�o con mayor

frecuencia en muestras de arterias d�ıstales, espe-

cialmente demuestras de AIP obtenidas del grupo de

infusi�on Pg 4 semanas despu�es de iniciar la infusi�on.

As�ı pues, el desarrollo de trombosis en el modelo de

ratas podr�ıa haber dependido en parte de la muestra

arterial examinada, con una mayor formaci�on de

trombos en las arterias de menor calibre; sin

embargo, este hallazgo podr�ıa no ser espec�ıfico de P.

gingivalis dado que no existieron grupos control que

utilizasen otras cepas bacterianas. Se consider�o que

la causa de la trombosis estuvo relacionada con la

tr�ıada de Virchow, que consisti�o en una alteraci�on

en la luz del vaso, estasis sangu�ıneo, y una alteraci�on

en los componentes sangu�ıneos. Las investigaciones

previas indicaron que la infecci�on por pat�ogenos

periodontales trombog�enicos como P. gingivalis

indujo una alteraci�on en las c�elulas endoteliales, un

aumento de la permeabilidad vascular, y una

activaci�on de la coagulaci�on sangu�ınea8,11,13,14,

todo lo cual pudo haber contribuido al desarrollo de

trombosis arterial en este modelo. Se sabe que P.

gingivalis exuda gingipa�ınas de forma espec�ıfica, lo

que estimula la coagulaci�on sangu�ınea22, y las fim-

brias de P. gingivalis demostraron acelerar la

adhesi�on de los monocitos a la capa de c�elulas

endoteliales23. Uno de los mecanismos sugeridos

para la formaci�on de trombos es que P. gingivalis

aumenta la coagulaci�on por el atrapamiento de

plaquetas y la disfunci�on endotelial por efecto de las

fimbrias, incluso en presencia de microorganismos

inactivos o muertos8. La bacteriemia por P. gingivalis

puede causar una alteraci�on en los componentes

sangu�ıneos que contribuya a la formaci�on de

trombos. Sin embargo, en este estudio no se ha

intentado evaluar el mecanismo de la formaci�on de

trombos, y se desconocen los mediadores del pro-

ceso porque no se determinaron las concentraciones

de toxinas de P. gingivalis. Los efectos de la bacte-

riemia pudieron estar relacionados con el estado

sanitario del animal, y no necesariamente con las

toxinas bacterianas.

Es interesante destacar que nuestras evaluaciones

patol�ogicas revelaron que las estructuras de la pared

arterial en las muestras obtenidas de las ratas a las

que se administr�o P. gingivalis estuvieron bien con-

servadas, y que ninguna de las arterias trombosadas

present�o cambios inflamatorios obvios. Estas carac-

ter�ısticas fueron similares a las observadas en

pacientes con oclusi�on arterial aguda u oclusi�on del

injerto, que parecieron estar estrechamente

Tabla I. . Índice de trombosis en muestras arteriales obtenidas de los grupos infusi�on Pg y control 2 y 4

semanas despu�es de empezar la infusi�on intravenosa

Grupo infusi�on Pg (n ¼ 11 ratas) Grupo control (n ¼ 7 ratas)

Muestra arterial 2 semanas (n ¼ 5 ratas) 4 semanas (n ¼ 6 ratas) 2 semanas (n ¼ 5 ratas) 4 semanas (n ¼ 2 ratas)

Il�ıaca com�un 2/5 2/6 0/5 0/2

Femoral superficial 1/5 3/6 0/5 0/2

Infrapopl�ıteas 2/5 5/6 0/5 0/2

Todas las muestras

arteriales

5/15 10/18 0/15 0/6

Los valores representan el n�umero de muestras arteriales con trombosis por cada tipo de arteria examinada patol�ogicamente en cada

momento en los grupos infusi�on Pg y control. Ninguna de las muestras arteriales de los controles (n ¼ 21 muestras de 7 ratas) present�o

trombosis.

Fig. 2. An�alisis PCR con bandas amplificadas de ADN

ribos�omico 16S espec�ıfico de P. gingivalis. Las bandas 1 (P)

y 2 (N) muestran los resultados del control positivo y

negativo, respectivamente. Las bandas 3 y 4 muestran

resultados positivos, y las bandas 5-9 muestran resultados

negativos.
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relacionadas con la formaci�on de trombos. As�ı pues,

nuestros resultados podr�ıan proporcionar cierta

perspectiva sobre los mecanismos de estos trastor-

nos, que afectan solamente a la luz arterial. En

pacientes con periodontitis, los microorganismos de

la placa invadieron el torrente sangu�ıneo durante el

sondaje periodontal, la masticaci�on, o el cepillado de

dientes2, y raramente indujeron un proceso s�eptico

o una coagulaci�on intravascular diseminada24-26. En

este modelo, la infusi�on continua de un pat�ogeno

periodontal indujo la trombosis en arterias de

pequeño calibre sin producir la destrucci�on o la

inflamaci�on de la pared. Los resultados indican una

asociaci�on entre los trastornos tromboemb�olicos y la

periodontitis.

CONCLUSI �ON

Varios estudios han descrito la progresi�on ateros-

cler�otica en ratones con deficiencia de apolipopro-

te�ına E alimentados con dietas ricas en grasas e

infectados por v�ıa oral o intravenosa con cepas inva-

sivas de P. gingivalis, o en cerdos normocoleste-

rol�emicos tras administrar inyecciones intravenosas

de P. gingivalis. Sin embargo, ning�un estudio ante-

rior se ha centrado en los efectos de la infecci�on por

P. gingivalis en la formaci�on de trombos en arterias

de pequeño calibre. La bacteriemia causada por el

pat�ogeno oral P. gingivalis puede dar lugar a la

formaci�on de trombos en las arterias perif�ericas,

especialmente en las de pequeño calibre. Una

alteraci�on de las c�elulas endoteliales, el aumento de

la permeabilidad vascular, y la activaci�on de la

coagulaci�on sangu�ınea podr�ıan haber contribuido a

la aparici�on de trombosis arterial en el modelo

murino. La estructura de la pared arterial obtenida

de las ratas a las que se administr�o P. gingivalis estaba

bien conservada, y ninguna de las arterias trombo-

sadas present�o cambios inflamatorios obvios. Los

hallazgos fueron similares a los observados en

pacientes con oclusi�on arterial aguda u oclusi�on del

injerto, lo que indic�o una asociaci�on entre los tras-

tornos tromboemb�olicos y la periodontitis.

Este estudio fue financiado por una beca de ayuda a la

investigaci�on cient�ıfica del Ministerio de Educaci�on, Ciencias,

Deportes y Cultura de Jap�on.
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