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1. RESUMEN  

 

Introducción: La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica no 

transmisible asociada a una microbiota oral disbiótica y a la susceptibilidad del 

hospedero que se caracteriza por una destrucción progresiva de los tejidos de 

soporte del diente. La periodontitis experimental inducida por ligadura tiene como 

ventaja la rápida inducción de la enfermedad. El estado de inflamación que genera 

la periodontitis podría generar cambios inflamatorios a nivel sistémico que afecten 

a la mucosa intestinal y la barrera hematoencefálica la cual dentro de sus funciones 

es proteger al SNC. En esta investigación se analizará la relación que existe entre 

la periodontitis y la disrupción de la barrera intestinal y hematoencefálica. 

Metodología: Se realizó la inducción de periodontitis a 8 ratas Sprague-Dawley 

macho de 6 semanas de edad mediante la instalación de una sutura de seda 

alrededor del segundo molar maxilar derecho durante 30 días consecutivos. Para la 

evaluación de la integridad de la barrera intestinal y hematoencefálica a cada animal 

se le administró el día 30, 300 μL de FITC-dextrano 4 kDa por oral gavage y luego 

se eutanasiaron para la obtención de las distintas muestras biológicas de suero, 

hipocampo, cerebelo, corteza, mesencéfalo, intestino delgado y riñones que fueron 

analizadas mediante inmunofluorescencia. La distribución de los datos se determinó 

usando la prueba de Kolgomorov-Smirnof y se analizaron utilizando las pruebas t-

test o Mann-Whitney y ANOVA-Tukey o Kruskal Wallis-Dunn. 

Resultados: Luego de 30 días se evidencia la presencia de resorción ósea marginal 

y confirma la presencia de periodontitis experimental. Un aumento en la 

concentración del marcador FITC-dextrano 4 kDa se detectó en el suero y en la 

mucosa intestinal demostrando un aumento en la permeabilidad. En el hipocampo 

y mesencéfalo se observa un mayor índice de permeabilidad en las ratas afectadas 

de periodontitis en comparación a las ratas control. 

Conclusiones: La periodontitis experimental induce un aumento en la 

permeabilidad de las barrera intestinal y hematoencefálica.   
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2. MARCO TEÓRICO 

 

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica no transmisible cuya causa 

principal es una microbiota subgingival disbiótica y que se caracteriza por la 

destrucción progresiva de los tejidos de soporte del diente que puede provocar su 

pérdida (Fischer et al. 2020). Esta destrucción del tejido de soporte periodontal es 

causada principalmente por la respuesta inflamatoria e inmune del hospedero 

(Kwon, Lamster , and Levin 2021) inducida ante ciertas bacterias causantes de la 

disbiosis, como son Porphyromonas gingivalis (Marcano et al. 2021), Tannerella 

forsythia (Ramos-Perfecto 2020) y Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Díaz 

Zúñiga et al. 2012), que poseen diversos factores de virulencia asociados a inicio, 

progresión y severidad de la periodontitis (Jiao, Hasegawa, and Inohara 2014), 

sumado a los factores de riesgo como la diabetes (Preshaw and Bissett 2019), 

tabaquismo y factores ambientales (Darby 2022). 

Existen diversos modelos y metodologías para poder estudiar la periodontitis. Los 

modelos experimentales de periodontitis son adecuados tanto para investigar la 

interacción entre los micro-organismos orales y las respuestas del hospedero 

durante su desarrollo, como para evaluar nuevas terapias (Marchesan et al. 2018; 

Li et al. 2023). 

Dentro de los métodos para inducir periodontitis está la ligadura, que consiste en 

colocar una sutura de seda alrededor del primer o segundo molar maxilar de 

roedores (De Molon et al. 2018) con el objetivo de crear una disbiosis que induzca 

una respuesta pro-inflamatoria y osteo-resortiva (Marchesan, et al. 2018). Este 

método de periodontitis experimental tiene como ventaja una rápida inducción de la 

enfermedad, en un momento conocido, mostrando una pérdida de hueso alveolar e 

inflamación de tejidos blandos en un periodo de siete días (Lin et al. 2021). Además, 

la respuesta inmunológica detectada en los tejidos periodontales es similar a la 

observada en los tejidos periodontales humanos cuando están afectados por 

periodontitis (Graves et al. 2008; Abe and Hajishengallis 2013). De esta manera, el 

modelo de periodontitis permite un análisis exhaustivo del genoma, transcriptoma, 

proteoma y metaboloma de los roedores (Hiyari et al. 2018). 
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El estado de inflamación crónica y disbiosis de la microbiota oral producida por la 

periodontitis podría generar cambios inflamatorios en la mucosa intestinal, generar 

una microbiota disfuncional que debilite las uniones estrechas entre los enterocitos 

y, en consecuencia, incrementar la permeabilidad intestinal (Albuquerque‐Souza 

and Sahingur 2022; Lam et al. 2023). Esto, debido a que tanto la cavidad oral como 

el intestino presentan similitudes, como una gran variabilidad de especies 

microbiológicas que colonizan las cavidades o que ambos son susceptibles a la 

inflamación crónica mediada por disbiosis (Palioto et al. 2019). Recientemente, en 

ratones se evaluó el efecto de la periodontitis experimental en la estabilidad de la 

microbiota intestinal y el estado cognitivo (Palioto, et al. 2019; Xue et al. 2020). Por 

una parte, se demostró que la periodontitis inducida por ligadura genera inflamación 

intestinal y, por otra parte, la periodontitis induce deterioro cognitivo. Una posible 

explicación a estos fenómenos podría deberse al incremento de la permeabilidad 

de los tejidos periodontales que se encuentran inflamados, lo que permitiría la 

difusión de bacterias, endotoxinas y/o citoquinas pro-inflamatorias hacia otros 

tejidos del cuerpo (Palioto, et al. 2019). Además, la periodontitis podría inducir el 

deterioro de la barrera hematoencefálica en el cerebro de ratones y de esa manera 

inducir inflamación (Xue, et al. 2020). 

2.1 La barrera hematoencefálica 
 

La barrera hematoencefálica está formada por células endoteliales vasculares que 

recubren los capilares cerebrales que ingresan al cerebro y médula espinal en la 

mayoría de los mamíferos y otros organismos con un SNC bien desarrollado (Kadry, 

Noorani, and Cucullo 2020). Estos vasos sanguíneos contienen una serie de 

propiedades que permiten regular de manera estricta el transporte de moléculas, 

iones y células desde la circulación sanguínea periférica hacia el SNC (Daneman 

and Prat 2015), evitando que las células sanguíneas, componentes plasmáticos o 

patógenos ingresen al cerebro. Así, la barrera hematoencefálica mantiene el 

entorno cerebral estable y protegido de sustancias que podrían dañarlo (Alahmari 

2021). 

Las células endoteliales vasculares del cerebro presentan características 
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morfológicas, estructurales y funcionales que las diferencian de otras células 

endoteliales, como la expresión de uniones estrechas que sellan las uniones 

paracelulares entre células endoteliales adyacentes evitando el paso no regulado 

de moléculas polares entre sangre y cerebro, ausencia de fenestraciones, falta de 

actividad pinocítica y la expresión de mecanismos activos de regulación para el paso 

de moléculas esenciales y bloqueo de sustancias neurotóxicas (Kadry, Noorani, and 

Cucullo 2020). Los diferentes tipos de células que constituyen la unidad 

neurovascular son células vasculares (endoteliocitos, pericitos y astrocitos), 

microglias y neuronas que contribuyen a la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica (Sweeney et al. 2019). De este modo, los cambios en la estructura 

de la barrera hematoencefálica pueden llegar a comprometer su integridad en varios 

niveles, como alteración en las células endoteliales aumentando la expresión de 

moléculas de adhesión de leucocitos, provocando una infiltración de estos al 

parénquima cerebral, disminuyendo la expresión de proteínas de las uniones 

estrechas o incrementando la permeabilidad de la barrera (Knox et al. 2022). 

La inflamación es un factor común que contribuye al desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral 

amiotrófica, esclerosis múltiple y accidente cerebrovascular (Huang, Hussain, and 

Chang 2021). Por otro lado, diversos estudios señalan que en personas afectadas 

por periodontitis existe un alto riesgo de desarrollar enfermedades 

neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer (Ide et al. 2016; 

Alvarenga et al. 2021; Borsa et al. 2021; Kose et al. 2021; Sansores-España et al. 

2021a; Bian, Chen, and Lei 2022). Además, la neuroinflamación inducida por el 

estrés o inflamación tiene un rol relevante en la patogenia de las enfermedades 

neurodegenerativas (Furutama et al. 2020). La activación de las microglias, 

astrocitos y células endoteliales aumentan la secreción de citoquinas pro-

inflamatorias como el TNF-α e IL-1β, que pueden alterar la barrera 

hematoencefálica (Huang, Hussain, and Chang 2021). La función de la barrera 

hematoencefálica es proteger al sistema nervioso central, la cual en condiciones 

fisiológicas está libre de patógenos y toxinas. La evidencia plantea que la 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica en ratones se ve afectada por la 

disbiosis intestinal causando alteraciones a nivel cerebral produciendo un estado de 
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neuroinflamación y neurodegeneración (Li et al. 2022). 

Cada día existe más evidencia científica que indica que la microbiota oral está 

involucrada en diferentes enfermedades crónicas no transmisibles como diabetes 

(Pihlstrom, Michalowicz, and Johnson 2005; Baeza et al. 2020; Wu et al. 2020), 

cardiovasculares (Sanz et al. 2020), renal crónica (Hickey et al. 2020; Baciu, 

Mesaroș, and Kacso 2023), dislipidemia (Gomes-Filho et al. 2022; Bitencourt et al. 

2023), hipertensión (Czesnikiewicz-Guzik et al. 2019; Del Pinto et al. 2020), entre 

otras. Además, los estudios demuestran que, en ratones, P. gingivalis induce la 

disbiosis de la microbiota intestinal afectando la función de la barrera intestinal 

(Kobayashi et al. 2020).  

2.2 Eje oral-intestinal 
 

La relación que existe entre la cavidad oral y el intestino es muy estrecha, por lo que 

durante una disbiosis oral existe un aumento de bacterias anaerobias asociadas a 

una periodontitis, produciendo un aumento en la carga de bacterias deglutidas a 

diario y que se encuentran presentes en la saliva (Kitamoto et al. 2020; Lu et al. 

2022). En consecuencia, esta disbiosis oral podría inducir la disbiosis intestinal, 

caracterizada por la alteración en la composición y comportamiento de ciertas 

bacterias de la microbiota, la alteración en la permeabilización de la barrera e 

inflamación intestinal (Sansores-España et al. 2021b). En este mismo estudio 

(Sansores-España, et al. 2021b) se menciona la bidireccionalidad entre los ejes 

cerebro-intestino, a partir del nervio vago, y cerebro-oral, mediante el nervio 

trigémino. De esta manera, el eje oral-intestino-cerebro podría estar asociado al 

origen de una respuesta inflamatoria sistémica y neuroinflamación. Es por esta 

evidencia que se plantea la necesidad de investigar las causas y direccionalidad 

que existe entre la periodontitis, la disrupción de la barrera intestinal y la disrupción 

de la barrera hematoencefálica. 
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

HIPÓTESIS 

La periodontitis experimental inducida mediante ligadura en ratas Sprague-Dawley 

jóvenes genera alteraciones en la permeabilidad de la barrera intestinal y 

hematoencefálica, en comparación a animales sin periodontitis. 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar cómo la periodontitis altera la permeabilidad de la barrera intestinal y 

hematoencefálica en ratas Sprague-Dawley jóvenes afectadas por periodontitis 

experimental inducida por ligadura. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar el estado periodontal de ratas Sprague-Dawley macho afectadas por 

periodontitis experimental inducida por ligadura. 

2. Analizar la permeabilidad de la barrera intestinal y hematoencefálica de ratas 

Sprague-Dawley macho afectadas por periodontitis experimental inducida por 

ligadura. 

3. Comparar la presencia o ausencia de periodontitis con el estado de la barrera 

hematoencefálica de ratas Sprague-Dawley macho. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 Modelo de periodontitis experimental  

 

Para la inducción de periodontitis se utilizaron 8 ratas Sprague-Dawley macho de 6 

semanas de edad, obtenidas del Bioterio del Centro de Investigación Regional 

“Hideyo Noguchi” de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autónoma de 

Yucatán, México, lugar donde las ratas se mantuvieron durante todo el período de 

experimentación. Las ratas se alojaron en jaulas separadas, con filtros de aire y en 

condiciones estándar bajo un ciclo de 12:12 horas de luz/oscuridad, a 22 ± 0,5°C, 

40-70% de humedad relativa, con agua y alimentación ad libitum, excepto cuando 

se indican otras condiciones. Todos los procedimientos se realizaron en el 

Laboratorio de Ciencias Odontológicas, de la Facultad de Odontología de la 

Universidad Autónoma de Yucatán, México. 

Todos los animales fueron sometidos a anestesia general con Isofluorano al 3% v/ 

v en oxígeno a un flujo de 1 L/min. Luego, a los animales experimentales se les 

instaló una sutura de seda 5-0 alrededor del segundo molar maxilar derecho. De 

manera diaria y por 30 días consecutivos, a todos los animales se les controló la 

presencia de la ligadura. En caso de que un animal perdiera la ligadura, todos los 

animales fueron ligados nuevamente. Este es un procedimiento inocuo, que no 

genera daño en los tejidos blandos y, eventualmente, puede causar molestias leves 

al presionar el espacio interdentario. Debido a ello, no se consideró analgesia, 

excepto cuando la escala de Grimace indicara lo contrario. Finalmente, para la 

ejecución del presente trabajo de investigación, las muestras de maxilares y los 

tejidos obtenidos se enviaron posterior a su obtención y preservación al Laboratorio 

de Biología Periodontal, de la Facultad de Odontología, de la Universidad de Chile. 

Todos los procedimientos se realizaron con previa aprobación ética del comité 

institucional de la Universidad Autónoma de Yucatán (Anexo Nº1). 

4.2 Obtención de muestras y cuantificación de la destrucción ósea 
 

Luego de 30 días, todos los animales se eutanasiaron según la muestra biológica a 

obtener. De todas las ratas, el hemimaxilar se separó del resto del cráneo para aislar 

el hueso maxilar. Brevemente, con un bisturí Nº15 se realizó una incisión 
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inmediatamente anterior a la primera rugosidad palatina, se decoló toda la mucosa 

palatina y luego, a cada hemimaxilar se eliminó todo el tejido blando e incubó 

secuencialmente durante 2 horas en etanol 70%, seguido de etanol 90% y etanol 

100%. Cada maxilar se almacenó en etanol 100% a temperatura ambiente hasta 

realizar el análisis. Los maxilares deshidratados se trasladaron al Laboratorio de 

Biología Periodontal, lugar donde se procedió con el análisis. 

Para evaluar la posible pérdida de hueso, cada maxilar se escaneó con un equipo 

Bruker microCT (SkyScan 1278; Bruker, Kontich, Belgium) utilizando los siguientes 

parámetros: 59 kV, 588 µA, 0, 5º de rotación y 360º de rango angular. 

Posteriormente se obtuvieron imágenes en 3D y la cuantificación de la resorción 

ósea se realizó utilizando el software Nrecon (Bruker, Kontich, Belgium) según las 

mediciones descritas previamente (Park, Abramson y cols., 2007). Brevemente, se 

realizaron mediciones lineales desde el límite amelocementario a la cresta ósea 

alveolar de todas las raíces de los molares superiores del lado derecho e izquierdo. 

4.3 Ensayo de permeabilización in vivo  
 

Para la evaluación de la integridad de la barrera intestinal y hematoencefálica, a 

cada animal se le administró el día 30, 300 μL de FITC-dextrano 4 kDa por vía oral 

gavage. Luego de 4 horas, los animales bajo anestesia general con isofluorano 3% 

v/v en flujo de O2 1 L se perfundieron con solución salina de NaCl 0,9% para eliminar 

la sangre del animal. La sangre total se recibió en un tubo Falcon de 50 mL para 

aislar el suero y, seguidamente, se extrajo el cerebro ad integrum. El cerebro se 

dividió en 2 hemisferios, donde el hemisferio derecho se separó en corteza, 

mesencéfalo, hipocampo y cerebelo y se mantuvieron en solución tamponadora 

para su homogeneización mecánica. Brevemente, las muestras se lavaron con 1 

mL de NaCl al 0,9% 3 veces y luego con 10 μL de tampón que contiene Tris-HCl 

0,5 M, NaCl 2 M, CaCl2 250 mM, Tx100 al 25% e inhibidor de proteasa, por cada 

mg de peso de muestra. Cada muestra se homogeneizó mecánicamente y 

centrifugó a 10.000 rpm durante 5 min a 4ºC y el sobrenadante se reservó para el 

análisis. Así, a partir de 100 μL de las muestras de suero, hipocampo, cerebelo, 

corteza y mesencéfalo se realizó la lectura de fluorescencia en un lector de placas 

con excitación 485/emisión 528. Finalmente, a partir del valor de fluorescencia se 
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calculó la concentración basándose en la curva estándar, ajustando la dilución y el 

peso de cada animal. Además, como complemento se realizaron los mismos 

procedimientos en el intestino delgado y riñones, con el objetivo de determinar 

cuánto del marcador administrado ingresa a la circulación sanguínea, cuánto se 

concentra en el intestino y cuánto se filtra por los riñones. De esa manera, 

determinamos de mejor manera si lo detectado en los cerebros es por un aumento 

en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica. 

4.4 Análisis mediante inmunofluorescencia 
 

Para el análisis de inmunofluorescencia, en los mismos animales anteriormente 

indicados, el hemicerebro y el riñón izquierdo se aislaron y sumergieron 

inmediatamente en paraformaldehído 4%. Posteriormente se fijaron en parafina y 

se enviaron hasta el Laboratorio de Biología Periodontal, donde se procedió con su 

procesamiento y posterior análisis. 

Una vez desparafinadas, el duodeno, yeyuno, íleon, y los hemicerebros se cortaron 

en el plano coronal con un criostato a -30°C. Las secciones de 30 µm de grosor se 

colocaron sobre un portaobjeto con polilisina y las imágenes se obtuvieron mediante 

un microscopio confocal (Nikon C2 +, Melville, NY). Un total de 30-35 imágenes por 

cada corte se obtuvieron y mediante el software gratuito ImageJ (National Institutes 

of Health, MD, EUA; https://imagej.nih.gov/ij/) se realizó el análisis y reconstrucción 

de cada corte histológico. 

4.5 Análisis de los datos  
 

La cuantificación de la destrucción ósea se representa en el valor promedio de la 

distancia en μm ± desviación estándar. La inmunofluorescencia se representa en 

gráficas del valor promedio de las unidades de intensidad ± desviación estándar. El 

índice de permeabilidad se gráfica en promedio de números absolutos ± desviación 

estándar.  La distribución de los datos se determinó usando la prueba de 

Kolgomorov-Smirnof y se analizaron utilizando las pruebas t-test o Mann-Whitney y 

ANOVA-Tukey o Kruskal Wallis-Dunn, dependiendo de la distribución paramétrica 

o no-paramétrica de los datos. Los datos se analizaron estadísticamente usando el 

software SPSS v.15.0 (Lead Technologies Inc., Charlotte, NC, USA). Las diferencias 

se consideraron estadísticamente significativas cuando p-value <0,05.  
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5. RESULTADOS  

 

Luego de 30 días, en las ratas afectadas de periodontitis experimental inducida por 

ligadura se observó mayor resorción ósea marginal en los molares maxilares en 

comparación con las ratas control (Fig. Nº1). Este dato evidencia la presencia de 

resorción ósea marginal y, por tanto, confirma la presencia de periodontitis 

experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Nº1. Resorción ósea. A partir de la obtención de muestras de cada maxilar se realizó una 

reconstrucción 3D mediante microCT para cuantificar la resorción ósea que produjo la periodontitis 

inducida por ligadura. A) Ratas control y con ligadura, B) Distancia desde unión amelo-cementaria a 

la cresta ósea alveolar de la raíz mesial del primer molar maxilar, C) Distancia desde unión amelo-

cementaria a la cresta ósea alveolar de la raíz distal del primer molar maxilar, D) Distancia desde 

unión amelo-cementaria a la cresta ósea alveolar de la raíz palatina del primer molar maxilar. Los 

datos presentan media ± desviación estándar de 4 experimentos independientes por cada grupo. 

CEJ: cementum-enamel junction, ABC: alveolar bone crest. nm: nanómetros. *p<0,05. 
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5.1 La periodontitis induce alteración de la permeabilidad intestinal 
 
Luego de determinar que la ligadura es capaz de inducir periodontitis, evaluamos la 

estabilidad de la barrera intestinal mediante un ensayo de permeabilidad in vivo. 

Para ello, luego de 30 días se administró FITC-dextrano 4 kDa mediante oral gavage 

y evaluó la difusión del marcador hacia el suero, la orina, los riñones, el duodeno, 

yeyuno e íleon (Fig. Nº2 y 3). A nivel sérico encontramos un incremento significativo 

del marcador, lo que demuestra una mayor permeabilidad del intestino. Para 

determinar que este aumento no se deba a una mayor ingesta por mayor peso de 

cada animal se estandarizó según el volumen y peso administrado (Fig. Nº2B y 2C). 

No se detectaron diferencias entre el volumen administrado o el peso del animal, lo 

que demuestra que el aumento en la concentración sérica se debe a un incremento 

en la permeabilidad intestinal. De hecho, la Figura Nº2D demuestra la correlación 

positiva entre el FITC detectado en suero con el volumen administrado, donde las 

ratas que más presentan FITC en suero son las afectadas por periodontitis en 

comparación con las control. 

 

Figura Nº2. Cuantificación de 

niveles de FITC-dextrano en 

suero en ratas con periodontitis 

experimental. A partir del suero 

obtenido de ratas controles y 

experimentales se cuantificaron 

los niveles de FITC-dextrano A). 

Volumen de FITC-Dextrano en 

suero, B). Volumen de FITC-

dextrano administrado a cada 

animal, C) Peso de cada animal, 

D) Correlación entre el volumen 

de FITC-Dextrano administrado y 

la concentración encontrada en 

suero. Los datos se presentan 

como la media ± desviación 

estándar en valores concentración 

(μg/ml), volumen administrado de FITC-Dextrano (mL), peso de las ratas (g). Cada gráfica representa 
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los datos de 4 experimentos independientes por cada grupo. μg: microgramos, mL: mililitros, g: 

gramo. ANOVA-Tukey, ***p < 0.001. 

Luego, a través de microscopía 

confocal se observó la presencia del 

FITC-Dextrano en el duodeno, 

yeyuno e íleon, donde se observa la 

presencia del marcador (Fig. Nº3).  

 

 

Figura Nº3. Inmunofluorescencia de 

niveles de FITC-dextrano en intestino A) 

duodeno, B) yeyuno, C) íleon. En azul se 

detecta la autofluorescencia de los tejidos 

que permite visualizar sus límites y en verde 

(flechas grises) la marca de FITC que 

difundió desde el lumen intestinal hacia la 

mucosa intestinal. 
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Posteriormente, evaluamos cuánto del FITC-dextrano administrado se estaba 

excretando por la orina o estaba siendo filtrado en los riñones. A nivel renal no se 

encontraron diferencias entre las ratas con periodontitis de las controles en la 

concentración de FITC-dextrano detectado en homogeneizados de riñón ni en la 

orina (Fig. Nº4). Sin embargo, sí se detectó diferencia en el volumen total de orina, 

donde las ratas afectadas de periodontitis tenían más orina. No obstante, lo anterior, 

no se detectó una correlación entre el volumen de orina y la concentración de FITC 

dextrano en la orina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Nº4. 

Cuantificación de niveles de FITC-dextrano en riñón y orina. A partir de orina y riñón obtenido 

de ratas controles y experimentales se cuantificaron los niveles de FITC-dextrano. A) Cuantificación 

de FITC-dextrano en riñón homogeneizado, B) Cuantificación de FITC-dextrano en orina, C) 

Volumen total de orina, D) Correlación entre el FICT-dextrano cuantificado en orina y el volumen total 

de orina. Los datos se presentan como concentración de moléculas (μg/ml), volumen de orina (μL); 

media ± desviación estándar de 4 experimentos independientes por cada grupo. μg: microgramos, 

mL: mililitro. ANOVA-Tukey, *p<0,05. 

 

Al evaluar cuánto marcador se acumuló en la médula o corteza renal, se 
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observa que en los grupos experimentales y control no hubo diferencias, lo que 

demuestra que la mayor concentración de FITC-dextrano en la orina no depende de 

una mayor concentración o filtración renal (Fig. Nº5). 

 

 

 

 

 

 

Figura Nº5. Inmunofluorescencia 

de riñón en ratas con 

periodontitis experimental. A 

partir de los riñones preservados 

en PFA 4% se evaluó la 

distribución del FITC-dextrano 

mediante inmunofluorescencia. A) 

Proyección 3D de 30 imágenes 2D 

de la corteza renal, B) Proyección 

3D de 32 imágenes 2D de la 

médula renal. 

 

 

 

 

5.2 La periodontitis induce en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica 
 

Finalmente se evaluó la acumulación de FITC-Dextrano en hipocampo, cerebelo, 

mesencéfalo y encéfalo (Fig. Nº6). Para ello se determinó el índice de 

permeabilidad, el cual es una razón entre la concentración de FITC-dextrano 

detectado en suero y ajustado al peso de cada animal y la concentración de FITC-

dextrano detectado en el tejido ajustado al peso del tejido. En las ratas con 

periodontitis inducida por ligadura se observó un incremento del índice de 
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permeabilidad de FITC-Dextrano en el hipocampo y mesencéfalo en comparación 

con las ratas control (Fig. N°6A y 6B). 

Finalmente, en las imágenes se logra observar una mayor intensidad de FITC-

dextrano en el hipocampo, mesencéfalo y corteza cerebral de las ratas afectadas 

por periodontitis experimental en comparación con las ratas control (Fig. Nº7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Nº6. Índice de permeabilidad en tejidos cerebrales Cuantificación del índice de 

permeabilidad para A) Hipocampo, B) Mesencéfalo, C) Cerebelo, y D) Corteza cerebral. Los datos 

se presentan como la media ± desviación estándar del índice de permeabilidad de 4 experimentos 

independientes por cada grupo. mg: miligramos, mL: mililitros. ANOVA-Tukey, *p<0,05. 
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Figura Nº7. 

Inmunofluorescencia de 

tejidos cerebrales en ratas con 

periodontitis experimental. A 

partir de los hemicerebros 

preservados en PFA 4% se 

evaluó la distribución del FITC-

dextrano mediante 

inmunofluorescencia. A) 

Proyección 3D de 30 imágenes 

2D del hipocampo, B) Proyección 

3D de 32 imágenes 2D de 

mesencéfalo. C) Proyección 3D 

de 32 imágenes 2D de corteza 

cerebral. 
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6. DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo de investigación, a partir de ratas Sprague-Dawley macho a 

las cuales se les indujo periodontitis mediante ligadura pudimos observar luego de 

30 días existe un aumento en la permeabilidad intestinal en comparación con el 

grupo control. Además, la presencia del marcador se observó en la mucosa del 

duodeno, yeyuno e íleon, lo que sugiere que la periodontitis podría estar asociada 

a una disfunción de la barrera intestinal, permitiendo una mayor absorción de 

sustancias de alto peso molecular como es el caso del marcador. Este efecto podría 

tener implicancia en la respuesta inflamatoria y en el estado de salud en general. 

La eficacia del método de ligadura para inducir periodontitis en el modelo 

experimental utilizado en la investigación actual confirma que es ideal para poder 

estudiar esta enfermedad, ya que se produce una resorción ósea marginal 

significativa en comparación al grupo control. La presencia de periodontitis no solo 

afecta localmente a las estructuras periodontales, sino que también, puede tener 

efectos en otros órganos o tejidos, tal y como se investigó en relación con la 

inducción de alteración de la permeabilidad intestinal y de la barrera 

hematoencefálica. 

El marcador FITC-dextrano 4 kDa es un polisacárido no digerible conjugado con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Camilleri et al. 2012) y se utiliza para analizar 

la permeabilidad total, que incluye la permeabilidad paracelular y endotelial 

(Galipeau et al. 2016). Dado su tamaño molecular, el Dextrano no traspasa la 

barrera epitelial en un individuo sano, sin embargo, cuando existe una barrera 

alterada estructuralmente este marcador puede ingresar a la mucosa, demostrando 

de esta manera una alteración en la permeabilidad de la barrera epitelial (Joly 

Condette et al. 2014; Wang et al. 2015). En efecto, para evaluar la estabilidad de la 

barrera intestinal con algún marcador, como Dextrano, se debe considerar el tiempo 

que tarda el quimo en migrar desde el cardias hacia la válvula íleo-cecal. Así, el 

Dextrano se evalúa a las 4 horas post administración debido a que es el tiempo 

necesario para que desde la ingestión del marcador logre llegar a la válvula íleo-

cecal (Woting and Blaut 2018). Así, se pueden evaluar las 3 secciones del intestino 

permitiendo centrar el análisis más exhaustivo en el íleon. 
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En el estudio de Lu (Lu, et al. 2022) se utilizó un modelo experimental con ratones 

en el cual a un grupo se le indujo periodontitis mediante la administración por sonda 

de la microbiota salival de pacientes con periodontitis. En efecto, los animales 

afectados por periodontitis evidenciaron un aumento en las citoquinas pro-

inflamatorias, como TNF-α e IL-1β en la corteza cerebral y la alteración de la barrera 

intestinal. En el estudio de Kobayashi (Kobayashi, et al. 2020) a ratones de 8 

semanas de edad se indujo periodontitis mediante la inoculación por sonda oral de 

una solución con Streptococcus mitis, S. salivarius, P. gingivalis o P. nigrescens. En 

estos animales se observaron alteraciones en el equilibrio de la microbiota intestinal, 

disminución de la función de la barrera intestinal y un aumento de toxinas de las 

bacterias en la sangre. Ambos estudios evaluaron la relación que existe entre la 

periodontitis y la mucosa intestinal, llegando a resultados similares y que 

complementan a los conseguidos en el presente trabajo de investigación donde 

obtuvimos una alteración de la permeabilidad de la barrera intestinal. Además, 

cuando se evaluó la excreción renal del marcador los resultados demuestran que 

no hay diferencias significativas en la concentración detectada en riñón entre los 

grupos control y con periodontitis, lo que sugiere que la periodontitis no afectaría la 

función renal. Este resultado se asemeja a lo descrito en la literatura, ya que el 

marcador traspasa la barrera intestinal sin ser digerido y luego se elimina por 

excreción renal (Hoffmann et al. 2011). De esta manera, el incremento del índice de 

permeabilidad en el hipocampo y el mesencéfalo de las ratas con periodontitis 

sugiere que la periodontitis inducida por ligadura podría afectar la integridad de la 

barrera hematoencefálica en estas áreas. Este hallazgo es relevante, ya que la 

barrera hematoencefálica desempeña un rol fundamental en la protección del 

cerebro ante toxinas y patógenos y que exista la presencia del marcador hace 

mención de un compromiso de la barrera, pudiendo contribuir a la patogénesis de 

enfermedades neuroinflamatorias.  

El incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica podría explicar 

cómo la periodontitis se asocia con enfermedades neurodegenerativas. En el 

trabajo de Lei (Lei et al. 2023) se realizó un estudio con un modelo de bacteriemia 

en ratas mediante inoculaciones de P. gingivalis en la cola de ratas tres veces por 

semana durante ocho semanas y analizó la relación con la barrera 
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hematoencefálica. En efecto, la presencia de P. gingivalis aumentó la permeabilidad 

de la barrera hematoencefálica, pudiendo contribuir a un deterioro cognitivo de las 

ratas. Del mismo modo en el estudio de Furutama (Furutama, et al. 2020) se realizó 

un modelo de periodontitis experimental con ligadura, donde se evaluó la 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica mediante el análisis de los niveles de 

ARNm y de proteínas relacionadas con las uniones estrechas, detectando que la 

inflamación periodontal está relacionada con la neuroinflamación y la alteración de 

la barrera hematoencefálica.  

La barrera hematoencefálica constituida por sus componentes celulares como 

células endoteliales, uniones estrechas, pericitos, astrocitos, microglias y 

membrana basal tienen la función de filtrar selectivamente las sustancias desde la 

circulación sanguínea evitando que agente nocivos traspasen la barrera y lleguen 

al cerebro causando daño (Zhao et al. 2015). En efecto, la alteración de cualquiera 

de sus componentes podría provocar una disrupción de la barrera. Una disrupción 

de la barrera hematoencefálica se caracteriza por degradación de las proteínas de 

unión de los pericitos y endoteliocitos a la lámina basal endotelial. Además, se 

produce la degradación de las proteínas de las uniones estrechas induciendo de 

esta manera el ingreso de moléculas, fármacos, metabolitos, toxinas, o incluso 

bacterias desde la sangre hacia la zona del cerebro que se encuentre afectada 

(Sweeney 2018).  

Las microglias activadas y los astrocitos liberan citoquinas pro-inflamatorias como 

IL-1β, IL-6 y TNF-α (Visentin, Gobin, and Maglica 2023), las cuales tienen el 

potencial de aumentar la permeabilidad de la barrera hematoencefálica. También 

se ha demostrado que la neuroinflamación regula positivamente la expresión de las 

moléculas de adhesión de los leucocitos endoteliales, lo que facilita la 

transmigración de los leucocitos al SNC. El paso de tales células inmunes al cerebro 

puede resultar en la producción intracerebral de más citoquinas pro-inflamatorias, 

IL-17, IL-22, TNF-α e IFN-γ, que comprometen aún más la integridad de la barrera 

hematoencefálica al alterar la expresión de las proteínas de unión (Kouki et al. 

2022). De esta manera los factores pro-inflamatorios pueden afectar la 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica, permitiendo infiltración de patógenos 
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o agentes pro-inflamatorios al cerebro, conduciendo a una neuroinflamación y 

deterioro del SNC que podría terminar en el desarrollo de una enfermedad 

neurodegenerativa. En conjunto estos estudios y nuestros resultados ayudan a 

complementar nuestra hipótesis de investigación donde la periodontitis 

experimental genera una disrupción de la barrera hematoencefálica e intestinal, 

caracterizada por una alteración en la expresión de las proteínas que conforman las 

uniones estrechas. 

Por último, es importante analizar y considerar las limitaciones del estudio, es 

necesario sugerir nuevas investigaciones que permitan dilucidar los mecanismos 

que están presentes y que contribuyen a un aumento de la permeabilidad de la 

barrera hematoencefálica en modelos de periodontitis experimental. Futuros 

estudios podrían emplear nuevas técnicas para poder caracterizar la 

neuroinflamación y evaluar el impacto funcional en la disfunción de la barrera 

hematoencefálica inducida por periodontitis. En cuanto a las implicancias clínicas, 

tanto la permeabilidad y posterior disfunción de la barrera intestinal y 

hematoencefálica podría ser una vía potencial mediante la cual la periodontitis 

afecta a otros tejidos u órganos del individuo. De esta manera, la necesidad de una 

atención integral para el paciente evitará que se genere un ambiente que favorezca 

al desarrollo de una neuroinflamación y posteriormente el desarrollo de alguna 

enfermedad neurodegenerativa.  
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7. CONCLUSIONES  

 

 

La periodontitis experimental induce el aumento de la permeabilidad de la 

barrera intestinal y hematoencefálica en ratas Sprague-Dawley jóvenes. 
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Anexo N°2 

 

 

 

Comité Local de Bioseguridad 

Administración Conjunta Campus Dra. 

Eloísa Díaz. 

FDO Nº182 
 

 
Santiago, 25 de octubre de 2024. 

 
 
 

C E R T I F I C A D O 
 

 
El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de 

investigación Regional Development Program (IADR) titulado “Evaluación del efecto 

de 3 modelos de periodontitis experimental en el eje Gut-Brain”. El Investigador 

Responsable de este proyecto es el Dr. Jaime Díaz Zúñiga, Académico del 

Departamento de Odontología Conservadora, Facultad de Odontología, Universidad 

de Chile (FOUCH). 

 
Los ensayos propuestos en este Proyecto y, que por tanto el CIB certifica, son 

aquellos que se realizarán en la Unidad Académica mencionada anteriormente e 

involucran el manejo de: 

 
o Sustancias Químicas Peligrosas: 

- Se utilizarán agentes químicos de riesgo de tipo inflamable y corrosivas. 
 
 

o Material Biológico: 

- Se utilizarán muestras de animales (Ratas Sprague-Dawley): Alícuotas de suero y 

proteínas totales liofilizadas obtenidas de homogeneizado de intestinos y cerebros. 

Secciones de intestinos, cerebros, hígados y páncreas embebidos en parafina 

previamente fijados. Todas las muestras se obtendrán en el Laboratorio de Ciencias 

Odontológicas de la Universidad Autónoma de Yucatán, Mérdida, México y serán 

enviadas al Laboratorio de Biología Periodontal de FOUCH. 

 
Los ensayos se realizarán en el Laboratorio de Biología Periodontal, en donde 

desarrolla sus investigaciones el Dr. Díaz. 
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El CIB certifica que la Facultad de Odontología cuenta con las facilidades para el manejo 

y desecho del material biológico y químico a utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual 

de Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados, FONDECYT/ ANID 2018. Además, el 

investigador se compromete a velar por el cumplimiento de las normas de bioseguridad 

junto al Manual de Procedimientos para el Manejo y Desechos de Residuos biológicos 

y RESPEL de la Facultad, durante el desarrollo del proyecto. 

 
Se extiende el presente certificado a solicitud del Dr. Díaz para ser presentado en la 

Dirección de Investigación de la FOUCH. 
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