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Trombosis arterial tras la infusion intravenosa
de bacterias orales en un modelo murino

Toshiya Kubota®, Yoshinori Inoue', Takehisa Iwai', Nobuhisa Kurihara', Yi Huang’
y Makoto Umeda®, Tokio, Japén

Se han detectado bacterias orales en las placas ateroscleréticas, aneurismas y arterias trombo-
sadas en la enfermedad de Buerger. Examinamos la posible relacion entre la bacteria oral
Porphyromonas gingivalis y la trombosis arterial en localizaciones proximales y distales en
ratas. Se coloc6 una bomba de infusion subcutanea conectada a la vena yugular en 18 ratas. El
grupo de infusién Pg recibié una administracion continua de P. gingivalis durante 2 semanas, y
el grupo control recibié una solucién salina normal. Se obtuvieron muestras de las arterias iliaca,
femoral superficial, y de las arterias infrapopliteas a las 2 y 4 semanas, y se realizd su estudio
patolégico y mediante el andlisis de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar
ADN especifico de P. gingivalis. El grupo que recibié la infusion Pg presenté 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
conservo sin ninguna caracteristica de infeccién. Se obtuvieron resultados positivos a la PCR en
un 73,3y 22,2% a las 2 y 4 semanas, respectivamente. A las 4 semanas, se observé trombosis
en un porcentaje mas elevado, siendo las muestras procedentes de la zona infrapoplitea las que
presentaron una tasa de trombos especialmente elevada (83,3%). Ninguna muestra control
present6 trombosis ni resultados positivos a la PCR. La bacteriemia producida por el patégeno
oral P. gingivalis puede dar lugar a la formacién de trombos en las arterias periféricas, espe-

cialmente en las arterias de menor calibre.

INTRODUCCION

Porphyromonas gingivalis, un importante patdogeno
periodontal, también se ha asociado con algunas
lesiones vasculares, como la placa aterosclerética’
y el aneurisma adrtico abdominal®*. Con ante-
rioridad habiamos observado patdgenos perio-
dontales en muestras de arterias ocluidas obtenidas
de pacientes con enfermedad de Buerger’. P. gingi-
valis es un microorganismo anaerobio obligado y

DOI of original article: 10.1016/j.avsg.2008.01.005.

! Department of Vascular and Applied Surgery, Tokyo Medical and
Dental University, Graduate School of Medicine and Dentistry, Tokio,
Japon.

2Department of Periodontology, Tokyo Medical and Dental Uni-
versity, Graduate School of Medicine and Dentistry, Tokio, Japén.

Correspondencia: Yoshinori Inoue, MD, PhD, Department of Vas-
cular and Applied Surgery, Tokyo Medical and Dental University,
Graduate School of Medicine and Dentistry, 1-5-45 Yushima, Bunkyo-
ku, Tokio 113-8519, Japon. Correo electronico: yoshi.inoue.srgl @tmd.
ac.jp
Ann Vasc Surg 2008; 22: 412-416
DOI: 10.1016/j.acvsp.2008.07.022
© Annals of Vascular Surgery Inc.

Publicado en la red: 14 de abril de 2008

450

gramnegativo que invade el endotelio vascular y las
células de la musculatura lisa®®®. Posee varios fac-
tores virulentos, como fimbrias, lipopolisacaridos,
hemaglutinina, productos téxicos del metabolismo,
vesiculas en la membrana externa, y muchas enzi-
mas dafiinas. Las fimbrias activan las citocinas
inflamatorias asi como la colonizacion de los
microorganismos, y son necesarias para que tenga
lugar el proceso invasivo de P. gingivalis en las células
endoteliales adrticas y cardiacas®. Las vesiculas de la
membrana externa de los microorganismos tienen
actividad agregante plaquetaria’. Las gingipainas
son importantes proteasas que se han detectado a
través de su actividad semejante a la tripsina, la
caracteristica principal de P. gingivalis. Se ha descrito
que las gingipainas R de los microorganismos acti-
van la protrombina humana'’. En pacientes con
periodontitis, este patdgeno y otras bacterias orales
pueden introducirse en el torrente circulatorio
durante la masticacion o el cepillado de los dientes;
sin embargo, no aparecieron signos ni sintomas de
sepsis en estos pacientes®'!'?. Varios investigadores
han observado que la infeccién por P. gingivalis en
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modelos animales provoca el desarrollo acelerado de
lesiones aterosclerdticas'>*°.

Con el objeto de explorar la posible relacién entre
P. gingivalis y la formacién de trombos vasculares,
utilizamos un modelo murino para determinar si se
desarrollaba trombosis confirmada patoldgicamente
en las arterias periféricas tras la infusién continuada
del microorganismo durante 2 semanas. Las mues-
tras arteriales resecadas también fueron sometidas a
un analisis de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para detectar ADN especifico de P. gingivalis.

MATERIALES Y METODOS

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 infusion Pg (n = 11) y el
grupo control (n = 7). Todas las ratas fueron some-
tidas a anestesia general con dietiléter y una
inyecciéon intraperitoneal de pentobarbital. Se
insertd una bomba de infusion continua (Alzet
Osmotic Pump; Durect, Cupertino, CA) a través
del tejido subcutaneo del cuello y se conectd a la
vena yugular. La bomba del grupo de infusion Pg
contenia 200 ul de una solucién de P. gingivalis
(cultivo puro, ATCC 33277), que se liberd de forma
continuada durante 14 dias en condiciones de
presion osmoética y a una velocidad constante de
14,3 ml/dia. En el grupo infusion Pg, la
concentracion bacteriana utilizada oscilé entre 7,36
x 10%y 1,43 x 10"! unidades formadoras de colonias
(UFC)/ml. Las ratas del grupo control recibieron el
mismo volumen de una infusién continua de
solucion salina administrada a la misma velocidad y
durante el mismo tiempo que la soluciéon de P. gin-
givalis administrada en los grupos experimentales.

Dos semanas (al final de la infusion) o 4 semanas
después de empezar la infusion de P. gingivalis, las
ratas fueron sometidas a anestesia general y se
obtuvieron muestras de las arterias y venas
periféricas con tejido circundante de la region
pélvica y las extremidades posteriores. Las muestras
obtenidas correspondieron a la arteria iliaca comun
(AIC), la arteria femoral superficial (AFS), y las
arterias infrapopliteas (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
inmersion en formalina neutra tamponada al 10% y
se incluyeron en parafina. Las muestras se tifieron
con hematoxilina-eosina y se realizd su estudio
patologico. El patdlogo desconocia el lugar de
obtencion de la muestra, el grupo de estudio y los
resultados de la PCR.
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Se utiliz6 un método de PCR basado en el ADN
ribosémico 16S'7 para detectar la presencia de
ADN especifico de P. gingivalis en las muestras res-
tantes de tejido arterial. El andlisis de PCR se realizd
por un técnico que desconocia el lugar de donde se
obtuvo la muestra, el grupo de estudio al que
pertenecia y el momento en el que se obtuvo. Los
segmentos arteriales que iban a ser analizados
mediante PCR se congelaron inmediatamente tras
su reseccion y se conservaron a —80°C en condi-
ciones estériles. Antes de su analisis, las muestras se
descongelaron rapidamente en un bafio 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 especificos para la especie y las condicio-
nes de la reaccién utilizados para detectar P. gingi-
valis se habfan descrito con anterioridad'”.
Brevemente, 50 pul de mezcla de PCR para P. gingi-
valis contenian 5 pl de muestra, 5 pl de 10 x PCR
buffer (Promega, Madison, WI), 2,0 unidades de Taq
ADN polimerasa (Promega), 0,2 mm de cada uno
de los desoxirribonucledtidos (Promega), 1,0 mm de
cada cebador, y 1,5 mm de MgCl,. Los perfiles
de temperatura incluyeron un paso inicial de
desnaturalizacion a 95°C durante 2 min, seguido de
36 ciclos a 95°C durante 30 s (desnaturalizacion),
60°C durante 1 min (hibridacion), 72°C durante 1
min (extension), y un paso final de extension 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 analisis estadisticos se realiza-
ron con la ayuda del programa Excel (Microsoft,
Redmond, WA). Las variables categoricas se com-
pararon con el test de .

RESULTADOS

Una rata del grupo infusién Pg murio antes de recibir
toda la infusién de 14 dias de P. gingivalis vy se
excluyé del estudio. Los estudios patoldgicos 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
formacién de trombos se produjo en las AIP (fig. 1).
Ademas, en las muestras arteriales no se observaron
caracteristicas de infecciéon, como microabscesos,
infiltracion de linfocitos, o neutréfilos; ni bacterias;
ni macréfagos conteniendo microorganismos. Sin
embargo, se observo trombosis en la luz arterial en 5
de las muestras arteriales (33.3%) obtenidas 2
semanas después de empezar la infusion de bacterias
(tabla I). No se observaron diferencias entre los tipos
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Fig. 1. El estudio patolégico muestra la presencia de
trombosis en la luz de las arterias de rata resecadas
correspondientes a las arterias humanas infrapopliteas
obtenidas 2 semanas después de empezar la infusion de P.
gingivalis (B), mientras que no se identific6 la formacion
de trombos en ninguna arteria del grupo control (A)
(hematoxilina-eosina, 100 pm).

de arterias con respecto a la aparicion de trombosis.
A las 4 semanas, se observd trombosis en un por-
centaje mas 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 6 muestras). Ninguna de
las 21 muestras arteriales del grupo control (obte-
nidas a las 2 0 4 semanas) presento trombosis.

Los resultados de los anélisis 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 analisis de PCR con bandas
amplificadas de ADN ribosémico 16S especifico de P.
gingivalis. Las bandas 3-9 de la figura 2 muestran los
resultados con muestras de la pared arterial extrai-
das del grupo infusion Pg. Dos semanas después de
que empezase la infusion de bacterias, se detectd
ADN especifico de P. gingivalis en 11 de las 15
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muestras arteriales (73,3%). La tasa de deteccion
fue significativamente mas elevada que la obtenida
alas 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 especifico de P. gingivalis.

DISCUSION

Varios estudios han observado la progresién de la
aterosclerosis en ratones heterocigotos y homocigo-
tos para la deficiencia de apolipoproteina E alimenta-
dos con una dieta rica en grasas e infectados por via
oral o intravenosa con cepas invasivas de P. gingiva-
lis> 1518 Ademds, una investigacién reciente
mostré que se desarrollaron lesiones en la arteria
coronaria y en la aorta en cerdos normocoleste-
rolémicos tras administrarles inyecciones intrave-
nosas de P. gingivalis'®. Todos estos experimentos
estudiaron el aumento de la aterogénesis con la
infeccién por P. gingivalis a través de diferentes vias
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
infeccién por P. gingivalis en la aparicion de trom-
bosis en arterias de pequefio calibre, hecho que se ha
sugerido que constituye un suceso primario en
trastornos tromboembdlicos, como la oclusion arte-
rial aguda, la oclusién de injertos, y la enfermedad de
Buerger. Por tanto, evaluamos los cambios
trombéticos y de otra naturaleza en las arterias de
ratas correspondientes a las arterias humanas AIC,
AFS y AIP en dos fases tras la infusién intravenosa
continua de una cepa invasiva de P. gingivalis. Dado
que en la actualidad se desconoce la dosis clinica-
mente adecuada y probablemente varia mucho'®??,
la solucion de P. gingivalis se administré a la
concentracién mas alta con la que la infeccién por P.
gingivalis indujo fenémenos tromboembdlicos.

Con anterioridad habiamos observado que la
infeccién oral cronica con un patdgeno periodontal
podria ser un factor etioldgico en la enfermedad de
Buerger, que se caracteriza patolégicamente por la
formacion de trombos en estructuras de la pared
arterial relativamente intactas’. Treponema denticola
fue el patdgeno periodontal detectado con mayor
frecuencia en las lesiones arteriales, pero P. gingivalis
también se observd con una frecuencia notable
(36% de las lesiones). Dado que T. denticola fue dificil
de cultivar, se eligio P. gingivalis como bacteria
patogena para este estudio en un modelo murino.

El estudio detectdé una asociacion entre la
infusion intravenosa continua de P. gingivalis y la
posterior formacion de trombos arteriales en
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Tabla I. . Indice de trombosis en muestras arteriales obtenidas de los grupos infusién Pg y control 2 y 4

semanas después de empezar la infusion intravenosa

Grupo infusiéon Pg (n = 11 ratas)

Grupo control (n = 7 ratas)

Muestra arterial 2 semanas (n = 5 ratas)

4 semanas (n = 6 ratas)

2 semanas (n = 5 ratas) 4 semanas (n = 2 ratas)

Iliaca comun 2/5 2/6

Femoral superficial 1/5 3/6

Infrapopliteas 2/5 5/6

Todas las muestras 5/15 10/18
arteriales

0/5 0/2
0/5 0/2
0/5 0/2
0/15 0/6

Los valores representan el nimero de muestras arteriales con trombosis por cada tipo de arteria examinada patoldgicamente en cada
momento en los grupos infusién Pg y control. Ninguna de las muestras arteriales de los controles (n = 21 muestras de 7 ratas) presentd

trombosis.

Fig. 2. Andlisis PCR con bandas amplificadas de ADN
ribosomico 168 especifico 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.

ausencia de lesiones o cambios aterosclerdticos en la
pared arterial. Ademas, se detecté ADN especifico de
P. gingivalis con una frecuencia relativamente ele-
vada en los tejidos arteriales obtenidos 2 semanas
después de comenzar a administrar la infusiéon. No
se observaron diferencias entre los tipos de arterias
obtenidas al mismo tiempo con respecto a la fre-
cuencia de la deteccion de ADN especifico de P.
gingivalis, pero la trombosis se observd con mayor
frecuencia en muestras de arterias distales, espe-
cialmente de muestras de AIP obtenidas del grupo de
infusion Pg 4 semanas después de iniciar la infusion.
Asi pues, el desarrollo de trombosis en el modelo de
ratas podria haber dependido en parte de la muestra
arterial examinada, con una mayor formacion de
trombos en las arterias de menor calibre; sin
embargo, este hallazgo podria no ser especifico de P.
gingivalis dado que no existieron grupos control que
utilizasen otras cepas bacterianas. Se considerd que

la causa de la trombosis estuvo relacionada con la
triada de Virchow, que consistié en una alteracién
en laluz del vaso, estasis sanguineo, y una alteracién
en los componentes sanguineos. Las investigaciones
previas indicaron que la infeccién por patogenos
periodontales trombogénicos como P. gingivalis
indujo una alteracién en las células endoteliales, un
aumento de la permeabilidad vascular, y una
activacién de la coagulacién sanguinea®'!''>!'4
todo lo cual pudo haber contribuido al desarrollo de
trombosis arterial en este modelo. Se sabe que P.
gingivalis exuda gingipainas de forma especifica, lo
que estimula la coagulaciéon sanguinea®?, y las fim-
brias de P. gingivalis demostraron acelerar la
adhesiéon de los monocitos a la capa de células
endoteliales®®>. Uno de los mecanismos sugeridos
para la formacion de trombos es que P. gingivalis
aumenta la coagulacién por el atrapamiento de
plaquetas y la disfuncion endotelial por efecto de las
fimbrias, incluso en presencia de microorganismos
inactivos o muertos®. La bacteriemia por P. gingivalis
puede causar una alteracion en los componentes
sanguineos que contribuya a la formacién de
trombos. Sin embargo, en este estudio no se ha
intentado evaluar el mecanismo de la formacién 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
patoldgicas revelaron que las estructuras de la pared
arterial en las muestras obtenidas de las ratas a las
que se administro P. gingivalis estuvieron bien con-
servadas, y que ninguna de las arterias trombosadas
presentd cambios inflamatorios obvios. Estas carac-
teristicas fueron similares a las observadas en
pacientes con oclusion arterial aguda u oclusion del
injerto, que parecieron estar estrechamente
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Tabla II. . ADN especifico de P. gingivalis en muestras arteriales obtenidas de los grupos infusién Pg y
control 2 y 4 semanas después de empezar la infusion intravenosa

Grupo infusiéon Pg (n = 11 ratas)

Grupo control (n = 7 ratas)

Muestra arterial

2 semanas (n = 5 ratas) 4 semanas (n = 6 ratas)

2 semanas (n = 5 ratas) 4 semanas (n = 2 ratas)

Ilfaca comun 4/5 2/6
Femoral superficial 4/5 1/6
Infrapopliteas 3/5 1/6

Todas las muestras 11/15 4/18

arteriales

0/5 0/2
0/5 0/2
0/5 0/2
0/15 0/6

Los valores representan el nimero de muestras arteriales con ADN especifico de P. gingivalis por cada tipo de arteria examinada con
PCR en cada momento en los grupos infusién Pg y control. Ninguna de las muestras arteriales de los controles (n = 21 muestras de 7

ratas) presenté ADN especifico de P. gingivalis.

relacionadas con la formacién de trombos. Asi pues,
nuestros resultados podrian 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 sanguineo durante el
sondaje periodontal, la masticacién, o el cepillado de
dientes?, y raramente indujeron un proceso séptico
o una coagulacién intravascular diseminada®*2¢. En
este modelo, la infusiéon continua de un patégeno
periodontal indujo la trombosis en arterias de
pequeno calibre sin producir la destrucciéon o la
inflamacion de la pared. Los resultados indican una
asociacion entre los trastornos tromboembdlicos y la
periodontitis.

CONCLUSION

Varios estudios han descrito la progresién ateros-
clerdtica en ratones con deficiencia de apolipopro-
teina E alimentados con dietas ricas en grasas e
infectados por via oral o intravenosa con cepas inva-
sivas de P. gingivalis, o en cerdos normocoleste-
rolémicos tras administrar inyecciones intravenosas
de P. gingivalis. Sin embargo, ningin estudio ante-
rior se ha centrado en los efectos de la infeccién por
P. gingivalis en la formacion de trombos en arterias
de pequerio calibre. La bacteriemia causada por el
patoégeno oral P. gingivalis puede dar lugar a la
formacion de trombos en las arterias periféricas,
especialmente en las de pequefio calibre. Una
alteracion de las células endoteliales, el aumento de
la permeabilidad vascular, y la activacién de la
coagulacion sanguinea podrian haber contribuido a
la aparicion de trombosis arterial en el modelo
murino. La estructura de la pared arterial obtenida
de las ratas a las que se administré P. gingivalis estaba
bien conservada, y ninguna de las arterias trombo-
sadas presentd cambios inflamatorios obvios. Los

hallazgos fueron similares a los observados en
pacientes con oclusion arterial aguda u oclusion del
injerto, lo que indicé una asociacién entre los tras-
tornos tromboembdlicos y la periodontitis.

Este estudio fue financiado por una beca de ayuda a la
investigacion cientifica del Ministerio de Educacion, Ciencias,
Deportes y Cultura de Japon.
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