
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Instituto de Ciências Exatas 

Programa de Pós-Graduação em Inovação Tecnológica 

 

 

 

 

Mayra Alexandra Téllez Corral 

 

 

 

 

Avaliação da atividade antimicrobiana da Lactoferricina B (LfcinB) e Anfotericina 

B (AMB) em sistemas de liberação controlada em biofilmes polimicrobianos in 

vitro relacionados à Periodontite associada à Apneia Obstrutiva do Sono 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2022 

 



Mayra Alexandra Téllez Corral 

 

 

Avaliação da atividade antimicrobiana da Lactoferricina B (LfcinB) e Anfotericina 

B (AMB) em sistemas de liberação controlada em biofilmes polimicrobianos in 

vitro relacionados à Periodontite associada à Apneia Obstrutiva do Sono 

 

 

Versão Final 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós- 

graduação em Inovação Tecnológica da 

Universidade Federal de Minas Gerais, como 

requisito parcial à obtenção do título de Doutora 

em Inovação Tecnológica. 

Orientadora: Profa. Maria Esperanza Cortés 

Segura e Claudia Parra Giraldo. 

Coorientadoras: Nelly Stella Roa Molina e Liliana 

Margarita Otero Mendoza. 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2022 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Programa de Pós-graduação em Inovação Tecnológica 
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TECNOLÓGICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, DA DISCENTE MAYRA ALEXANDRA TÉLLEZ 

CORRAL, Nº DE REGISTRO 2020740952. 
 

Aos 27 (vinte e sete) dias do mês de janeiro de 2023, às 10 horas, online via plataforma virtual Zoom, reuniu-se a 
Comissão Examinadora composta pelos Professores Doutores: María Esperanza Cortés Segura do Programa de Pós-
graduação em Inovação Tecnológica da UFMG (Orientadora pela UFMG), Cláudia Marcela Parra Giraldo (Orientadora 
pela Pontificia Universidad Javeriana), Nelly Stella Roa Molina (Co- orientadora pela Pontificia Universidad Javeriana), 
Liliana Margarita Otero Mendoza (Co-orientadora pela Pontificia Universidad Javeriana) e Maria Arantxazu Llama 
Palacios da Universidad Complutense de Madrid, Octavio Alberto González Duque da University of Kentucky College of 
Medicine, Adolfo Contreras da Universidad del Valle, Carlos Javier Almeciga Díaz da Pontificia Universidad Javeriana e 
Soraia Macari da Universidade Federal de Minas Gerais, para julgamento da Tese de Doutorado em Inovação 
Tecnológica - Área de Concentração: Inovação Biofarmacêutica e Biotecnológica da discente Mayra Alexandra Téllez 
Corral, Tese intitulada: “Avaliação da atividade antimicrobiana da Lactoferricina B (LfcinB) e da Anfotericina B (AMB) 
em sistemas de liberação controlada em biofilmes polimicrobianos in vitro relacionados à periodontite associada à 
apneia obstrutiva do sono”. A presente defesa foi elaborada de acordo com o Convênio de Co-tutela 0790709 SEI 
23072.207933 estabelecido entre a Universidade Federal de Minas Gerais e a Pontificia Universidad Javeriana. A 
Presidente da Banca abriu a sessão e apresentou a Comissão Examinadora, bem como esclareceu sobre os 
procedimentos que regem da defesa pública de tese. Após a exposição oral do trabalho pela discente e arguição pelos 
membros da Banca Examinadora na ordem registrada acima, com a respectiva defesa da candidata. Finda a arguição, a 
Banca Examinadora se reuniu, sem a presença da discente e do público, tendo deliberado unanimemente pela sua 
APROVAÇÃO. Nada mais havendo para constar, lavrou-se e fez a leitura pública da presente Ata que segue assinada por 
mim e pelos membros da Comissão Examinadora e pelo subcoordenador do Programa. Belo Horizonte, 27 de janeiro de 
2023. 
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Resumo 

Avaliação da atividade antimicrobiana da Lactoferricina B (LfcinB) e da Anfotericina B (AMB) em 

sistemas de liberação controlada em biofilmes polimicrobianos in vitro relacionados à 

periodontite associada à apneia obstrutiva do sono 

A periodontite é uma doença altamente prevalente, sendo uma das seis doenças humanas mais comuns. 

A presença de uma microbiota disbiótica é considerada um fator predisponente devido à capacidade de 

formar biofilmes, que por sua vez causam uma resposta inflamatória crônica local. O grau de envolvimento 

pode variar entre os indivíduos devido à suscetibilidade genética e ao estilo de vida. Algumas doenças 

sistêmicas, como a apneia obstrutiva do sono (AOS), podem aumentar o risco de desenvolvimento e 

progressão da periodontite. A AOS é um distúrbio do sono que obstrui as vias aéreas, impedindo a 

passagem do ar. De acordo com as diferentes hipóteses sobre o aumento da periodontite em indivíduos 

com AOS, pode ser devido a causas como predisposição genética, devido à resposta inflamatória 

compartilhada por ambas as condições e/ou devido às características fisiopatológicas da AOS, como 

ressecamento oral, hipóxia e hipercapnia. Todos esses fatores podem ser considerados um risco 

significativo na persistência da periodontite em indivíduos com AOS. A fim de propor uma alternativa 

terapêutica para o tratamento da periodontite relacionada à AOS, o primeiro objetivo deste trabalho baseou-

se em estabelecer a associação entre ambas as condições, através do papel da microbiota e da resposta 

inflamatória local, a partir da identificação de microrganismos cultiváveis e quantificação de cinco citocinas 

pró-inflamatórias em amostras da cavidade oral de 94 indivíduos com e sem periodontite, com e sem AOS, 

provenientes da Clínica do Sono do Hospital Universitário San Ignacio e da Faculdade de Odontologia da 

Pontifícia Universidade Javeriana. A partir da identificação microbiana por MALDI-TOF e da quantificação 

de citocinas pelo ensaio Luminex, determinou-se que a microbiota oral cultivável de pacientes com 

periodontite e OSA, estava alterada em termos de diversidade, associada à presença de bactérias de 

complexos laranja, como Prevotella spp. e leveduras do gênero Candida spp., sendo C. albicans a espécie 

mais prevalente, e os níveis de IL-1β, IL-6, IL-17A e IL-33 foram aumentados, com a presença de Candida 

spp. os níveis de IL-17A e IL-33 foram aumentados. A partir do perfil microbiano de indivíduos com 

Periodontite e AOS, nove bactérias e C. albicans foram selecionadas, isoladas e cultivadas para 

estabelecer um modelo de biofilme polimicrobiano in vitro, com o qual foi avaliado o efeito anti-biofilme de 

nanofibras carregadas com Anfotericina B (AMB), um peptídeo antimicrobiano palindrômico; Lactoferricina 

B (LfcinB (21-25)pal) e/ou Óxido de Zinco (ZnO). Da mesma forma, foram avaliados o efeito citotóxico e as 

características físico-químicas das nanofibras. Foi determinado que as nanofibras eram biocompatíveis 

apresentando uma viabilidade celular superior a 50% dos fibroblastos do ligamento periodontal humano. A 

nanofibra com AMB, LfcinB (21-25)pal e ZnO (Nf 6) apresentou maior inibição, tempo-dependente, do 

biofilme polimicrobiano in vitro, demonstrando a capacidade do AMB em inibir bactérias, juntamente com 

LfcinB (21-25)pal e ZnO aumentando a atividade anti-biofilme. A nanofibra Nf 6 exibiu boa estabilidade 

mecânica e térmica, foi fácil de manusear, teve uma distribuição homogênea do diâmetro da fibra e foi de 

natureza hidrofílica. Por fim, foi realizado um levantamento tecnológico do uso dessas nanofibras. Este 

estudo de prospecção de tecnologia demonstrou que esta nanofibra pode ser uma alternativa terapêutica 

promissora para o tratamento da periodontite associada à AOS, portanto, está nanofibra é proposta como 

uma tecnologia possivelmente patenteável. 

 

Palavras-chave: Periodontite, Apneia Obstrutiva do Sono, biofilmes polimicrobianos, anfotericina B, 

Lactoferricina B, ZnO, Nanofibras. 

 



 

 

 

Resumen 

Evaluación de la actividad antimicrobiana de Lactoferricina B (LfcinB) y Anfotericina B (AMB) en 

sistemas de liberación controlada sobre biopelículas polimicrobianas in vitro relacionadas a la 

periodontitis asociada a apnea obstructiva del sueño 

 

La periodontitis es una enfermedad de alta prevalencia siendo una las seis enfermedades humanas más 

comunes.  La presencia de una microbiota disbiótica se considera un factor predisponente por la capacidad 

de formar biopelículas, que a su vez provocan una respuesta inflamatoria crónica local. El grado de 

afectación puede variar entre los individuos debido a susceptibilidad genética y a estilos de vida. Algunas 

enfermedades sistémicas, como la apnea obstructiva del sueño (AOS), puede aumentar el riesgo de 

desarrollo y progresión de la periodontitis. La AOS es un trastorno respiratorio del sueño que obstruye la 

vía aérea impidiendo el paso de aire. De acuerdo a las diferentes hipótesis sobre el aumento de la 

periodontitis en individuos con AOS, puede ser por causas como la predisposición genética, por la 

respuesta inflamatoria compartida por ambas condiciones y/o por las características fisiopatológicas de la 

AOS, como la sequedad oral, la hipoxia y la hipercapnia. Todos estos factores pueden considerarse un 

riesgo significativo en la persistencia de la periodontitis en individuos con AOS. Con el fin de plantear una 

alternativa terapéutica para el tratamiento de la periodontitis relacionada a la AOS, el primer objetivo de 

este trabajo se basó en establecer la asociación entre ambas condiciones, mediante el papel de la 

microbiota y la respuesta inflamatoria local, a partir de la identificación de microorganismos cultivables y 

cuantificación de cinco citocinas proinflamatorias en muestras de cavidad oral de 94 individuos mayores de 

30 años, con y sin Periodontitis, con y sin AOS, provenientes de la Clínica del sueño del Hospital 

Universitario San Ignacio y de la Facultad de Odontología de la Pontificia Universidad Javeriana.  A partir 

de la identificación microbiana por MALDI-TOF y la cuantificación de citocinas por el ensayo de Luminex, 

se determinó que la microbiota oral cultivable de los pacientes con periodontitis y AOS, se alteró en términos 

de diversidad, asociada a la presencia de bacterias de los complejos naranja, como Prevotella spp. y 

levaduras del género Candida spp., siendo C. albicans la especie más prevalente, y los niveles de IL-1β, 

IL-6, IL-17A e IL -33 se aumentaron, teniendo relación la presencia de Candida spp. con el aumento de los 

niveles de IL-17A y IL-33. A partir del perfil microbiano de los individuos con Periodontitis y AOS, se 

seleccionaron, aislaron y cultivaron nueve bacterias y C. albicans para establecer un modelo de biopelícula 

polimicrobiano in vitro, con el cual se evaluó el efecto anti-biopelícula de nanofibras cargadas con 

Anfotericina B (AMB), un péptido antimicrobiano palindrómico; Lactoferricina B (LfcinB (21-25)pal) y/o Óxido 

de Zinc (ZnO). De igual forma se evalúo el efecto citotóxico y las características fisicoquímicas de las 

nanofibras. Se determinó que las nanofibras fueron biocompatibles mostrando una viabilidad celular mayor 

del 50% de fibroblastos del ligamento periodontal humano. La nanofibra con AMB, LfcinB (21-25)pal y ZnO 

(Nf 6) mostró mayor inhibición, tiempo-dependiente, de la biopelícula polimicrobiana in vitro, demostrando 

la capacidad de AMB de inhibir bacterias, junto a la LfcinB (21-25)pal y el ZnO aumentando la actividad anti-

biopelícula. La nanofibra Nf 6 exhibió buena estabilidad mecánica y térmica, de fácil manipulación, con una 

distribución de diámetro de fibra homogénea, y de naturaleza hidrofílica. Finalmente, una prospección 

tecnológica del uso de estas nanofibras fue realizada. Este estudio de prospección tecnológica demostró 

que esta nanofibra puede ser una alternativa terapéutica promisoria para el tratamiento de la periodontitis 

asociada a la AOS, por lo tanto, se propone esta nanofibra como una tecnología posiblemente patentable. 

Palabras clave: Periodontitis, Apnea Obstructiva del Sueño, biopelículas polimicrobianas, anfotericina B, 

Lactoferricina B, ZnO, nanofibras 

 

 

 

 



 

 

 

 

Abstract 

Evaluation of the antimicrobial activity of Lactoferricin B (LfcinB) and Amphotericin B (AMB) in 

controlled release systems on polymicrobial biofilms in vitro related to periodontitis associated 

with obstructive sleep apnea 

 

 

Abstract 

Periodontitis is a highly prevalent disease, being one of the six most common human diseases. Due to its 

capacity to create biofilms, a dysbiotic microbiota is considered as a predisposing factor since it might result 

in a localized, chronic inflammatory response. The degree of involvement may vary between individuals due 

to genetic susceptibility and lifestyle. Some systemic diseases, such as obstructive sleep apnea (OSA), can 

increase the risk of development and progression of periodontitis. OSA is a sleep disorder that obstructs 

the airway, preventing the passage of air. The increase in periodontitis in individuals with OSA may be 

caused by a variety of factors, including genetic susceptibility, an inflammatory response that both 

conditions share, and/or pathophysiological features of OSA such oral dryness, hypoxia, and hypercapnia. 

All these factors can be considered a significant risk in the persistence of periodontitis in individuals with 

OSA. In order to propose a therapeutic alternative for the treatment of OSA-related periodontitis, the first 

objective of this study was based on establishing the association between both conditions, through the role 

of the microbiota and the local inflammatory response, based on the identification of cultivable 

microorganisms and quantification of five proinflammatory cytokines in samples from the oral cavity of 94 

individuals over 30 years of age, with and without Periodontitis, with and without OSA, from the Sleep Clinic 

of the San Ignacio University Hospital and the School of Dentistry from the Pontificia Universidad Javeriana. 

From the microbial identification by MALDI-TOF and the quantification of cytokines by the Luminex assay, 

it was determined that the culturable oral microbiota of patients with periodontitis and OSA, was altered in 

terms of diversity, associated with the presence of bacteria of orange complexes, such as Prevotella spp. 

and yeasts of the genus Candida spp., with C. albicans being the most prevalent species, and the levels of 

IL-1β, IL-6, IL-17A and IL-33 increased, with the presence of Candida spp. with increased levels of IL-17A 

and IL-33. From the microbial profile of individuals with Periodontitis and OSA, nine bacteria and C. albicans 

were selected, isolated and cultured to establish an in vitro polymicrobial biofilm model, with which the anti-

biofilm effect of nanofibers loaded with Amphotericin B(AMB), a palindromic antimicrobial peptide; 

Lactoferricin B (LfcinB (21-25)pal) and/or Zinc Oxide (ZnO) were evaluated. In the same way, the cytotoxic 

effect and the physicochemical characteristics of the nanofibers were evaluated. It was determined that the 

nanofibers were biocompatible showing a cell viability greater than 50% of human periodontal ligament 

fibroblasts. The nanofiber with AMB, LfcinB (21-25)pal and ZnO (Nf 6) showed greater inhibition, time-

dependent, of the polymicrobial biofilm in vitro, demonstrating the ability of AMB to inhibit bacteria, together 

with LfcinB (21-25)pal and ZnO increasing the anti-biofilm activity. The Nf 6 nanofiber exhibited good 

mechanical and thermal stability, was easy to handle, had a homogeneous fiber diameter distribution, and 

was hydrophilic. Finally, a technological survey of the use of these nanofibers was carried out. This 

technology prospection study demonstrated that this nanofiber may be a promising therapeutic alternative 

for the treatment of OSA-associated periodontitis, therefore, this nanofiber is proposed as a possibly 

patentable technology. 

 

Keywords: Periodontitis, Obstructive Sleep Apnea, polymicrobial biofilms, amphotericin B, Lactoferricin B, 

ZnO, nanofibers. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Periodontitis 

La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria crónica multifactorial que afecta al 

73% de la población colombiana 1, al 91.7% de la población en Brasil 2 y aproximadamente el 

50% de la población adulta en el mundo 3. Se registraron aproximadamente 1.100 millones de 

casos prevalentes de periodontitis severa en todo el mundo en el 2019 con una tasa de 

prevalencia estandarizada por edad de 13.109 por 100.000 personas. La tasa de prevalencia 

estandarizada por edad global aumentó en un 8.4% de 1990 a 2019 4. 

Esta enfermedad es causada por la presencia de comunidades microbianas patógenas, 

denominadas microbiota disbiótica, organizadas en biopelículas estratificadas 5,6 que provocan 

una respuesta inflamatoria crónica del tejido periodontal, que resulta en la formación de bolsas 

periodontales, pérdida progresiva de inserción periodontal con destrucción de los tejidos blandos 

y duros de soporte periodontal, y posterior perdida de los dientes 7. Aunque ya están descritos 

los patógenos asociados a esta enfermedad, aún persiste una alta prevalencia de periodontitis 

en el mundo, debido a su difícil diagnóstico en etapas tempranas de la enfermedad y a la creciente 

resistencia de los microorganismos a los antibióticos utilizados para su tratamiento 8. 

 

1.1.1 Microbiota oral asociada a periodontitis 

Esta enfermedad infecciosa está vinculada estrechamente con la microbiota disbiótica, en su 

mayoría conformada por bacterias, como factor determinante en la reacción inflamatoria de los 

tejidos periodontales que, en la misma medida, desencadena eventos inflamatorios sistémicos 9. 

Esta enfermedad usualmente ha sido asociada a bacterias consideradas periodontopatógenas 

como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tanarella forsythia, Fusobacterium 

nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Capnocytophaga spp. 5,6,10.   

Hoy en día se reconoce que la periodontitis es una infección de origen endógeno, donde especies 

bacterianas periodontopatógenas, se encuentran también en biopelículas subgingivales de 

individuos sanos, sin embargo, la patogenicidad de estas biopelículas está influenciada por 

diferentes factores como el microambiente, los factores de virulencia de los microorganismos 

presentes y su abundancia 11,12. En dichas biopelículas se destaca la presencia de las bacterias 
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como los principales agentes patógenos, los cuales han sido clasificados en complejos de 

colores, asignados según el papel que cumplen dentro de las biopelículas orales 13. Es así que 

se determinaron seis complejos (Figura 1): 

• Complejo amarillo: constituido por colonizadores pioneros, anaerobios facultativos, 

acidófilos y fermentadores lácticos. 

• Complejo azul: Íntimamente asociado con el anterior mediante coagregación. 

• Complejo púrpura: comprende bacterias asociadas a las anteriores, una vez consumido 

el oxígeno en la biopelícula. 

• Complejo verde: compuesto de anaerobios característicos de biopelículas maduras. 

• Complejo naranja: comprende las bacterias que ocupan las zonas más profundas de la 

placa, consideradas bacterias “puente” entre los primeros colonizadores y las bacterias 

características de placas patológicas maduras. 

• Complejo rojo: compuesto por las bacterias periodontopatógenas, las cuales son 

invasivas en contacto con la mucosa oral y están relacionadas estrechamente con la 

respuesta inflamatoria. 

 

Figura 1. Pirámide ecológica de los complejos bacterianos de la biopelícula dental.  

Adaptado de S. Socransky & Haffajee, 2002.  
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Adicionalmente, dado que la microbiota de la periodontitis varía entre las poblaciones 

dependiendo de diferentes factores como el área geográfica, raza, dieta, la genética y condiciones 

de vida, en Colombia se ha demostrado un perfil microbiano diferente al de otras poblaciones, 

similar al encontrado en Chile y Brasil, con una alta prevalencia de P. gingivalis, T. forsythia, P. 

intermedia / P. nigrescens, C. rectus, Fusobacterium spp. y E. corrodens en individuos con 

periodontitis 14. 

Un estudio reciente determinó las diferencias significativas entre la microbiota cultivable de 

muestras subgingivales de españoles (n=99) y de colombianos (n= 77). Las especies Eikenella 

corrodens y Parvimonas micra se detectaron con mayor frecuencia en sujetos con salud/gingivitis 

y Porphyromonas gingivalis en periodontitis. La microbiota de los sujetos colombianos se 

caracterizó por tener niveles más altos de Tannerella forsythia, P. micra, Prevotella intermedia, 

Fusobacterium nucleatum, Actinomyces odontolyticus y Capnocytophaga spp., siendo P. micra 

la más prevalente en salud/gingivitis y periodontitis estadio I-II, mientras tanto, la microbiota de 

los sujetos españoles se caracterizó por los altos niveles de Campylobacter rectus y P. gingivalis, 

siendo esta última la más prevalente en todos los grupos de periodontitis 15 

Según resultados obtenidos en diferentes estudios en distintas cohortes de pacientes, se 

determinó que existen especies bacterianas fuertemente asociadas a salud y a la periodontitis. 

Los principales géneros y especie asociados con la salud fueron Actinomyces spp., Rothia spp. 

y S. sanguinis, que en la periodontitis se agotan y establece un grupo de microorganismos con 

mayor diversidad, enriquecido por bacterias de especies gramnegativas. Se plantea que el 

microbioma de individuos sanos se podría agrupar en dos tipos de comunidades: tipo L, que está 

enriquecida con especies relacionadas con la salud, y tipo S, enriquecida con especies centrales 

y asociadas a la gingivitis. Por otro lado, dos tipos de comunidades también se asocian con la 

periodontitis, comunidades de tipo A enriquecidas con especies centrales y asociadas a la 

gingivitis, y comunidades de tipo B enriquecidas con especies fuertemente asociados con la 

periodontitis. Individuos con mayor severidad de la periodontitis se relacionan con comunidades 

de tipo B, indicando un estado disbiótico más avanzado y una modulación en la presencia de 

cada comunidad (Figura 2) 16. 
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Figura 2. Microbioma subgingival en salud y en periodontitis. 

A) Especies asociadas a la salud, asociadas a la periodontitis y centrales del microbioma 

subgingival. B) Tipos de comunidades subgingivales asociadas a la salud y asociadas a la 

periodontitis. Gráficas circulares: proporciones de cada grupo de especies en los diferentes tipos de 

comunidades. Gráficas en barras: abundancia total de cada grupo de especies en los diferentes 

tipos de comunidades. Tomado de Curtis et al., 2020. 

 

No obstante, emergen nuevos estudios, que involucran otros agentes microbianos que no se 

asocian con la periodontitis, como Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, 

Pseudomonas aeruginosa 17 y levaduras del género Candida spp. 18–21. Estas levaduras son 

consideradas oportunistas debido a que tienen la capacidad de infectar tejidos orales, cuando 

hay cambios en el equilibrio de la microbiota oral. Se ha determinado la capacidad de Candida 
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spp. para formar biopelículas con bacterias orales, desempeñando un papel patogénico 22,23, en 

enfermedades orales como la caries y la periodontitis 10. Es así que  los cambios ambientales de 

la cavidad oral permite asociaciones de microorganismos bacterianos y levaduriformes 21,24, los 

cuales tienen la capacidad de formar biopelículas polimicrobianas en el surco gingival, donde la 

presencia de Candida spp., podría cumplir un papel importante en la progresión de la 

periodontitis, por su capacidad de colonizar tejido gingival en mayor proporción 25–27, mediante la 

interacción con proteínas séricas, componentes presentes en la matriz extracelular (laminina, 

fibronectina, colágeno, Nidógeno-1) y receptores celulares como cadherinas o integrinas, también 

tiene la capacidad de inactivar la vía alterna del complemento evitando su destrucción, además, 

su carácter dimórfico favorece la formación de hifas que le permiten adherirse y penetrar el tejido 

de la mucosa oral y también secreta enzimas degradativas como proteinasas y fosfolipasas que 

contribuyen al daño tisular e invasión del epitelio oral 28–30. 

Además, la presencia de especies como C. albicans y su capacidad de formar biopelículas, 

permite la proliferación de bacterias patógenas anaerobios en entornos ricos en oxígeno, que de 

otro modo serían ambientes hostiles, y a su vez estas bacterias parecen inducir la formación de 

las biopelículas como estructuras protectoras 31. Diferentes autores han evaluado in vitro la 

interacción entre C. albicans y distintas bacterias. P. gingivalis es capaz de adherirse a las hifas 

de C. albicans, mediante la unión de proteínas específicas de adhesión como InlJ (P.g) y ALS3 

(C.a) 32. C. albicans promueve el crecimiento de bacterias anaerobias estrictas, proporcionando 

microambientes anaerobios al consumir el oxígeno presente 33. También, C. albicans promueve 

la formación de biopelículas de bacterias orales como S. gordonii, S. oralis y S. sanguinis, 

considerados los primeros colonizadores en las biopelículas orales 34. 

Esto hace plantearnos la importancia de entender cómo las levaduras también pueden estar 

contribuyendo al desarrollo de biopelículas disbióticas polimicrobianas y cuál es el papel que 

cumplen dentro de estas estructuras, de tal forma que se plantea la opción de incorporar a 

Candida spp. como un género de microorganismos de importancia en el contexto de la 

enfermedad periodontal, el cual puede servir un como un “comensal clave”, que proporciona 

consorcios de estructuras sólidas y de difícil eliminación como son las biopelículas 35. 

1.1.2 Respuesta inflamatoria en la periodontitis 

La respuesta a la presencia de una microbiota disbiótica, se inicia por la unión de antígenos 

microbianos a receptores tipo Toll (TLRs) en las células inmunitarias. Estos receptores activan 
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las vías de transducción de señales, que activan respuestas inmunitarias e inflamatorias para 

eliminar los microorganismos patógenos 36. Después del reconocimiento de los microorganismos, 

se secretan quimiocinas para atraer fagocitos. El sistema del complemento también genera 

proteínas biológicamente activas, incluidas las anafilotoxinas C3a, C4a y C5a que atraen a las 

diferentes células inmunitarias del hospedero, monocitos, linfocitos y neutrófilos, respectivamente 

37,38. 

Los monocitos migran al sitio de la inflamación, se diferencian en macrófagos y cumplen múltiples 

funciones: contribuyen a la fagocitosis para eliminar los microrganismos, eliminan los desechos 

celulares y los neutrófilos apoptóticos resultantes de la fagocitosis, actúan como un puente entre 

la inmunidad innata y adquirida por reclutamiento de linfocitos, y liberan citocinas y presentan 

antígenos 39. Los neutrófilos son los primeros leucocitos en responder, se acumulan en los sitios 

inflamados para cumplir funciones fagocíticas y antimicrobianas. Los neutrófilos reclutados en el 

surco gingival invaden el tejido conectivo e interactúan con otras células inmunitarias, como 

macrófagos (M), células dendríticas (DC) y células T . Estas células producen mediadores 

proinflamatorios, citocinas de reabsorción ósea como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-

), la interleucina (IL)-1β y la IL-17, que, a su vez regulan el desarrollo de las células T-helper 

(Th), que también contribuyen y exacerban la respuesta inflamatoria 40. Estas citocinas inducen 

la destrucción tisular y la reabsorción ósea mediante la activación de colagenasas y también a 

través del receptor activador del ligando del factor nuclear kappa-B (RANKL) que estimula la 

diferenciación de los osteoclastos 41,42. El RANKL y el sistema de osteoprotegerina (OPG: 

receptor señuelo soluble que inhibe la interacción de RANKL con su receptor funcional) regula la 

osteoclastogénesis. El aumento de RANKL y la disminución de OPG son una característica de la 

periodontitis 42.  

El TNF-α es una citocina proinflamatoria, que juega un papel clave en la respuesta inmune 

antimicrobiana. Es producido principalmente por macrófagos como una respuesta primaria de la 

señalización por TLRs, por las células T activadas y las células asesinas naturales (NK-Natural 

Killer). Junto a la IL-1β producen un efecto sinérgico al aumentar la síntesis de IL-6, lo que resulta 

en una mayor activación de las células Th17 41. 

La IL-1β es una citocina proinflamatoria, ampliamente estudiada como biomarcador salivar en 

enfermedad periodontal. En la periodontitis se asocia con activación y reclutamiento de neutrófilos 

y células T y B. Además de activación de osteoclastos a través de su capacidad de inducir 

quimiocinas 43. También se conoce que aumenta la expresión de enzimas colagenolíticas, 
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metaloproteinasas de matriz (MMP), que contribuyen a la degradación de la matriz extracelular 

y, a su vez, conducen a la reabsorción ósea y la destrucción tisular. IL-1β estimula la expresión 

de MMP-1, MMP-3 y MMP-9 en células del ligamento periodontal humano y células de 

fibroblastos gingivales. Regula positivamente RANKL y, por lo tanto, estimula la 

osteoclastogénesis 44. La asociación entre la periodontitis y la interleucina-1 β elevada en el 

líquido crevicular gingival está bien establecida. Se ha demostrado un nivel significativamente 

más alto de IL-1β en pacientes con periodontitis en comparación con controles sanos, los cuales 

disminuyen luego del tratamiento periodontal 45,46. 

La IL-6 es una citocina multifuncional que tiene un impacto sustancial en el daño del tejido 

periodontal. Es producida por células de la inmunidad innata como células dendríticas, 

macrófagos y T CD4+. Así mismo, puede ser producida por fibroblastos y células endoteliales. 

TNF- e IL-1β pueden aumentar sinérgicamente la producción de IL-6, que a su vez contribuirá 

a una mayor diferenciación de células Th17 en procesos homeostáticos 47, pero junto a la IL-23 

desencadena una mayor acumulación de las células Th17 48; células productoras de IL-17 y 

RANKL 7. Por otro lado, la IL-6 aumenta el número de osteoclastos, induce a la producción de 

superóxido, el remodelado vascular y la disfunción endotelial inducida por la angiotensina II 43. 

Promueve cascadas de procesos destructivos del tejido periodontal en fases iniciales de la 

periodontitis y se encuentra en niveles elevados en el fluido crevicular gingival. Además, la IL-6 

mejora indirectamente la formación de osteoclastos al elevar la producción de activadores del 

receptor de RANKL de los osteoblastos 41.  

La IL-17 es una citocina producida por las células T-helper 17 (Th17) después de la activación de 

la inmunidad adaptativa y sirve para reforzar las respuestas inmunitarias proinflamatorias 49. La 

IL-17A actúa sobre tipos de células del tejido conjuntivo e inmunitario innato, como neutrófilos, 

fibroblastos y osteoblastos. A través de estas interacciones, la IL-17 induce la producción de 

quimiocinas (CXC), MMP y moléculas destructoras de tejidos, como especies reactivas de 

oxígeno (ROS), RANKL por parte de los osteoblastos (OBL), que impulsa la maduración de los 

precursores de osteoclastos (OCP), que posteriormente estimula la diferenciación osteoclástica 

y la pérdida ósea alveolar 40. Aunque su concentración en saliva es mínima tanto en salud como 

en enfermedad periodontal, dos estudios que compararon los niveles de IL-17 encontraron 

concentraciones significativamente menores en salud. 50.  

Por otro lado, se ha determinado la participación de otras citocinas en la periodontitis, como la IL-

33 perteneciente a la familia de citocinas IL-1, expresada abundantemente en células 
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endoteliales, epiteliales y fibroblastos, en homeostasis como en inflamación. Es una citocina de 

doble función que puede desempeñar papeles importantes como citocina (proinflamatoria) y 

como factor nuclear intracelular (antiinflamatoria). También, funciona como una señal de alarma 

(alarmina), como una señal de peligro endógena para alertar a las células del sistema inmunitario 

innato sobre el daño tisular durante un traumatismo o una infección, ya que puede liberarse en el 

espacio extracelular después del daño de las células endoteliales o una lesión mecánica 51,52. 

Está involucrada en la diferenciación de monocitos en osteoclastos, estimula la producción de 

RANKL y disminuye la producción de OPG y la posterior activación de osteoclastos 53. Se 

encuentra sobre expresada en células epiteliales gingivales en pacientes con periodontitis 54, con 

altas concentraciones en fluido crevicular gingival (FCG) y plasma 55. 

 

1.1.3 Tratamiento para la periodontitis 

El tratamiento o terapia periodontal comprende un amplio rango de intervenciones que tienen el 

objetivo de controlar la infección, detener los procesos inflamatorios, minimizar los síntomas y 

reducir el riesgo de pérdida de los dientes. El primer paso en el tratamiento profesional incluye 

disminuir la infección mediante la eliminación de la biopelícula subgingival mediante remoción 

mecánica, controlando los factores de riesgo predisponentes de la periodontitis y mejorando los 

parámetros periodontales, reduciendo la profundidad de la bolsa al sondaje (PPD) aumentando 

el nivel de inserción clínica (CAL). En la inhibición de la biopelícula subgingival se pueden incluir 

agentes químicos coadyuvantes o medicamentos antimicrobianos o antiinflamatorios 

locales/sistémicos 56,57. 

El raspado y alisado radicular (SRP, por sus siglas en inglés) representa el método convencional 

en el tratamiento periodontal no quirúrgico (NSPT, por sus siglas en inglés) que por sí solos 

pueden no ser suficiente para restablecer la salud periodontal en casos de pacientes con 

periodontitis avanzada 56. Por lo tanto, se hace necesario el uso complementario de agentes 

antisépticos como la clorhexidina (CHX), la cual ha demostrado eficacia clínica al mejorar los 

parámetros periodontales PDD y CAL, sin embargo, la CHX induce una disminución del pH salival 

que implica un mayor riesgo de desmineralización dental, inflamación de las glándulas parótidas, 

pigmentación de los tejidos blandos orales y dientes, reacciones de hipersensibilidad tipo 1, 

alteración del gusto y sensación de ardor 58. Entre otras terapias complementarias a la SRP, la 

amoxicilina y el metronidazol han demostrado una fuerte evidencia científica para su uso en la 

práctica clínica diaria 59, sin embargo, pacientes pueden presentar mala respuesta a la NSPT 
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estándar, ya que la terapia no tiene la capacidad de revertir el proceso infeccioso disbiótico a un 

equilibrio homeostático o comensal, probablemente debido a la biopelícula subgingival residual 

en la bolsa periodontal después de la terapia y/o a la invasión tisular por microorganismos 

periodontopatógenos, o por la persistencia de una respuesta inflamatoria crónica no resolutiva a 

pesar del desbridamiento subgingival. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que el uso de 

antibióticos debería ser restringida a pacientes periodontales específicos, con tiempos de uso 

determinados y reducidos, considerando los efectos secundarios sistémicos junto a los efectos 

microbiológicos adversos, como el desarrollo y aumento de la resistencia a los antibióticos 58. 

Vinculado a esto está que el uso de antibióticos no está dirigido a contrarrestar la infección por 

consorcios polimicrobianos bacterianos asociados a levaduras, disminuyendo la probabilidad de 

éxito del tratamiento con antibióticos 60. Todo esto puede dificultar un adecuado tratamiento, 

permitiendo la progresión de la periodontitis.  

 

1.2  Apnea Obstructiva del sueño (AOS) 

La AOS es un trastorno respiratorio del sueño, causada por la interacción de factores genéticos 

con factores obstructivos anatómicos, neuromusculares o inflamatorios que obstruyen la vía 

aérea impidiendo el paso de aire 61. Este trastorno se produce cuando colapsan los tejidos 

blandos alrededor de la vía aérea superior, obstruyendo parcial (hipopnea) o completamente 

(apnea) el flujo de aire a pesar del incremento en el esfuerzo ventilatorio 62. La presencia y 

severidad de AOS se determina mediante un estudio polisomnográfico 63 que determina el Índice 

de Apnea-Hipopnea (IAH: media de eventos de apneas o hipopneas por hora (h) de sueño). La 

gravedad de la AOS se define en función de los siguientes umbrales: IAH < 5: sin AOS; 5< IAH 

<15: AOS leve; 15< IAH <30: AOS moderada; y IAH ≥30: AOS severa 64. 

La AOS es el trastorno respiratorio de sueño más común, 1000 millones de personas lo padecen 

65. En los Estados Unidos y Europa entre el 14% y el 49% de los hombres de mediana edad 

presentan AOS 66. En Colombia, la prevalencia es del 49,6% en personas entre 30 y 65 años; en 

dos estudios realizados en el 2016 y 2017 en las ciudades de Bogotá, Bucaramanga y Santa 

Marta se encontró una prevalencia de trastornos del sueño del 19% en adultos con una frecuencia 

de 14% de somnolencia diurna excesiva 67,68. 

La AOS es un trastorno frecuente y representa un serio problema de salud pública en varios 

países del mundo, debido a que es un factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares 69, 
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Diabetes mellitus 70, Periodontitis 71, Cáncer de pulmón y de seno 72, Enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer 73,74 y Parkinson 75. Esto riesgo podría 

verse relacionado por la fisiopatogenia del trastorno, la cual incluye hipoxia intermitente, 

hipercapnia, estrés oxidativo, fragmentación del sueño, sequedad oral e inflamación sistémica 

62,76–78. 

 

1.2.1 Microbiota oral asociada a AOS 

Los reportes acerca de la microbiota oral en individuos con AOS es limitada. Hasta el momento 

se han reportado ocho estudios, de los cuales tres reportan resultados de población pediátrica 79. 

A pesar que hay diferencias en las metodologías aplicadas para determinar los microorganismos 

presentes en el microbiota oral, todos los reportes sugieren que la AOS y sus condiciones como 

la respiración por la boca y la sequedad oral, serían características que podrían contribuir a las 

diferencias en la ecología microbiana, influyendo en la aparición y/o progresión de enfermedades 

orales, como la caries y la periodontitis. La sequedad oral dada por la respiración por la boca, 

también puede impedir la capacidad de autolimpieza de la mucosa oral y provocar un aumento 

de la colonización bacteriana 80. 

La composición de la comunidad bacteriana difiere significativamente entre individuos que tienen 

AOS y aquellos que no, con la presencia de patógenos periodontales específicos. Los individuos 

con AOS pueden albergar cantidades más altas de patógenos periodontales, particularmente en 

AOS severa, en comparación con los individuos sin AOS o con AOS leve/moderada (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Microorganismos identificados en la microbiota oral de adultos con AOS  

Muestra 
oral 

Número de 
individuos 
con AOS 

Metodología de 
identificación 

Géneros de 
Microorganismos 

Referencia 

Saliva  39 RT-qPCR  Streptococcus 

Fusobacterium 

Tanarella  

N. Nizam et al., 

2016 

Mucosa 

oral 

126 Secuenciación del 

gen 16S rRNA 

Porphyromonas 

Aggregatibacter 

Ko et al., 2019 

Saliva 

 

15 Secuenciación del 

gen 16S rRNA 

Scardovia Jia et al., 2020 

Saliva 27 Secuenciación del 

gen 16S rRNA 

Prevotella 

 

Y. Chen et al., 

2021 



36 

 

 
 

Saliva 27 Secuenciación del 

gen 16S rRNA 

Neisseria  

Rothia  

Actinomyces  

Gemella  

Porphyromonas  

Granulicatella 

Fusobacterium  

Corynebacterium  

Treponema  

X. Chen et al., 

2022 

 

1.2.2 Respuesta inflamatoria en AOS 

La privación del sueño afecta los componentes y la respuesta del sistema inmunitario, generando 

procesos inflamatorios sistémicos con incremento de marcadores inflamatorios, los cuales juegan 

un papel crítico en la fisiopatología de la AOS 85,86. Diferentes estudios han logrado determinar la 

presencia y el aumento de diferentes marcadores inflamatorios en suero, definiendo un perfil 

inflamatorio en los individuos que padecen este trastorno.  

Este perfil inflamatorio se ha caracterizado por la activación del factor transcripcional NF-kappaB 

en monocitos de sangre periférica y activación de la vía RANKL 87. Adicionalmente, se ha 

determinado un aumento de IL-6 e IL-1β debido a la hipoxia, la IL-33 “Alarmina” se libera por el 

daño celular y está asociada a la severidad de AOS, y junto a la IL-1β se relaciona con inflamación 

aguda y crónica 85,86,88. La IL-33 estimula la producción de IL-1β, IL-6 y TNF- en macrófagos e 

IL-5 y IL-8, junto a la producción de ROS en eosinófilos 89. De igual forma, se reporta un 

incremento de la IL-23, que es secretada por macrófagos y células dendríticas y es una citocina 

esencial en el mantenimiento de las células Th17, la secreción de IL-17A y la proliferación de 

células T de memoria 90. La severidad de AOS está asociada al incremento de TNF- y PCR 

(Proteína C Reactiva) (Yi et al., 2022). Incluso se reportó una expresión significativamente mayor 

de IL-1, IL-6 y TGF-β en la mucosa y de quimiocina CCL5 (RANTES) en músculo de las vías 

aéreas superiores de individuos con AOS severa; TGF- β  se detectó en células inflamatorias 

submucosas y peri musculares, mientras que la IL-6 se localizó principalmente en los miocitos 

(Kimoff et al., 2011). 

Se ha sugerido que en los individuos con AOS, el aumento de IL-6 y la reducción de TGF-β 

promueven potencialmente el desequilibrio Th17/Treg. El cambio del equilibrio IL-17/TGFβ hacia 

IL-17 podría favorecer la acumulación de mediadores inflamatorios y, finalmente, amplificar el 
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entorno proinflamatorio en AOS moderada/severa (Reale et al., 2020). Sin embargo, se ha 

determinado un aumento significativo de los niveles séricos de IL-35 e IL-37, asociado con la 

severidad de la AOS. La IL-35 y la IL-37 son citocinas antiinflamatorias, secretadas por linfocitos, 

monocitos y células epiteliales, entre otros; IL-35 puede limitar la proliferación temprana de 

células T, bloqueando el desarrollo de células Th1 y Th17 y la IL-37 regula a la baja la producción 

de citocinas proinflamatorias. Esto implica que ambas citocinas podrían desempeñar un papel 

protector en la AOS al contrarrestar las respuestas inflamatorias (B. Chen et al., 2021). 

Por otro lado, la AOS puede estar asociada con la disminución de la capacidad de los neutrófilos 

para fagocitar microorganismos y producir especies reactivas de oxígeno (ROS), esto relacionado 

con la privación del sueño (Said et al., 2017) y además, también se ha reportado la disminución 

de los niveles de MMP y NE (Elastasa de neutrófilos), enzimas liberadas por neutrófilos en saliva 

y suero de individuos con AOS (Nizam et al., 2015). Sin embargo, la AOS puede estar asociada 

con un mayor potencial proliferativo de las células T NK y CD4 (Said et al., 2017). 

 

1.2.3 Tratamientos para la AOS 

Existen diferentes tratamientos para la AOS y su aplicación depende de la severidad del trastorno 

y características clínicas del paciente. Estos tratamientos incluyen farmacoterapia, tratamientos 

no quirúrgicos como la presión positiva continua en las vías respiratorias (PAP), dispositivos 

orales y procedimientos quirúrgicos. La farmacoterapia que incluye el uso de esteroides y 

antagonistas de los receptores de leucotrienos, es indicada con mayor frecuencia en niños. Sin 

embargo, aún no se ha establecido con claridad la eficacia de estos tratamientos. Las terapias 

tipo PAP están indicadas en ASO moderada y severa, y tienen como función bombear aire bajo 

presión dentro de las vías respiratorias. Incluye tres modos básicos: presión positiva continua en 

las vías respiratorias (CPAP), presión positiva en las vías respiratorias de dos niveles (BPAP) y 

presión positiva en las vías respiratorias con autotitulación (APAP). A pesar de ser considerados 

el tratamiento más efectivo para AOS, el cumplimiento deficiente o la intolerancia de uso limita la 

eficacia del mismo (Chang et al., 2020; Tingting et al., 2018).  

También existen dispositivos orales (dispositivos de retención de la lengua y de avance 

mandibular) que tienen la capacidad de ampliar las vías respiratorias superiores al modificar la 

posición de la lengua y las estructuras anatómicas asociadas. Estos dispositivos son bien 
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tolerados en la mayoría de los pacientes, con mayor cumplimiento en su uso y con resultados 

clínicos satisfactorios similares a las terapias tipo PAP. Se considera la elección predilecta para 

el tratamiento de la AOS leve y moderada, y en casos severos, cuando la terapia con PAP es 

ineficaz (Tingting et al., 2018), sin embargo, la efectividad depende de la duración de su uso 

(Mecenas et al., 2021). 

 

1.3 Relación entre periodontitis y AOS 

La relación causa-efecto entre la periodontitis y la AOS aún es objeto de controversia, no 

obstante, se ha sugerido diversos mecanismos que involucran factores genéticos, inmunológicos 

y microbiológicos, los cuales no han sido totalmente elucidados. Se plantean diferentes hipótesis 

sobre el aumento de la periodontitis en sujetos con AOS, a causa de una predisposición genética 

o por la respuesta inflamatoria compartida en ambas patologías. Igualmente, las características 

fisiopatológicas como la sequedad oral, aumentando el riesgo de infecciones bacterianas y 

fúngicas, disminuye la habilidad del sistema inmune para responder a las infecciones, se altera 

la remodelación ósea estimulada por la hipoxia y se aumentan los niveles de CO2, lo que 

permitiría la colonización de una microbiota disbiótica en la cavidad oral. 

La prevalencia de la periodontitis y la AOS se reporta en diferentes estudios alrededor del mundo. 

En un estudio piloto en Australia, se identificó una asociación entre Periodontitis y AOS, y 

señalaban que la AOS incrementa la presencia y severidad de la periodontitis al favorecer el 

aumento de la inflamación sistémica (Gunaratnam et al., 2009). En un estudio de casos y 

controles en Taiwán, los autores reportaron una diferencia significativa entre los casos 

representados por pacientes con AOS y los individuos controles sin AOS (Keller et al., 2013). Seo 

et al. en 2013 en Corea, realizaron un estudio longitudinal en el cual incluyeron 687 pacientes 

coreanos y reportaron que un 60% de los pacientes diagnosticados con AOS presentaron 

periodontitis (Seo et al., 2013). Sanders et al. demostraron que personas latinoamericanas con 

AOS tienen mayor riesgo de tener periodontitis severa que las personas sin AOS (Sanders et al., 

2015). Además, Cuervo et al. en 2016 describieron la condición periodontal de los pacientes 

colombianos que asistieron a estudio polisomnográfico, determinando que de los 166 pacientes 

evaluados: 71% tenían AOS, de los cuales 58% tenían periodontitis y 37% tenían gingivitis 

(Cuervo et al., 2016). Gamsiz-Isik et al. en 2017 determinaron que existe una mayor prevalencia 

de periodontitis y niveles más altos IL-1β en FCG y Proteína C reactiva (PCR) en suero en 
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pacientes turcos con AOS (Gamsiz-Isik et al., 2017). Un estudio transversal en Los Países Bajos, 

el 21% de 70 pacientes con periodontitis, tuvieron un "alto riesgo" de padecer AOS (Verhelst et 

al., 2022). Un estudio transversal determinó que los pacientes con AOS moderada-severa tenían 

estadios más graves de periodontitis (estadios III y IV) (Stazić et al., 2022).  

Además, se han evaluado biomarcadores séricos y salivales y once bacterias de placa 

subgingival como candidatos putativos en la posible asociación entre AOS y la enfermedad 

periodontal, encontrando un aumento de la severidad de AOS con niveles incrementados de IL-

6 (Nizam et al., 2016) y de IL-33 (Nizam et al., 2014) salivales, con cambios no significativos en 

la composición de las bacterias de la placa subgingival con la presencia en mayor proporción de 

S. oralis en AOS moderada y, F. nucleatum y T. forsythia en AOS severa. Chen et al. determinaron 

que la comunidad microbiana salival de individuos con AOS estaba alterada, en cuanto a riqueza 

de especies y diversidad trans-hábitat, con un incremento de Prevotella spp., un patógeno 

periodontal específico, mostrando una tendencia creciente en individuos con AOS (Y. Chen et al., 

2021). 

Diferentes revisiones sistemáticas y meta-análisis han sugerido diferentes mecanismos probables 

para explicar la asociación entre la periodontitis y la AOS: 1) La hipoxia intermitente puede 

proporcionar las condiciones para el estrés oxidativo y la inflamación sistémica. 2) El secado de 

oral como resultado de la respiración abierta crónica puede impedir su autolimpieza de la mucosa 

oral por el flujo salival, lo que podría conducir a la progresión de la periodontitis. 3) Hay una 

disminución del pH que podría estar estimulando la colonización microbiana y, por ende, la 

formación y la acumulación de la placa dental o biopelícula. 4) La inflamación asociada con la 

AOS junto con las disminuciones intermitentes en la oxigenación pueden influir en la composición 

y la ecología de la microbiota oral, influyendo en el inicio y/o la progresión de la periodontitis. Y 

5) Tanto la periodontitis como la AOS están vinculadas a la inflamación sistémica, lo que puede 

explicar parcialmente la asociación entre estas dos condiciones (Bianchi et al., 2022; Khodadadi 

et al., 2022). 

 

1.4 Biopelículas polimicrobianas  

La formación de las biopelículas polimicrobianas en la cavidad oral tiene cuatro etapas de 

desarrollo: a) Adhesión inicial: en la que los microorganismos se adhieren a una superficie 

(mucosa, dientes, dispositivos orales), a través de adhesinas asociadas a la superficie celular; b) 
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Formación temprana de biopelícula: los microorganismos comienzan a dividirse y producen la 

sustancia polimérica extracelular (EPS), que favorece la adhesión y permite la agregación de más 

microorganismos; c) Maduración de la biopelícula: se desarrollan estructuras tridimensionales, 

favorecidas por la presencia de EPS, la cual proporciona un andamio multifuncional y protector, 

generando microambientes químicos y físicos heterogéneos donde los microorganismos 

coexisten dentro de interacciones polimicrobianas y sociales (competitivas y sinérgicas); y  d) 

Dispersión: los microorganismos abandonan la biopelícula para volver a entrar en la fase 

planctónica y colonizar nuevas superficies (Beitelshees et al., 2018; Koo et al., 2017; C. Martin et 

al., 2015). 

Las biopelículas polimicrobianas no son de fácil remoción o inhibición dadas sus propiedades 

físicas, biológicas complejas, acompañadas de múltiples factores genéticos y moleculares 

microbianos, donde interactúan múltiples especies (bacterias grampositivas y gramnegativas, 

levaduras, anaerobios facultativos o estrictos). Koo et al., destacó las siguientes propiedades de 

las biopelículas: 1) la capacidad de adherencia a una gran variedad de superficies inertes 

(plásticos, metales, cerámicas e híbridos) y superficies bióticas (esmalte dental, huesos, piel, 

mucosas, tejido conectivo y endotelio), utilizando interacciones específicas (adhesinas 

bacterianas-receptores del hospedero) y mecanismos de adhesión no específicos (fuerzas 

hidrofóbicas o electrostáticas). 2) Producción de una matriz de sustancia polimérica extracelular 

(EPS), la cual puede variar en su composición (polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos) según 

las especies microbianas presentes y las condiciones de crecimiento (tipo y abundancia de 

nutrientes, hidrodinámica, temperatura y concentración de oxígeno). Esta matriz extracelular EPS 

proporciona un andamiaje esencial para la estabilidad mecánica, adhesión a las superficies y crea 

microambientes químicos y físicos compartimentados que brindan protección a las células dentro 

de una estructura tridimensional (3D) heterogénea. 3) Poseen viscoelasticidad que permite que 

las biopelículas absorban y disipen energía, en lugar de desprenderse, cuando se exponen a 

fuerzas mecánicas, como el corte hidrodinámico. Por un lado, el componente elástico permite que 

la biopelícula vuelva a su forma durante perturbaciones intermitentes, mientras que el 

componente viscoso permite que las biopelículas fluyan de forma similar a los líquidos cuando se 

mantienen las fuerzas mecánicas. 4) Las biopelículas son heterogéneas, es decir, no uniformes 

en distribución, estructura 3D y fisiología en varias escalas espaciales. Dentro de la biopelícula, 

se desarrollan microambientes heterogéneos que modulan la actividad microbiana, la 

señalización intercelular y el intercambio metabólico, lo que conduce a la organización espacial 
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de los comportamientos celulares y comunitarios, factores importantes para la tolerancia y la 

persistencia (Koo et al., 2017).  

 

1.4.1 Estrategias para la inhibición de biopelículas polimicrobianas  

La compleja estructura de las biopelículas proporciona protección a los microorganismos que la 

conforman contra el sistema inmunitario del hospedero, a través de la activación defectuosa de 

los fagocitos y el sistema del complemento, restringe la penetración de agentes antimicrobianos 

y, por otro lado, aumenta su resistencia contra los antibióticos convencionales alrededor de 1000 

veces. Se ha reportado que dicha resistencia es influenciada por la presencia limitada de oxígeno 

y además, los microorganismos en biopelículas experimentan una mayor tasa de mutación 

comparados con microorganismos planctónicos, lo que resulta en un aumento de 10 veces en la 

eficiencia de la transferencia de plásmidos que tiene un gen de resistencia a los antibióticos (Roy 

et al., 2018). Es así que se establecen algunos factores que afectarían la susceptibilidad de las 

biopelículas a agentes antimicrobianos: 1) baja y lenta penetración de los antimicrobianos a través 

de la intrincada red de canales de la biopelícula; 2) respuestas de estrés activadas como 

consecuencia de la competencia por el espacio y nutrientes, 3) heterogeneidad de la población 

de biopelículas;  y 4) presencia de variantes fenotípicas como resultado de eventos de 

coevolución y evolución adaptativa en una subpoblación de microorganismos persistentes. La 

combinación de todos o algunos de estos factores favorecería la función sobreprotectora de las 

biopelículas (Soria et al., 2019). 

Se plantean diversas estrategias u oportunidades para la intervención terapéutica de las 

infecciones causadas por estas estructuras complejas, teniendo en cuenta las etapas de 

formación de las biopelículas polimicrobianas: a) En la fase inicial, se puede interrumpir la 

formación de las biopelículas al evitar la unión y las interacciones entre los microorganismos, o  

entre los microorganismos y la superficie, también, al inhibir las adhesinas asociadas a la 

superficie celular (apéndices, proteínas y EPS); b) En las primeras etapas del desarrollo de 

biopelículas, se puede inhibir la producción de EPS y la división celular; c) Las biopelículas 

formadas se pueden inhibir mediante la eliminación física, la degradación de la matriz de EPS, 

establecimiento de microambientes dañinos (cambios de pH y/o concentraciones de oxígeno) y 

eliminación de microorganismos latentes; y d) Inducción de la dispersión de la biopelícula por la 

remodelación de la matriz de EPS o la activación del mecanismo de dispersión (Beitelshees et 

al., 2018; Koo et al., 2017).  
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Por lo tanto, teniendo en cuanta las propiedades de las biopelículas y su conformación 

polimicrobiana, se hace necesario encontrar estrategias para dispersar y/o eliminar estas 

estructuras, de tal forma que se pueda prevenir o tratar enfermedades como la periodontitis. 

Diferentes estudios se han enfocado en encontrar y evaluar sustancias antimicrobianas como 

estrategias que tengan la capacidad de controlar o inhibir biopelículas relacionadas con las 

enfermedades orales. Estas estrategias pueden tener más beneficios que aplicar el SRP solo, 

por lo tanto, se acompaña de la administración local de antimicrobianos, antibióticos, clorhexidina 

(CHX), aceites esenciales, el triclosán y el cloruro de cetilpiridino, entre otros.  

La CHX, un antiséptico ampliamente utilizado principalmente en enjuagues orales, es 

considerado el estándar de oro por su eficacia en el control químico de la biopelícula supragingival 

en formación, en comparación de otros agentes anti-biopelícula (dos Santos et al., 2017). La 

administración local de CHX combinada con el raspado y alisado radicular (SRP) mejora el 

resultado del tratamiento periodontal (Del Rei et al., 2021). También se ha demostrado la 

efectividad de un Chip que contiene CHX (PerioChip®), compuesto por una matriz de gelatina 

hidrolizada biodegradable, reticulada con glutaraldehído, contiene glicerina, agua, y 2,5 mg de 

Gluconato de CHX, el cual se usa en combinación con SRP para el tratamiento de local de 

biopelículas subgingivales y mejoría en los parámetros periodontales, pero parece no ofrecer 

ningún beneficio adicional al SRP durante la fase de mantenimiento del tratamiento periodontal 

(Elnagdy et al., 2021). Además, el uso de clorhexidina se asocia con eventos adversos como 

tinción de dientes, restauraciones, aparatos protésicos e incluso la lengua, así como alteraciones 

del gusto, formación de cálculos supragingivales y, posiblemente, inflamación reversible de los 

labios o glándulas parótidas, descamación de la mucosa oral, urticaria, disnea y shock anafiláctico 

(dos Santos et al., 2017). 

Existen otras terapias convencionales comercializadas como Periostat, un tratamiento de 

administración oral de Doxiciclina a bajas dosis, el cual no erradica totalmente la presencia de los 

microorganismos, pero si mejora la severidad de la inflamación en la periodontitis. El Triclosán es 

un potente antibacterial de baja solubilidad, con poca retención en la cavidad oral, y por lo tanto 

no puede administrarse en forma de polvo o gel. Elyzol® es otro tipo de suspensión en gel 

compuesto de metronidazol. Atridox®, un gel antibacteriano compuesto de Doxiciclina de 

aplicación local.  PerioPatch® es un parche tópico de hidrogel está compuesto por una matriz 

polimolecular absorbente a base de extractos de plantas naturales (Sambucus nigra, Echinacea 

purpurea, Centella asiatica). Dentomycin®, es un gel bioabsorbible en jeringa para la 

administración local, compuesto de Clorhidrato de minociclina, antibiótico del grupo de las 
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tetraciclinas (Fernandesa et al., 2018). La mayoría de estos tratamientos están también indicados 

a mejorar la inflamación presente en el tejido gingival, mejorando los parámetros periodontales, 

no obstante, no están dirigidos a la eliminación de microorganismos como las levaduras. 

 

 Sistemas de liberación controlada de fármacos (SLCF) 

Algunos fármacos terapéuticos potencialmente útiles podrían tener una actividad limitada debido 

a sus pobres propiedades biofarmacéuticas. La toxicidad, solubilidad, biodistribución y estabilidad 

son factores que pueden afectar la administración, así como la actividad del fármaco in vivo. La 

estabilidad es importante ya que los agentes inestables pueden tener una farmacocinética 

desfavorable y degradarse antes de expresar su actividad (C. Martin et al., 2015). Es así que se 

han desarrollado herramientas para la administración in situ de agentes antimicrobianos, 

denominadas Sistemas de Liberación Controlada de Fármacos (CDDS- por sus siglas en inglés). 

Estos sistemas tienen la capacidad de encapsular fármacos, mejorar su eficacia y sus 

propiedades biofarmacéuticas, además, pueden adaptarse a diversas vías de administración, 

protegen los fármacos de factores ambientales y proporcionan una liberación controlada y dirigida 

(C. Martin et al., 2015).  Los SLCF tienen la ventaja sobre la terapia sistémica (dosis repetidas 

forzadas durante períodos más prolongados), ya que pueden proporcionar una administración 

continua de fármacos a concentraciones más altas y directamente en el sitio de la infección, con 

una liberación sostenida durante periodos prolongados. Además,  los beneficios de estos 

sistemas incluyen un mejor cumplimiento en su uso por parte del paciente, reducción de efectos 

tóxicos y complicaciones sistémicas, como los efectos secundarios causados por antibióticos 

administrados sistémicamente (Magalhães Dias et al., 2019; Piñon-Segundo et al., 2019).   

Debido al precio relativamente bajo, mayor estabilidad, resistencia mecánica, no toxicidad, 

biocompatibilidad, no inmunogenicidad y biodegradabilidad, las tecnologías de administración de 

fármacos comúnmente utilizadas incluyen el uso de polímeros en diversas formulaciones y 

formas, como nanosistemas (nanofibras, nanocápsulas, nanoesferas, nanopartículas), geles, 

micropartículas, micelas, etc., y han sido aplicadas en el ámbito de la odontología para la 

proporcionar concentraciones adecuadas de fármacos directamente en el sitio de acción 

(bolsa/tejido periodontal). Los principales polímeros utilizados para la preparación de estos 

sistemas se diferencian en tres grupos: a) Polímeros naturales (quitosano, dextrano, alginato y 

otros polisacáridos, ácido hialurónico, gelatina, poli(aminoácidos), entre otros); b) Polímeros 
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sintéticos degradables (poliésteres, resinas poliolefínicas, poliamidas, poliaminas, etc.); y c) 

Polímeros sintéticos no degradables (poliacrilatos, polidimetilsiloxano, etc.) (Chi et al., 2019; 

Piñon-Segundo et al., 2019; Uskokovi & Pej, 2022).  Los polímeros sintéticos Poli (ε-caprolactona) 

(PCL) y Poli (ácido láctico-co-glicólico) (PLGA) son los polímeros de interés de este trabajo, 

debido a sus propiedades para la liberación de fármacos. 

El PCL es un poliéster alifático semicristalino de carácter hidrofóbico, aprobado por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (Food and Drug Administration, 

FDA), biodegradable, no tóxico y de degradación lenta (Garzón et al., 2022). Por sus propiedades 

mecánicas es usado con otros polímeros en copolimerizaciones, potenciado su utilidad (Singhal, 

2020), como el PLGA que está compuesto de dos proporciones diferentes de monómeros de 

ácido láctico y ácido glicólico, es considerado un polímero biodegradable, biocompatible y de muy 

baja toxicidad, muy apropiado para sistemas de liberación en ambientes biológicos. Este polímero 

también está aprobado por la FDA como material compuesto de uso médico. Sin embargo, posee 

malas propiedades mecánicas, las cuales son mejoradas en la copolimerización con PCL. Por lo 

tanto, PCL y PLGA son complementarios en términos de propiedades mecánicas y de 

biodegradabilidad y conducen a obtener biomateriales de liberación controlada de fármacos con 

una mayor eficacia al ser combinados (Gao et al., 2019). La mezcla de PCL con PLGA podría ser 

una buena solución para superar la hidrofobicidad de PCL. PCL-PLGA muestran mayores 

propiedades hidrofílicas (Pawlik et al., 2019).  

Ambos polímeros son utilizados en la realización de nanofibras para el tratamiento de 

enfermedades de la cavidad oral (Y. Wang et al., 2021). Las nanofibras pueden fabricarse 

mediante de la técnica Electrospinning (Electrohilado), la cual forma nanofibras continuas a partir 

de los polímeros en solución mediante la aplicación de un fuerte campo eléctrico. La solución 

polimérica se exprime por una jeringa y las altas fuerzas electrostáticas superan las fuerzas 

cohesivas, lo que da como resultado la formación de hilos poliméricos, con un alargamiento 

continuo bajo un movimiento de batido, evaporación del solvente y la formación de fibras de 

tamaño nanométrico (Stojanov & Berlec, 2020). Las nanofibras están diseñadas para mantener 

los fármacos en la boca y regular su liberación in situ. La fabricación de nanofibras ofrece la 

posibilidad de recargar varios fármacos o sustancias con actividad biológica a la vez, tiene una 

fácil adaptación en los sitios requeridos, tienen propiedades biomecánicas que se pueden 

adecuar a las condiciones de la cavidad oral, pueden ser más específicas y tener una mejor 
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adsorción. Además, su proceso de fabricación es reproducible y de bajo costo (Garzón et al., 

2022). 

Nanofibras de PCL y PCL-gelatina cargadas con metronidazol (antibiótico de amplio uso en el 

tratamiento de la periodontitis) tuvieron un efecto antibacteriano in vitro sobre F. nucleatum, 

siendo la PCL-gelatina más adecuada en la liberación del fármaco por más tiempo, con una 

liberación sostenida de hasta tres semana, controlada por la difusión y degradación de la gelatina 

(Zamani et al., 2010). En otro estudio se evaluó la capacidad la actividad antimicrobiana de 

nanofibras de PCL cargadas con Tetraciclina (antibiótico bacteriostático de amplio espectro para 

el tratamiento de la periodontitis) con Óxido de Zinc (ZnO). Dichas nanofibras liberaron la 

tetraciclina de manera sostenida hasta por 5 días, con baja toxicidad sobre fibroblastos y con 

actividad antimicrobiana contra el cultivo mixto de cuatro bacterias Gram-negativas anaerobias 

asociadas a periodontitis (Magalhães Dias et al., 2019). Es así que las nanofibras son una opción 

simple y promisoria para adaptar sustancias con actividad antimicrobiana en el tratamiento de la 

periodontitis. 

 

1.4.2 Sustancias antimicrobianas 
 

 Anfotericina B (AMB) 

Actualmente, se emplean tres grupos de anfifúngicos para el tratamiento de infecciones por 

Candida spp.: a) Azoles (Fluconazol, Miconazol y Clotrimazol), b) Equinocandinas (caspofungina, 

micafungina y anidulafungina) y c) Polienos (Anfotericina B – AMB y Nistatina) (Millsop & Fazel, 

2016; Quindós et al., 2019). La AMB se ha destacado por ser un antifúngico fungicida con amplio 

espectro de acción contra hongos causantes de micosis sistémicas y  generalmente su 

administración es por vía parenteral (Hamill, 2013) (Figura 3). Sin embargo, también es usada 

como terapia tópico de candidiasis orales, administrada en forma de crema, ungüento o loción 

por 14 días a 100mg/mL (Millsop & Fazel, 2016). Tiene como mecanismo de acción unirse al 

ergosterol de la membrana celular, provocando alteraciones de la permeabilidad con pérdida del 

contenido citoplasmático y lisis celular. Se ha reportado actividad antifúngica in vitro contra la 

mayoría de las especies de Candida asociadas a infecciones orales, como C. albicans, C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei y C. dubliniensis (Quindós et al., 2019). 
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Figura 3. Estructura de la Anfotericina B (Formula: C47H73NO17).  

Tomado de https://go.drugbank.com/                                               

 

Teniendo en cuenta la presencia Candida spp. en biopelículas polimicrobianas en pacientes con 

periodontitis, se plantea el uso de antifúngicos para inhibir la formación de dichas biopelículas. 

Estudios in vitro han determinado la susceptibilidad de diferentes especies de Candida obtenidas 

de muestras de lengua y placa subgingival de pacientes con periodontitis, hacia antifúngicos 

como AMB, fluconazol e itraconazol. C. albicans fue la especie más frecuente encontrada en 

ambas muestras y se observó una frecuencia baja de susceptibilidad al fluconazol e itraconazol, 

sin embargo, todos los aislamientos de ambos sitios fueron susceptibles a la AMB, demostrando 

la efectividad de este antifúngico sobre las levaduras relacionadas a la periodontitis (Radunovic 

et al., 2022). Aunado a esto, otros estudios han reportado la eficacia de AMB sobre a biopelículas 

formadas por C. albicans; un estudio demostró la actividad antifúngica de AMB con una CMIB50 

de <1 µg/mL sobre biopelículas de 24 horas de maduración y con una CMBI80 >6 µg/mL, 

independientemente del tiempo de maduración de la biopelícula (Valentín et al., 2007). También 

se reportó que las formulaciones lipídicas de AMB (CMI: 0.25 µg/mL de AMB liposomal y complejo 

lipídico AMB - ABLC) mostraron actividad contra biopelículas de Candida spp. (Kuhn et al., 2002).  

Usando otras alternativas de administración, un estudio incorporó AMB y Clotrimazol en 

polimetilmetacrilato (PMMA), material base para la realización de prótesis dentales y 

determinaron el efecto inhibidor de ambos fármacos sobre la biopelícula producida por C. 

albicans, siendo más efectiva la AMB a bajas concentraciones (1, 5, 10 µg/mL) (AL-Janabi & 

Abdulkareem, 2018). Igualmente, nanofibras “core-shell” de núcleo de alcohol polivinílico, 

quitosano y AMB con cubierta de óxido de polietileno y gelatina mostraron mediante el ensayo de 

antibiograma una actividad antifúngica significativa contra diferentes especies de Candida, con 

zonas de inhibición de 14-26 mm y liberación del fármaco dentro de las 11 h con liberaciones 
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acumuladas finales del 71-78 %, sugiriendo que pueden actuar como un dispositivo de 

administración de fármacos adecuado para tratar infecciones fúngicas (Asgari et al., 2021). 

 Péptidos antimicrobianos: Lactoferricina B 

El desarrollo de péptidos antimicrobianos ha tomado gran importancia en la generación de nuevas 

estrategias terapéuticas con el fin de combatir enfermedades infecciosas, dado principalmente al 

aumento de la resistencia microbiana a los antibióticos (H. Y. Wang et al., 2015). Los péptidos 

antimicrobianos (PAM) son componentes clave del sistema inmune innato de varios organismos, 

incluidos los humanos (Bechinger & Gorr, 2017) y colectivamente, estos tienen funciones 

biológicas que incluyen actividades inmunomoduladoras, antimicrobianas directas 

(antibacteriana, antifúngica, antiviral, etc.) y anti-biopelícula, según su estructura y parámetros 

biofísicos (Yang et al., 2019). Es así que estos péptidos y sus derivados sintéticos se han 

propuesto como enfoques alternativos en el tratamiento de diferentes infecciones (Torres et al., 

2019) y han mostrado un efecto sinérgico con antibióticos clásicos neutralizando endotoxinas 

bacterianas. Además, es reconocido la capacidad de los AMP de actuar en diferentes etapas de 

la formación de biopelículas y con diferentes mecanismos de acción, como la regulación a la baja 

de moléculas del quorum-sensing (QS), eliminación de biopelículas preformadas, inhibición de la 

formación de biopelículas e inhibición de la adhesión (Chung & Khanum, 2017; Z. Wang et al., 

2017). Se han descrito tres mecanismos de acción de los péptidos antimicrobianos: 1) Formación 

de un canal o poro acuoso en la membrana lipídica, favoreciendo el adelgazamiento de la 

membrana y la salida de componentes intracelulares de las bacterias; 2) Micelación o disolución 

de la membrana y 3) Traslocación a través de la membrana (Castañeda-casimiro et al., 2009; 

Torres et al., 2019; H. Y. Wang et al., 2015). 

La síntesis química de derivados de péptidos antimicrobianos permite diseñar y obtener péptidos 

terapéuticos, seguros, con una secuencia determinada de aminoácidos, de obtención rápida y 

con una alta pureza (Vargas Casanova et al., 2019). Sin embargo, la actividad antibacteriana de 

los PAMs es susceptible a condiciones fisiológicas corporales, como las altas concentraciones 

de sal presentes en la saliva, suero y otros fluidos corporales, que interrumpen la interacción entre 

los PAMs y las bacterias (H. Y. Wang et al., 2015). Adicionalmente, los PAMs también pueden 

volverse ineficaces debido a diferentes mecanismos de defensa de las bacterias como son: 1) la 

acción proteolítica de enzimas secretadas, ejemplo de ello son las gingipainas producidas por 

Porphyromonas gingivalis, bacteria periodontopatógena;  2) La modificación de la carga 

superficial de la membrana externa o la pared celular de las bacterias, limitando la adhesión de 
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los PAMs; 3) Aquellos PAMs que actúan intracelularmente son susceptibles al flujo de salida 

activo, similar al mecanismo utilizado para resistir los antibióticos tradicionales;  4) La acción de 

los PAMs también puede verse afectada por la presencia de una matriz polimérica producida por 

las bacterias, limitando el acceso de los PAMs a la superficie celular bacteriana, ya sea por 

repulsión electrostática o por atrapamiento los péptidos; y 5) Se plantea la hipótesis de una 

posible resistencia cruzada de las bacterias a los péptidos endógenos de defensa del hospedero, 

después de la exposición de PAMs terapéuticos, sin embargo, esta resistencia a los PAMs se 

desarrolla en bajas frecuencias (Bechinger & Gorr, 2017). Por consiguiente, se hace necesario 

utilizar tecnologías de administración (SLCF) que permitan mejorar y proteger la actividad 

biológica de este tipo de moléculas.  

Además, se debe tener claro el perfil de seguridad de los posibles PAMs terapéuticos, siendo 

necesario evaluar su potencial citotóxico sobre las células del hospedero. De tal forma que se 

hace necesario diseñar estrategias que permitan la obtención de PAMs sintéticos con una 

significativa acción antimicrobiana, sin repercutir en el hospedero, como la inclusión de 

aminoácidos no naturales, conjugación con azúcares, lípidos y proteínas, y síntesis de péptidos 

polivalentes (dímeros, tetrámeros, etc.) (Vargas Casanova et al., 2019).  

Existen diferentes tipos de PAMs, uno de ellos agrupa a los péptidos aniónicos y catiónicos 

derivados de proteínas con actividad antibacteriana, como la Lactoferricina (Lfcin) producto de la 

Lactoferrina (LF), que es una glicoproteína de unión a hierro de ~ 80 kDa. Se encuentra 

predominantemente en los fluidos secretados de mamíferos como leche, lágrimas, saliva, fluido 

crevicular gingival, moco bronquial y plasma seminal, y se almacena en los gránulos secundarios 

de leucocitos polimorfonucleares (PMN) (Gifford et al., 2005). Se ha reportado que LF suprime la 

adhesión y agregación de Streptococcus gordonii por secuestro de hierro, conduciendo a la 

inhibición del desarrollo de biopelículas orales (Arslan et al., 2009). Biopelículas formadas por 

Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia también fueron inhibidas a concentraciones 

bajas de LF (0.5-8 mg/mL) (Wakabayashi et al., 2009). Los péptidos derivados de LF como la 

Lfcin y la lactoferrampina (LFampin), fueron usados para construir un péptido heterodimérico 

(LFchimera), uniendo los péptidos LFcin17–30 y LFampin265–284 con una orientación estructural 

similar a la molécula nativa. Se demostró que LFchimera (50 µM) es capaz de inhibir la formación 

de biopelículas subgingivales multiespecies in vitro y reduce la viabilidad de bacterias en las 

biopelículas mejor que CHX y el clorhidrato de minociclina (MH) (Ruangcharoen et al., 2017). 
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La Lactoferricina (Lfcin) es un péptido cuya secuencia se encuentra localizada en la región N-

terminal de la LF, se origina por hidrólisis enzimática, tiene una carga neta de +8 dada por la 

presencia de residuos de Arginina y Lysina, características anfipáticas, y posee una potente 

actividad antimicrobiana (Hao et al., 2018).  Dentro de este grupo de Lfcinas, se encuentra la 

Lfcina B o Lactoferricina Bovina (LfcinB: 17FKCRRWQWRMKKLGAP-SITC-VRRAF41) compuesta 

por 25 aminoácidos, posee actividad antibacteriana, antifúngica, antiparasitaria, antiviral y 

antitumoral, atribuida al motivo mínimo RRWQWR presente en su estructura (Gifford et al., 2005; 

Vargas Casanova, 2018; Vargas Casanova et al., 2017, 2019) (Figura 4). 

Figura 4. Estructura de la Lactoferricina B (LfcinB).  

Adaptado de Vargas Casanova, 2018. 

 

Las propiedades antimicrobianas, antifúngicas, antitumorales y antivirales de los 25 residuos en 

LfcinB se han asociado con la porción rica en Triptofano/Arginina del péptido, mientras que las 

propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras se han relacionado con una región cargada 

positivamente de la molécula. Se ha sugerido que esta región, similar a las alfa y beta-defensinas, 

puede actuar como una quimiocina y también, se ha sugerido las Lfcinas pueden translocarse   

espontáneamente a través de la membrana celular bacteriana de manera similar a los péptidos 

ricos en Arginina  (Zarzosa-Moreno et al., 2020). Al respecto, se ha demostrado una significante 

actividad antibacteriana de las secuencias dimérica de LfcinB (20–25)2: (RRWQWR)2K-Ahx, 

tetramérica de LfcinB (20–25)4: (RRWQWR)4K2-Ahx2-C2, y palindrómica de LfcinB (21–25)Pal: 

RWQWRWQWR a CMIs de 5 a 135 µM, sobre bacterias Gram-positivas (Enterococcus faecalis 

y Staphylococcus aureus) y Gram-negativas (Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa) 

(Vargas Casanova et al., 2019). Incluso se reportó la actividad fungistática y fungicida contra 
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Candida spp. de la secuencia LfcinB (21–25)Pal, que además combinada con fluconazol exhibió 

un efecto antifúngico sinérgico contra C. tropicalis y C. krusei (Vargas-Casanova et al., 2020). 

Aunado a esto, se determinó la actividad antibacteriana de nanofibras realizadas con LfcinB (21–

25)Pal y Pullulan (polisacárido formado por unidades de maltotriosa) contra E. coli, con una 

liberación instantánea de la LfcinB. Estas nanofibras se obtuvieron mediante Electrospinning, sin 

afectar la integridad del péptido (Román et al., 2019).  

 

 Óxido de Zinc (ZnO) 

Entre los óxidos metálicos de tamaño nanométrico, el ZnO se destaca debido a sus propiedades, 

como una alta relación área superficial/volumen, material rentable y estabilidad ambiental 

prolongada, además de ser usado ampliamente por sus actividades biológicas, como una 

sustancia antimicrobiana, antifúngica, antitumoral, antidiabética, etc. El ZnO muestra un alto 

rango de absorción óptica en UVA (400 nm-315nm) y región UVB (315nm-280 nm) que mejora 

su propiedad antibacteriana (Mahamuni-Badiger et al., 2020). Es considerado bacteriostático y 

su actividad antibacteriana se atribuye a tres mecanismos de acción: a) Tiene la capacidad de 

generar especies reactivas de oxígeno (ROS) en su superficie; b) Genera ruptura de la membrana 

celular después del contacto e interactúa con el contenido intracelular; c) Acción antimicrobiana 

por liberación de iones Zn2+ a partir de ZnO en medio acuoso. Las bacterias Gram-positivas son 

menos sensibles al daño debido a los iones Zn+2, debido a que el atrapamiento de estos iones en 

la capa gruesa de peptidoglucano con carga negativa causa menos toxicidad que la de las 

bacterias Gram-negativas, que tiene una capa más delgada de peptidoglucano, y por lo tanto, 

menor resistencia a la internalización de nanopartículas de ZnO (Magalhães Dias et al., 2019; 

Mahamuni-Badiger et al., 2020). 

Se ha demostrado específicamente que el ZnO tiene la capacidad de eliminar microorganismos 

de la cavidad oral asociados a caries, incluso, las nanopartículas de ZnO son más eficaces contra 

las bacterias gramnegativas y grampositivas, que las partículas de mayor tamaño (Sevinç & 

Hanley, 2010). Concentraciones de ZnO entre 0.25 - 2.5 mg/mL logra inhibir el crecimiento de 

bacterias implicadas en infecciones orales, incluyendo A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, 

P. intermedia y F. nucleatum (Allaker, 2012). Además, la incorporación de nanopartículas de ZnO 

en Poli-Metilmetacrilato (PMMA) mostró actividad antifúngica contra biopelículas de 24 a 48 horas 

formadas por C. albicans, mediante el estrés oxidativo de las células (Cierech et al., 2016). 
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Otros estudios han logrado demostrar la actividad antimicrobiana del ZnO a partir del uso de 

materiales odontológicos como resinas o selladores. Las nanopartículas de ZnO logran reducir el 

crecimiento de biopelículas de S. sobrinus o la acumulación de placa a concentraciones no 

menores de 10 % p/p en una formulación a base de resina, en un periodo de 3 días. Además, se 

logró determinar que la incorporación de nanopartículas de quitosano y nanopartículas de ZnO 

en un sellador de conductos radiculares mejora las propiedades antibacterianas (Piñon-Segundo 

et al., 2019). Incluso se ha incorporado nanopartículas de ZnO en nanofibras de PCL y PCL/Gel, 

las cuales mostraron actividad antimicrobiana contra cepas de referencia de P. gingivalis y F. 

nucleatum, con una citocompatibilidad satisfactoria, es decir, baja actividad citotóxica sobre 

células madre de pulpa dental humana (Münchow et al., 2015). Resultados similares se 

reportaron de membranas tipo regeneración tisular guiada (Guided Tissue Regeneration - GTR) 

realizadas con PCL y nanopartículas de ZnO mediante Electrospinning. La incorporación de 

nanopartículas de ZnO al 0,5 % (p/v) proporcionó efectos antibacterianos contra P. gingivalis 

ATCC 33277, al tiempo que apoyaba la viabilidad y la osteodiferenciación de las células madre 

del ligamento periodontal, sin afectar negativamente su característica de biocompatibilidad, 

convirtiendo la membrana en un candidato prometedor para regular el entorno inflamatorio y 

promover la formación ósea en la regeneración periodontal (Nasajpour et al., 2018). En este 

mismo contexto las nanofibras de PCL incorporadas con nanopartículas de tetraciclina con y sin 

ZnO, mencionadas anteriormente, mostraron una liberación controlada y sostenida del antibiótico 

en presencia de ZnO con una taza de liberación de 3.7 µg/mL de 1 a 4 horas, niveles más altos 

que los obtenidos mediante la administración sistémica del antibiótico (Magalhães Dias et al., 

2019).  
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1.5 Planteamiento del problema 

La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria crónica multifactorial que afecta al 

73% de la población colombiana (Ministerio de Salud y Protección Social & MINSALUD, 2014), 

al 91.7% de la población en Brasil (Palma & Leite, 2014) y aproximadamente el 50% de la 

población adulta en el mundo (Genco & Sanz, 2020). La tasa de prevalencia estandarizada por 

edad global aumentó en un 8.4% de 1990 a 2019 (M. X. Chen et al., 2021). Esta enfermedad es 

causada por la presencia y diferencias en la abundancia de las comunidades microbianas 

patógenas, denominadas microbiota disbiótica, organizadas en biopelículas estratificadas 

(Haffajee et al., 2008) que provocan una respuesta inflamatoria crónica del tejido periodontal, que 

resulta en la formación de bolsas periodontales, pérdida progresiva de inserción periodontal con 

destrucción de los tejidos blandos y duros de soporte periodontal, y posterior perdida de los 

dientes (Hajishengallis & Korostoff, 2017). La formación de biopelículas en la periodontitis está 

asociada principalmente a bacterias periodontopatógenas (Colombo & Tanner, 2019), no 

obstante, en los últimos años se han reportado casos, con presencia de levaduras del género 

Candida spp., cumpliendo un papel importante en la progresión de esta enfermedad (Canabarro 

et al., 2013). El estímulo microbiano en los tejidos periodontales desencadena una respuesta 

inflamatoria inicialmente local, que puede volverse crónica y generar una respuesta inflamatoria 

sistémica, que se considera un factor de riesgo para patologías como la Enfermedad 

Cardiovascular, Diabetes Mellitus, Artritis, Osteoporosis y Apnea Obstructiva del Sueño (AOS) 

(Latorre et al., 2018). La AOS es un trastorno respiratorio del sueño que obstruyen la vía aérea 

impidiendo el paso de aire (Ralls & Grigg-Damberger, 2012). Representa un serio problema de 

salud pública en varios países del mundo, debido a que también es un factor de riesgo para 

Enfermedades Cardiovasculares, Mentales y Síndromes metabólicos (Otero et al., 2016). 

La relación entre AOS y la periodontitis aún no se ha dilucidado completamente, el mecanismo 

fisiopatológico, causa-efecto aún no está claro. Se necesitan más estudios  donde tengan en 

cuenta una clasificación precisa de los individuos con AOS y además, hagan uso de un método 

estandarizado para el diagnóstico de la periodontitis, de acuerdo con el nuevo sistema de 

clasificación y estadificación de la periodontitis (Lembo et al., 2021). Sin embargo, se han 

sugerido diversos mecanismos que involucran factores genéticos, inmunológicos y 

microbiológicos (T. S. Al-Jewair et al., 2015). Se plantea que la inflamación sistémica puede ser 

el vínculo de asociación entre la periodontitis y AOS, la sequedad oral presente en los pacientes 

con AOS aumenta el riesgo de infecciones bacterianas y fúngicas, disminuye la habilidad del 
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sistema inmune para responder a las infecciones, altera la remodelación ósea estimulada por la 

hipoxia y aumentan los niveles de CO2, lo que permitiría la colonización y modulación de la 

microbiota disbiótica polimicrobiana (Nizam et al., 2016).  

Los cambios ambientales de la cavidad oral a causa de la AOS, permitirían cambios en la 

presencia y abundancia de diferentes microorganismos, no solo bacterianos sino también 

levaduriformes (Janus et al., 2017; Vieira Colombo et al., 2016). Estos microorganismos tienen la 

capacidad de formar biopelículas polimicrobianas en el surco gingival, donde la presencia de 

Candida spp., podría cumplir un papel importante en la progresión de la periodontitis, por su 

capacidad de colonizar tejido gingival en mayor proporción (Arumugam, 2015; Canabarro et al., 

2013; Tamai et al., 2011). Además, dado que la presencia e incremento de marcadores 

inflamatorios sistémicos como las citocinas proinflamatorias pueden ser el vínculo de asociación 

entre la periodontitis y la AOS , puesto que activan al osteoclasto para favorecer la reabsorción 

ósea local en la enfermedad periodontal, es así que también se hace importante ampliar el 

conocimiento sobre la relación de los procesos inflamatorios de ambas patologías a nivel local en 

saliva y fluido crevicular, y su relación con la microbiota disbiótica presente.  

Todos estos factores pueden considerarse un riesgo significativo en la persistencia de 

infecciones, teniendo en cuenta que la  principal medida terapéutica para el tratamiento de la 

periodontitis, es el uso de regímenes empíricos de antibióticos de amplio espectro, dirigidos solo 

a una o dos especies bacterianas (H. Y. Wang et al., 2015), y el uso de protocolos agresivos de 

desbridamiento o raspaje mecánico del tejido infectado (Graziani et al., 2017), los cuales no están 

dirigidos a contrarrestar la infección con presencia de hongos levaduriformes (Feres et al., 2015).  

Por lo tanto, se deben plantear nuevas estrategias terapéuticas, las cuales tengan en cuenta la 

presencia de levaduras y bacterias con el fin de inhibir o eliminar las biopelículas polimicrobianas 

disbióticas relacionadas a la periodontitis asociada a AOS. Dichas biopelículas plantean un 

desafío adicional, debido a que requieren antimicrobianos que sean efectivos contra todos los 

microorganismos patógenos presentes en la biopelícula, incluso sobre la matriz de polímeros 

extracelulares (EPS),  la cual le confiere mayor complejidad, por su poca permeabilidad a 

sustancias antimicrobianas (Koo et al., 2017). Debido a esto se considera el uso de antifúngicos 

como la Anfotericina B, usada frecuentemente para micosis sistémicas, ya que presenta un 

amplio espectro de acción, y ha demostrado ser eficaz frente a biopelículas formadas por C. 

albicans (Fernández-Rivero et al., 2017), junto al uso de un péptido antimicrobiano como la 

Lactoferricina Bovina (LfcinB) que en su secuencia contiene un motivo mínimo (RRWQWR) con 
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actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, e incluso posee 

actividad antifúngica (Vargas-Casanova et al., 2020; Vargas Casanova et al., 2019). Esto unido 

a la implementación de tecnologías para el desarrollo de sistemas de liberación controlada de 

fármacos que permitan mejorar la biodisponibilidad y retención de los agentes antimicrobianos 

en las superficies orales y dentro de las biopelículas. Dentro de los sistemas de liberación que 

han mostrado ser seguros y eficaces se encuentran las nanofibras capaces de almacenar y liberar 

de manera constante y prolongada sustancias antimicrobianas sobre las biopelículas.  

Es así, que este tipo de estructuras pueden ser consideradas como una herramienta eficaz para 

la administración in situ de agentes antimicrobianos, que permitan inhibir la formación de 

estructuras complejas de difícil penetración como las biopelículas polimicrobianas causantes de 

enfermedades como la periodontitis asociada a AOS. Por todo lo anterior, esta tesis doctoral 

pretendió determinar el perfil microbiano e inmunológico presente en individuos con periodontitis 

y AOS, con el fin de establecer un modelo de biopelícula polimicrobiano in vitro relacionado a 

ambas condiciones y determinar la actividad antimicrobiana y anti-biopelícula de nanofibras 

incorporadas con Anfotericina B, un péptido antimicrobiano palindrómico de Lactoferricina B (Lfcin 

B (21-25)pal) y Óxido de Zinc (ZnO), como una herramienta eficaz para el tratamiento local de la 

periodontitis, desencadenada por trastornos como la AOS. 
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿Cuál es la acción antimicrobiana de nanofibras cargadas con Anfotericina B (AMB), péptido 

palindrómico de Lactoferricina B (LfcinB (21-25)pal) y Óxido de Zinc (ZnO) sobre la formación de 

biopelículas polimicrobianas in vitro relacionadas con Periodontitis y Apnea Obstructiva del 

Sueño? 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo general 

Evaluar un sistema de liberación controlada de fármacos, nanofibras cargadas con Anfotericina 

B (AMB), un péptido antimicrobiano palindrómico de Lactoferricina B (LfcinB (21-25)pal) y Óxido 

de Zinc (ZnO) para inhibir la formación de biopelículas polimicrobianas in vitro relacionadas con 

Periodontitis asociada a Apnea Obstructiva del Sueño. 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Identificar los microorganismos cultivables en saliva, placa subgingival y FCG y 

cuantificar las citocinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-17, IL-33 y TNF-α) en 

saliva y FCG en individuos con Periodontitis y AOS. 

2. Establecer un modelo de biopelícula polimicrobiana in vitro con microorganismos 

identificados en las muestras orales de individuos con Periodontitis y AOS. 

3. Establecer la actividad biológica in vitro (anti-biopelícula y citotóxica) de las 

nanofibras cargadas con AMB/LfcinB (21-25)pal/ZnO.  

4. Determinar las características fisicoquímicas de nanofibras cargadas con 

AMB/LfcinB (21-25)pal/ZnO con actividad anti-biopelícula. 

5. Realizar una prospección tecnológica del uso de las nanofibras cargadas con 

AMB/LfcinB (21-25)pal/ZnO con actividad anti-biopelícula. 

Los objetivos específicos se desarrollaron en tres fases presentadas en cuatro capítulos: 

Fase 1 (Capítulo 1 y 2): Objetivo 1. 

Fase 2 (Capitulo 3): Objetivos 2, 3 y 4. 

Fase 3 (Capítulo 4): Objetivo 5. 
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4. DESARROLLO 

4.1 Capítulo 1.  

4.1.1 Descripción artículos 1 y 2:  

Artículo 1: Los pacientes con apnea obstructiva del sueño pueden favorecer los factores 

predisponentes de periodontitis por la presencia de P. melaninogenica y C. albicans, 

aumentando la severidad de la enfermedad periodontal 

Con el fin de comprender la relación microbiológica entre la periodontitis y la AOS, se propuso 

analizar la microbiota oral cultivable de individuos con AOS y su asociación con la condición 

periodontal. Adicionalmente, se propuso obtener los microorganismos más frecuentes y con 

mayor asociación a ambas patologías, para realizar un banco de trabajo para el establecimiento 

de biopelículas polimicrobianas in vitro. La identificación de los microorganismos se realizó por 

espectrometría de masas MALDI-TOF-MS, a partir de muestras de saliva, placa subgingival y 

surco gingival de 93 individuos clasificados en cuatro grupos según el diagnóstico clínico: Grupo 

1 (H) (25 individuos sanos), Grupo 2 (P) (17 individuos con periodontitis), Grupo 3 (OSA) (19 

individuos con AOS) y Grupo 4 (P-OSA) (32 individuos con periodontitis y con AOS). Este es el 

primer reporte con respecto a la caracterización de la microbiota oral de individuos con 

periodontitis asociada a AOS mediante el uso de MALDI-TOF-MS como herramienta de 

identificación rápida de los microorganismos presentes en muestras de cavidad oral; saliva, placa 

subgingival y surco gingival, para evaluar las diferencias en la microbiota oral de sujetos con y 

sin periodontitis y con y sin Apnea Obstructiva del Sueño.  

A partir del análisis de los datos demográficos, historia clínica y parámetros periodontales de los 

individuos, se evidenció que existe un efecto del estadio de la periodontitis en presencia de la 

AOS, siendo la Periodontitis Estadio III, la de mayor presencia en pacientes con AOS severa, con 

más casos en hombres.  Se cuantificó la abundancia  relativa de los microorganismos según la 

clasificación por categorías basadas en los complejos microbianos establecidos por Socransky 

(S. S. Socransky et al., 1998), adicionando tres categorías que incluyeron Candida spp., 

Lactobacillus spp. y Otros microorganismos.  

La microbiota oral cultivable se alteró en pacientes con periodontitis y con AOS (Grupo 4 P-OSA), 

en términos de diversidad y aumento de microorganismos como bacterias periodontopatógenas 

y Candida spp., siendo Candida albicans la especie más prevalente. A su vez, la mayor 
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distribución de los complejos y categorías se encontró en las muestras orales de estos mismos 

individuos. Es así que se determinó un conjunto de 24 microorganismos más frecuentes, con una 

presencia de más del 10% de los individuos evaluados y se distribuyeron de la siguiente manera: 

• Complejo amarillo: S. anginosus, S. cristatus, S. gordonii, S. mitis, S. oralis, S. 

parasanguinis, S. pneumoniae, S. salivarius y S. sanguinis. 

• Complejo azul: A. georgiae, A. naeslundii, A. odontolyticus y A. oris. 

• Complejo púrpura: V. parvula. 

• Complejo verde: C. ochracea. 

• Complejo naranja: F. nucleatum, P. micra y P. melaninogenica. 

• Candida spp.: C. albicans. 

• Lactobacillus spp.: L. paracasei. 

• Otros microorganismos: B. dentium, C. granulosum y S. epidermidis. 

Mediante un análisis de Escalamiento Multidimensional (MDS) establecido de acuerdo a la 

disimilaridad (matrices de distancia euclídea), este conjunto de microorganismos se agrupó en 

seis clusters, sobresaliendo el cluster conformado por A. georgiae, P. melaninogenica y C. 

albicans, quienes definieron positivamente las dimensiones 1 y 2. Caso contrario de C. ochracea, 

la cual definió la dimensión 3 con una modulación negativa. 

La presencia de las dos patologías se asoció con los microorganismos del complejo naranja y 

rojo, junto a Candida spp., los cuales se correlacionaron positivamente con el porcentaje de 

biopelícula en los individuos con ambas patologías. La presencia de estos microorganismos 

podría explicar la alta prevalencia de casos de periodontitis en estadio III en pacientes con AOS 

severa. Por consiguiente, nuestro estudio propone una nueva hipótesis: en presencia de ambas 

enfermedades (P-OSA), los microorganismos oportunistas como Candida spp., pueden tener un 

comportamiento que permita la colonización de bacterias periodontopatógenas, teniendo en 

cuenta que se ha demostrado a través de estudios in vitro, que C. albicans modula el 

microambiente, provocando condiciones anóxicas, favoreciendo el crecimiento de bacterias 

estrictamente anaerobias y promoviendo sinérgicamente la formación de biopelículas disbióticas. 

Así pues, basados en estos resultados se propone establecer la formación de biopelículas 

polimicrobianas in vitro, conformadas por un conjunto de microorganismos seleccionados a partir 

de los 24 microorganismos analizados, para evaluar la actividad antimicrobiana de las nanofibras. 

Se eligieron un total de diez microorganismos, los cuales se lograron aislar y purificar de las 
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muestras de cavidad oral: S. salivarius, S. gordonii, A. odontolyticus, V. parvula, F. nucleatum, P. 

melaninogenica, C. albicans, L. paracasei y C. granulosum. P. gingivalis también fue incluida 

teniendo en cuenta su rol como bacteria periodontopatógena. 

 

Artículo 2: Microbiota oral críptica: ¿Cuál es su papel como patógenos periodontales 

relacionados con la AOS? 

 

Teniendo en cuenta que la periodontitis se ha relacionado comúnmente con bacterias 

categorizadas en los complejos microbianos de Socransky, se consideró que existe una falta de 

conocimiento sobre "otros microorganismos", que rara vez se consideran patógenos orales 

significativos y no están previamente categorizados, ni conectados a enfermedades en la cavidad 

oral. Estos microorganismos fueron identificados en las muestras orales de los individuos 

evaluados y fueron denominados como “microorganismos crípticos”. 

Por tal motivo, este estudio planteó la hipótesis de que estos microorganismos crípticos podrían 

contribuir a la modulación de la microbiota oral presente en la salud o la enfermedad (pacientes 

con periodontitis y/o AOS). Para ello, se identificó la presencia y la correlación entre estos 

microorganismos orales crípticos cultivables y se determinó su posible papel en ambas 

condiciones. Se registraron datos demográficos, características clínicas orales, géneros y 

especies de microorganismos orales crípticos cultivables, identificados por MALDI-TOF. Se 

analizaron los datos de 75 participantes a quienes se les identificaron microorganismos crípticos, 

determinando las frecuencias relativas del género y la especie, se realizaron grupos microbianos 

y pruebas de correlaciones.  

De acuerdo con la condición periodontal, se encontró que la Gingivitis inducida por biopelícula en 

periodonto reducido y la Periodontitis estadio III tienen la mayor diversidad de especies de 

microorganismos crípticos. Con base en la condición experimental estos hallazgos mostraron que 

existen géneros relacionados con condiciones de enfermedad y otros relacionados con 

condiciones de salud, destacándose especies que podrían estar relacionadas con diferentes 

enfermedades crónicas, como comorbilidades compartidas entre periodontitis y AOS. Mientras 

que Gemella spp. se asoció a condiciones de salud, Cutibacteria spp., Propionibacterium spp. y 

Bifidobacterium spp. estaban asociados a perfiles de enfermedad. El género Staphylococcus spp. 

fue prevalente en individuos con y sin periodontitis y con y sin ASO, no obstante, su presencia 

fue variable y posiblemente dependiente de la presencia de otros microorganismos. Se descubrió 
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que el perfil de enfermedad contenía microorganismos que podrían clasificarse como posibles 

patógenos y podrían tener un papel en la interacción entre la AOS, la periodontitis y otros 

trastornos crónicos clínicamente significativos o enfermedades infecciosas sistémicas.  

Debido esto, es posible proponer que los microorganismos crípticos dentro la microbiota oral de 

pacientes con periodontitis y con AOS serían patógenos potenciales, promoviendo el desarrollo 

de una microbiota disbiótica y la posible aparición de enfermedades crónicas, que previamente 

se han propuesto como factores de riesgo comunes para ambas condiciones. Este estudio abre 

las puertas a nuevas investigaciones para comprender la función de posibles patógenos en la 

microbiota oral. 
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Figura 5. Desarrollo metodológico Artículo 1 y 2 
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4.2 Capítulo 2. 

4.2.1 Descripción artículo 3:  

 

Artículo 3: Biomarcadores de la severidad de la enfermedad periodontal en pacientes con 

apnea obstructiva del sueño: IL-1 β, IL-6, IL-17A e IL-33 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio anterior, donde se estableció un perfil 

microbiológico, con una alteración de la microbiota oral cultivable en individuos con AOS, toma 

mayor fuerza la hipótesis que las condiciones fisiopatológicas generadas por este trastorno 

(sequedad oral, hipoxia e hipercapnia), harían parte de los factores de riesgo para la periodontitis. 

Al respecto, se plantea otro vinculo de asociación entre la periodontitis y la AOS; los procesos 

inflamatorios producidos en parte como respuesta a la alteración de la microbiota oral, podrían 

generar un incremento de marcadores inflamatorios como las citocinas. De este modo, en aras 

de determinar un perfil inflamatorio, el objetivo de este estudio fue comparar las concentraciones 

de cinco citocinas: IL-1β, IL-6, IL-17A, IL-33 y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-) en saliva y 

Fluido Crevicular Gingival (FCG) en individuos con AOS y su asociación con la periodontitis.  

A partir de la saliva y FCG de 84 adultos clasificados en cuatro grupos según el diagnóstico 

clínico: Grupo 1 (H) (23 individuos sanos), Grupo 2 (P) (17 individuos con periodontitis), Grupo 3 

(OSA) (18 individuos con AOS) y Grupo 4(P-OSA) (26 individuos con periodontitis y con AOS), 

se realizó la cuantificación de las cinco citocinas por el ensayo Luminex (Multiplex bead assay) y 

se realizaron análisis para determinar diferencias entre las dos muestras evaluadas, la relación 

de la presencia de las citocinas con los parámetros periodontales determinados para cada grupo 

de individuos, la severidad de periodontitis y de AOS, y su relación con la presencia de Candida 

spp. 

Se observaron niveles similares de IL-1β e IL-6 en saliva de los individuos del Grupo 2 (P) y Grupo 

4 (P-OSA). Los niveles de IL-6, IL-17A e IL-33 fueron mayores en el FCG de los individuos del 

Grupo 4 (P-OSA). Además, se evidenció una correlación positiva significativa entre IL-33 en saliva 

y periodontitis en estadio IV en el Grupo 4 (P-OSA). Por otro lado, al analizar el perfil de citocinas 

de los individuos del Grupo 4 (P-OSA), a quienes se les identificó Candida spp., se logró 

evidenciar un aumento de los niveles de todas las citocinas en FCG, en comparación con aquellos 

sujetos que no tenían esta levadura.  La presencia de Candida spp. estuvo asociada con mayores 
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niveles de IL-17A y IL-33 en FCG de individuos con P-AOS, de tal forma que podría empeorar la 

enfermedad periodontal. Este incremento está reportado en la inmunidad antifúngica de IL-17A y 

IL-33 en respuesta a infecciones sistémicas por Candida albicans. Por un lado, el incremento de 

IL-33 también podría ser la causa del aumento de la IL-1β e IL-6 y, por otro lado, la microbiota 

oral disbiótica causa el aumento de la IL-17A.  Los altos niveles de IL-17A se correlacionaron 

positivamente con los parámetros periodontales como la profundidad de sondaje (mm) (PD) y el 

porcentaje de sangrado al sondaje (BOP%). Se destaca que este estudio reporta por primera vez 

los niveles de IL-17A en FCG, los cuales fueron altos en los individuos con AOS (OSA) y en los 

individuos con periodontitis y con AOS (P-OSA). 

La IL-17A es secretada por las células de memoria Th17, que tienen una acumulación oral 

homeostática en presencia de IL-6. La proliferación de estas células requiere de la presencia de 

IL-6 e IL-23 para aumentar la producción de IL-17A. Esta citocina tiene potentes propiedades 

osteoclastogénicas e inflamatorias de destrucción ósea y tejido conectivo en el periodonto, debido 

a su capacidad para estimular la expresión de RANKL en los osteoblastos y la destrucción del 

tejido conectivo, al inducir la expresión de las metaloproteinasas de matriz en fibroblastos. Por 

otra parte, existen estudios que han demostrado que la IL-23 se incrementa significativamente en 

el suero de pacientes con AOS, y tiene una correlación positiva con el IAH y la proteína C reactiva 

(PCR), lo que sugiere que niveles elevados de IL-23 en individuos con AOS podrían estar 

estimulando la producción de la IL-17A, que está involucrada en el desarrollo de la periodontitis. 

Niveles elevados de IL-1β e IL-6 en saliva e IL-6, IL-17A e IL-33 en FCG en pacientes con AOS, 

podrían incrementar el riesgo de desarrollar periodontitis, debido a su actividad 

osteoclastogénica. Es así, que estas citocinas podrían proponerse como biomarcadores de AOS 

y periodontitis. Por último, se sugiere que los individuos con AOS se sometan a exámenes 

periodontales regulares y los individuos con periodontitis se sometan a revisiones para el 

diagnóstico de AOS. 
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Figura 6. Desarrollo metodológico Artículo 3. 
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4.1 Capítulo 3. 

4.1.1 Descripción artículo 4 

 

Artículo 4: Actividad anti-biopelícula in vitro de nanofibras Policaprolactona: Poli (ácido 

láctico-co-glicólico) cargadas con anfotericina B, péptido antimicrobiano LfcinB (21-25)pal 

y óxido de zinc para el tratamiento local de la periodontitis asociada con la AOS 

 

Los hallazgos descritos en el capítulo anterior sugieren cambios específicos microbiológicos e 

inmunológicos asociados a la periodontitis en pacientes con AOS. Ambas condiciones se 

asociaron con la presencia de las bacterias del complejo naranja y rojo, junto a la presencia de 

Candida spp.; microorganismos que se correlacionaron positivamente con el porcentaje de 

biopelícula y aumento de citocinas proinflamatorias en los individuos con ambas condiciones. 

Teniendo en cuenta estos resultados se propuso establecer un modelo de biopelícula 

polimicrobiana in vitro, conformada por nueve bacterias y C. albicans, obtenidas de aislados 

clínicos de muestras de cavidad oral de individuos con Periodontitis y AOS,  para evaluar la 

actividad antimicrobiana y anti-biopelícula de nanofibras de PCL/PLGA incorporando tres 

compuestos: un antifúngico, como Anfotericina B (AMB); un péptido antimicrobiano, LfcinB (21-

25)pal (nombrado en este trabajo como P61); y Óxido de Zinc (ZnO). 

Se realizaron siete nanofibras (Nf) de PCL/PLGA (90:10) mediante Electrospinning y se 

denominaron de la siguiente forma: Nf 1: AMB; Nf 2: AMB-ZnO; Nf 3: P61; Nf 4: P61-ZnO; Nf 5: 

AMB-P61; Nf 6: AMB-P61-ZnO; y Nf 7: ZnO. Las nanofibras exhibieron una apariencia similar, 

textura suave, buena estabilidad mecánica y fácil manipulación, con una distribución de diámetro 

de fibra homogénea (de 233 a 533 nm), siendo notorio un menor diámetro en aquellas nanofibras 

que contenían ZnO. El carácter hidrofóbico se mejoró en la Nanofibra 6, la cual contenía los tres 

compuestos. Las nanofibras mostraron ser citocompatibles con fibroblastos de ligamento 

periodontal humanos, los cuales presentaron una viabilidad mayor al 50% en presencia de las 

nanofibras. Además, la viabilidad celular mejoró con el tiempo de exposición con un incremento 

de la viabilidad, efecto atribuido a la presencia de ZnO, al cual se le ha reportado como un 

regenerador tisular.   
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Otro resultado interesante, fue la acción antimicrobiana de la AMB, la cual incorporada en las 

nanofibras logró disminuir la viabilidad del cultivo microbiano mixto y de la biopelícula 

polimicrobiana. A pesar que las nanofibras de P61 no mostraron actividad antimicrobiana, las 

nanofibras cargadas P61 más AMB mostraron un aumento de la actividad, lo que indica una 

potencial sinergia entre las dos sustancias, la cual podría mejorar con el aumento de la 

concentración de P61 disponible en las nanofibras y con la presencia de ZnO. 

Por otro lado, la Nf 2 presentó actividad antimicrobiana, incluso mucho mejor que la que 

presentada por la Nf 1, esto puede deberse a la presencia de ZnO, mejorando la actividad de la 

AMB. La Nf 5 tiene mejores resultados con un mayor tiempo de exposición (72h) y la Nf 6 tuvo la 

mejor actividad anti-biopelícula, la cual aumenta con el tiempo de exposición, mostrando una 

disminución del 40% de la viabilidad de la biopelícula polimicrobiana a las 72 h.  

En este sentido, los resultados sugieren que la Nanofibra 6, la cual está cargada con los tres 

componentes evaluados puede ser una potencial herramienta para el tratamiento in situ de la 

periodontitis en personas con apnea obstructiva del sueño. 

Los resultados de este artículo están bajo el acuerdo de confidencialidad, por lo tanto, será 

sometido a publicación una vez se haga el respectivo depósito de propiedad intelectual. 
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Figura 7. Desarrollo metodológico Artículo 4 
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Highlights 

● PCL/PLGA Nanofibers delivered AMB, LfcinB (21-25)pal and ZnO, antimicrobial agents 

against polymicrobial biofilm related to periodontitis associated with obstructive sleep apnea. 

● PCL/PLGA Nanofibers loaded with AMB, LfcinB (21-25)pal and ZnO were not cytotoxic on 

periodontal ligament fibroblastic cells. 

● PCL/PLGA Nanofibers loaded with AMB, LfcinB (21-25)pal and ZnO exhibited good 

physicochemical properties 

● PCL/PLGA Nanofibers loaded with AMB, LfcinB (21-25)pal and ZnO exhibited good 

antimicrobial and anti-biofilm activity against bacteria and C. albicans biofilm. 

Abstract 

Periodontitis has been linked to obstructive sleep apnea (OSA). The stage III periodontitis is more 

prevalent in OSA severe and the oral microbiome changes due to an increase in periodontal 

pathogenic bacteria and C. albicans. Nanofiber drug delivery systems may be used for local 

antimicrobial therapy against microorganisms related to periodontitis and OSA. The aim of the 

present study was manufacture PCL/PLGA nanofibers incorporating an antifungic, Amphotericin 

B (AMB); an antimicrobial peptide, LfcinB (21-25)pal (P61); and zinc oxide, for the inhibition of 

in vitro polymicrobial biofilms. Nanofibers were produced by electrospinning method: PCL/PLGA 

loaded with: AMB (Nf 1), AMB-ZnO (Nf 2), P61 (Nf 3), P61-ZnO (Nf 4), AMB-P61 (Nf 5), AMB-

P61-ZnO (Nf 6) and ZnO (Nf 7). Different methods were used to physically and chemically 

characterize the nanofibers. The biocompatibility of all nanofibers was demonstrated by Human 

Periodontal Ligament Fibroblasts (HPdLF) cell viability of more than 50%. The antimicrobial and 

anti-biofilm activities of the nanofibers were assessed using qualitative and quantitative analyses. 

The Nf 6 showed a higher inhibition of viability of nine bacteria and C. albicans and biofilm 

formation, that increases with exposure time (72 h).  The AMB-P61-ZnO-loaded PCL/PLGA 

nanofiber (Nf 6) may offer a promising strategy for treating localized cases of periodontitis in those 

with obstructive sleep apnea. 

Keywords: periodontitis, OSA, polymicrobial biofilm, nanofibers, PCL, PLGA, Amphotericin B, 

antimicrobial peptide LfcinB (21-25)pal, Zinc oxide, anti-biofilm activity. 
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1. Introduction 

Periodontitis is a multifactorial chronic infectious and inflammatory disease that is caused by 

the presence of pathogenic microbial communities, called dysbiotic microbiota, organized in 

stratified polymicrobial biofilms [1,2], that cause a chronic inflammatory response of the 

periodontal tissue, resulting in the formation of periodontal pockets, progressive loss of periodontal 

insertion with destruction of the soft and hard tissues of periodontal support, and subsequent loss 

of teeth [3]. In recent years, systemic diseases and conditions like the obstructive sleep apnea 

(OSA) have been linked to periodontitis [4,5]. The OSA is a respiratory sleep disorder, caused by 

the interaction of genetic factors with obstructive anatomical, neuromuscular or inflammatory 

factors that obstruct the airway, blocking the passage of air [6]. This disorder occurs when the soft 

tissues around the upper airway collapse, partially (hypopnea) or completely (apnea), obstructing 

airflow despite increased ventilatory effort [7].  

Systematic studies and meta-analyses have proposed various plausible causes for the 

relationship between OSA and periodontitis: 1. Intermittent hypoxia may provide the conditions 

for systemic inflammation and oxidative stress. 2) Drying of the mouth brought on by prolonged 

open breathing might impede the oral mucosa from being cleaned by saliva flow, which may 

accelerate the development of periodontitis. 3) The pH is dropping, which can be encouraging 

microbial colonization and, consequently, the development and buildup of dental plaque. 4) The 

composition and ecology of the oral microbiota may be influenced by OSA-associated 

inflammation and intermittent declines in oxygenation, which may affect the development of 

periodontitis. And 5) Both OSA and periodontitis are associated with systemic inflammation, 

which may help to explain the connection between these two conditions [4,5].  

Different microbiological techniques, including qPCR, 16S rRNA gene sequencing, and 

MALDI-TOF, were used to characterize the oral microbiota of individuals with periodontitis and 

OSA. The findings indicated that the oral microbiota's species richness and diversity had changed, 

accompanied by a rise in periodontal pathogens including Fusobacterium sp., Tanarella sp., and 

Prevotella sp. and yeasts like Candida sp. [8–10]. Additionally, Candida sp. was closely linked to 

the bacteria of the orange and red Socransky's microbial complexes, as well as the severity of OSA, 

which was more prevalent in individuals with stage III periodontitis [8].  
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In cases of patients with severe periodontitis, scaling and root planing (SRP), the standard 

approach of non-surgical periodontal therapy (NSPT), may not be enough to restore periodontal 

health [11]. It is therefore necessary to use additional antiseptics like chlorhexidine (CHX); 

however, this lowers salivary pH, which increases the risk of dental demineralization, parotid gland 

inflammation, tooth and oral soft tissue pigmentation, type 1 hypersensitivity reactions, taste 

perversion, and burning sensations [12]. Amoxicillin and metronidazole are two other 

supplementary treatments to SRP that have substantial scientific support for their usage in daily 

clinical practice [13], however, patients may not respond well to standard NSPT because it cannot 

modify the dysbiotic infectious process to a homeostatic or commensal equilibrium. This is likely 

because the periodontal pocket still contains subgingival biofilm after treatment and/or 

periodontopathogenic microorganisms have invaded the tissue. Moreover, the use of antibiotics 

must be restricted to specific periodontal patients, with defined and limited dosages, taking into 

account both systemic side effects and negative microbiological effects, such as the emergence and 

spread of antibiotic resistance [12]. This is related to the fact that the likelihood of antibiotic 

treatment success is decreased since the administration of antibiotics is not directed towards 

preventing infection by polymicrobial biofilms linked to yeasts [14]. All of these factors may limit 

effective therapy, allowing periodontitis to progress. 

Nevertheless, antimicrobial agents can be administered in-situ using devices known as 

Controlled Drug Delivery Systems (CDDS). These systems can encapsulate therapeutics, enhance 

their biopharmaceutical properties and efficacy, adapt to different administration routes, shield 

drugs from the environment, and enable controlled and directed release, among other benefits [15]. 

CDDS offer continuous drug administration at higher concentrations and directly to the infection 

site, with sustained release over prolonged periods; this is an advantage over systemic therapy 

(multiple dosage administered over longer periods). Better patient compliance with their 

administration, a decrease in toxic effects, and systemic complications such side effects of 

systemically administered antibiotics are additional advantages of these systems [16,17]. 

Nanofibers, a form of CDDS, offer great drug loading efficiency and have been used in the field 

of dentistry to deliver sufficient drug concentrations right at the target tissue (pocket/peridontal 

tissue). Due to their biodegradable, biocompatible, low-toxicity qualities, and FDA-approved, Poly 
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(ε-caprolactone) (PCL) and Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) are two polymers that are 

frequently utilized as CDDS (nanofibers) [18].   

The Amphotericin B (AMB) is fungicidal antifungal that usually is administered parenterally 

and has a broad spectrum of action against fungi that cause systemic mycoses [19]. Even, it is used 

to treat oral candidiasis, and it is further applied topically for 14 days at a dose of 100 mg/mL as a 

cream, ointment, or lotion [20]. It works by attaching to the cell membrane's ergosterol and altering 

its permeability, resulting in the loss of cytoplasmic material and cell lysis. In vitro antifungal 

activity of AMB has been reported against most Candida species associated with oral infections, 

including C. albicans [21] and also, AMB has been shown to be effective against C. albicans 

biofilms [22].  

Bovine lactoferricin, also known as lactoferricin B (LfcinB), is a peptide with 25 amino acids 

that exhibits antibacterial, antifungal, antiparasitic, antiviral, and anticancer activity due to the 

presence of the minimum motif RRWQWR in its structure [23–25]. The palindromic LfcinB (21-

25)pal: RWQWRWQWR has been shown to have significant antimicrobial activity, suggesting it a 

prosing peptide for the development of novel medicinal agents. [26]. On the other hand, zinc oxide 

(ZnO) has the power to remove bacteria linked to caries [27]. A. actinomycetemcomitans, P. 

gingivalis, P. intermedia, and F. nucleatum are among the bacteria that are successfully stopped 

from growing by ZnO [28] and similarly, ZnO has shown antifungal action against C. albicans 

biofilms [29]. The viability and osteodifferentiation of periodontal ligament stem cells were 

supported by even ZnO nanoparticles in nanofibers, which showed antibacterial action against 

reference strains of P. gingivalis and F. nucleatum with low cytotoxic activity [30,31]. A controlled 

and sustained release of oxytetracycline hydrochloride was also made possible by ZnO 

nanoparticles present PCL nanofibers, with a release rate of 3.7 g/mL from 1 to 4 hours, higher 

than the rates attained by systemic administration of the antibiotic [16]. 

Incorporating AMB, Lfcin (21-25)pal, and ZnO all at once into PCL/PLGA nanofibers may 

provide a prolonged release of these compounds, as anti-biofilm agents for use in treatment 

periodontitis in OSA patients. The current study's objective was to assess the antimicrobial 

activities of PCL/PLGA nanofibers incorporating AMB, Lfcin (21-25)pal, and ZnO for the 

inhibition of in vitro polymicrobial biofilms related to periodontitis associated with OSA. 
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2. Materials and methods  

2.1 Nanofibers materials 

The polymers, poly ε-caprolactone (PCL) (Mw= 43,000-50,000 g/mol) and Poly (lactic-co-

glycolic acid, 75:25) (PLGA) (Mw= 66,000-107,000 g/mol) were purchased from Polysciences, 

Inc., (USA) and Sigma-Aldrich, Brazil Ltda, respectively. Chloroform (CHCl3) and methanol 

(CH4O) were acquired from Vetec (Brazil). Amphotericin B (AMB) (Mw= 924.08 g/mol) was 

purchased from Sigma-Aldrich, Brazil Ltda. The antimicrobial palindromic peptide (P61: LfcinB 

(21-25)pal) was supplied by SAMP-UNAL (Group Síntesis y Aplicación de Moléculas Peptídicas 

at Universidad Nacional de Colombia). Zinc oxide (ZnO) particles were supplied by LEMB-

UFMG (Laboratory of Molecular Encapsulation and Biomaterials at Universidade Federal de 

Minas Gerais).  

 

2.2 Microorganisms and cellular lines 

 The microorganisms were obtained from the collection of clinical isolates collected from oral 

samples cultured from individuals with OSA and with periodontitis [8], stored at Centro de 

Investigaciones Odontológicas (CIO) of the Faculty of Dentistry at the Pontificia Universidad 

Javeriana-PUJ, Bogotá, D.C., Colombia. Microbiological tests were performed using nine bacteria 

and one yeast isolated: S. salivarius, S. gordonii, A. odontolyticus, V. parvula, F. nucleatum, P. 

melaninogenica, P. gingivalis, C. albicans, L. paracasei and C. granulosum. Prior to the 

experiments, all microorganisms were pre-cultivated in modified Brain-Heart Infusion (BHI) 

(Millipore Corp.) and on Trypticase™ Soy Agar with 5% Sheep Blood (Becton Dickinson). This 

modified BHI was supplemented with 2.5 g/L mucin, 1.0 g/L yeast extract, 0.1 g/L cysteine, 2.0 g/ 

L sodium bicarbonate, 5.0 mg/ mL hemin, 1.0 mg/mL menadione and 0.25% (v/v) glutamic acid 

[32]. XTT ((2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfo- phenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) were 

purchased from Sigma-Aldrich®. 

 The cytotoxicity tests were performed using Human Periodontal Ligament Fibroblasts 

(HPdLF), which was supplied by CIO-PUJ. The HPdLF was cultured in Dulbecco's Modified Eagle 

Medium – DMEM (Gibco®). The medium was supplemented with 5% Fetal Bovine Serum (FBS) 

(Gibco®), and antibiotic and antimycotic solution (Gibco®). MTT (3-(4,5-dimethylthiazol- 2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide were purchased from Sigma-Aldrich®. 
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2.3 Preparations of nanofibers solutions and electrospinning process 

 The PCL/PLGA nanofibers were fabricated by conventional electrospinning method. Seven 

nanofibers were obtained: PCL/PLGA loaded with AMB (Nf 1), PCL/PLGA loaded with AMB 

and ZnO (Nf 2), PCL/PLGA loaded with P61 (Nf 3), PCL/PLGA loaded with P61 and ZnO (Nf 

4), PCL/PLGA loaded with AMB and P61 (Nf 5), PCL/PLGA loaded with AMB, P61 and ZnO 

(Nf 6) and PCL/PLGA loaded with ZnO (Nf 7). To prepare all the nanofibers, 900 mg of PCL and 

100 mg of PLGA were dissolved in 10 mL of a mixture of chloroform and methanol - CHCL3: 

CH3OH (1:1). For each nanofiber preparation, 15 mg AMB, 3 mg P61 and 40 mg ZnO were added 

in the polymeric solution, respectively. The solutions were stirred for 24 hours at room temperature 

before the electrospinning process. Then, using a syringe pump (Harvard Apparatus PHD 2000), 

each solution was dispensed into a 10 mL standard syringe with a 27 G blunted stainless-steel 

needle. The electrospinning process was carried out at a voltage of 20 kV, a solution flow rate of 4 

mL/h, and a distance of 15 cm from the needle tip. Nanofibers were collected and preserved for 

physicochemical characterization, cytotoxicity assays, and microbiological tests. 

 

2.4 Physicochemical characterization 

2.4.1 Nanofiber morphology by Scanning electron microscopy (SEM) 

 The morphology and average diameter of nanofibers were determined using the scanning 

electron microscope FEG- Quanta 200 FEI, at an accelerating voltage of 20 kV. Applying a sputter 

coater, samples of nanofibers were coated with a layer of carbon that was 5 nm thick (Bal-Tec, 

MD20 instrument). Using Image J software and at least 100 observations, average nanofiber sizes 

were determined. To further establish the existence of the various elements in the nanofibers, 

energy dispersive X-ray spectrometry (EDS) and chemical histogram were carried out using EDS 

coupled in FEG-Quanta 200 (UFMG). 

2.4.2 Thermal analysis 

 The TGAQ5000 equipment from TA Instruments was used to perform the thermogravimetry 

analysis (TGA). The nanofibers loss weight during heating was determined by Thermogravimetry 

(TG) and Derivate thermogravimetry (DTG). Nanofiber samples were heated under nitrogen gas 
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at a flow rate of 50 mL/min from 25 °C to 900 °C at a rate of 10°C/min. The software TA instrument 

universal analysis 200 was used to examine the data. 

2.4.3 Contact angle measurement 

 The Contact Angle Measuring System, model SEO Phoenix 300 Touch contact angle, was 

used to assess the wettability of the nanofibers. To determine the contact angles, water was dropped 

onto the nanofibers' surface from a sample stand. The average contact angle was determined using 

Surfaceware9 software after a camera captured the drop's image. 

2.5 Cytotoxicity test 

2.5.1 Preparation of eluates from nanofibers 

Eluates from the nanofiber’s supernatants were produced to test the cytotoxicity of the 

nanofibers. Nanofibers (Nfs 1-7) samples were incubated with 1 mL of Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) for 24, 48 and 72 hours at 37 °C, then the nanofiber samples were removed and 

eluates were used for the cytotoxicity tests.  

 

2.5.2 Cell cultures and cell toxicity assay 

Human Periodontal Ligament Fibroblasts (HPdLF) (Lonza Bioscience) were cultured in 

DMEM supplemented with 10% FBS, and antibiotics (0.1 mg/mL streptomycin and 100 U/mL 

penicillin) and incubated in a humidified environment of 5% CO2 kept 37°C. After being 

subcultured to 80% confluence, the HPdLF were seeded at a density of 10.000 cells per well into 

96-well plates. Cells were exposed to nanofiber eluates for 24 hours and the untreated control, 

HPdLF were not exposed to the eluted nanofibers. After that, cell viability was evaluated using 

trypan blue exclusion assay and photograph three random fields per well. Also, the 96-well plates 

were covered with 30 µL of MTT solution (1 mg/mL in PBS), and incubated at 37°C for 4 hours 

in the dark in a humidified environment of 5% CO2. The formazan crystals were then dissolved 

using 100 µL DMSO. Using a BioTek ELx800TM microplate reader and the Gen5TM Data 

Analysis Software, optical densities (OD) at a wavelength of 492 nm were recorded. Each 

experiment was carried out in triplicate three times independently. 
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2.6 Microbiological test 

2.6.1 Disk diffusion method 

 Candida albicans culture and a mixed microorganism culture were used to test the nanofibers' 

initial antibacterial activity using the agar diffusion method. The test was conducted using 

nanofiber disks (diameter: 5 mm) applied on the surface of Sabouraud agar and BHI agar, 

previously spread with 100 µL of C. albicans and mixed microorganism’s culture solutions (OD 

600 nm, 0.8-1.0), respectively. The C. albicans’ plates were incubated aerobically for 48 h and the 

mixed microorganisms’ plates incubated anaerobically (90% nitrogen, 10% CO2) at for 72 hours 

at 37 °C. Following incubation, the inhibition zone's clear areas' diameters in millimeters were 

measured, and the results were represented by the mean value + standard deviation (SD). 

 

2.6.2 Broth microdilution method 

The broth microdilution method was used to assess nanofiber's antimicrobial effectiveness 

against a mixed microorganism’s culture. The nanofiber disks (diameter: 5 mm) and mixed 

microorganisms’ culture suspensions (OD 600 nm, 0.8-1.0), were employed. The modified BHI 

broth and mixed microorganism’s culture suspension were used as negative and positive controls, 

respectively. The nanofiber disks were put on 96-well plates. Each well was then filled with 50 µL 

of mixed microorganism’s culture and 50 µL of culture broth. Then, the plates were incubated for 

24, 48 and 72 h at 37 °C in an anaerobic environment (90% nitrogen, 10% CO2). After incubation 

time, the nanofiber disks were carefully removed from the 96-well plates. Each well was covered 

with 100 µL of XTT solution (1 mg/mL in PBS), and incubated at 37°C for 2 hours in the dark and 

in an anaerobic environment (90% nitrogen, 10% CO2). Every test was performed six times, and 

the tested solutions were measured at 490 nm using a Lambda 25 UV-vis spectrophotometer 

(Perkin Elmer, USA).  

2.6.3 In vitro biofilm experiments 

 Polymicrobial biofilms were tested for susceptibility to nanofibers with established 

antimicrobial activity. The ten microorganisms selected were used to develop in vitro biofilms over 

CELLviewTM cell culture Slides (Greiner Bio-one). The microorganisms’ concentration was 

adjusted by spectrophotometry, in order to obtain an inoculum in modified BHI (OD 600 nm, 0.8-
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1.0). Each well was filled with 100 µL of inoculum prepared and incubated in an anaerobic 

environment (90% nitrogen, 10% CO2) at 37°C for 72 h [32]. To get removal of planktonic 

microorganisms after the incubation, the biofilms were gently rinsed with sterile PBS. Then 100 

µL of fresh modified BHI was added per well and nanofiber disks were gently immersed on each 

well. Biofilms that weren't nanofiber-treated were used as the negative control. Then, the treated 

and untreated biofilms were incubated in an anaerobic environment (90% nitrogen, 10% CO2) at 

37°C for 24, 48 and 72 h. Subsequently, the biofilms viability was determined by Confocal Laser 

Scanning Microscopy (CLSM). 

 Before the CLSM analysis, the nanofibers were gently removed from wells and the biofilms 

were rinsed in 100 µL of sterile PBS, in order to eliminate nonadherent microorganisms. Then, 

biofilms were stained with LIVE/DEAD® BactLightTM Bacterial Viability Kit (Invitrogen) and 

LIVE/DEADTM Yeast Viability Kit (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions. 

Total fluorescence staining of the micrographs taken by the Olympus FV1000 confocal microscope 

was analyzed using the image analysis software ImageJ (NIH, USA), to determine the cell viability 

inside the treated and untreated biofilms.  

 Additionally, in order to observe the anti-biofilm activity, the nanofibers were exposed to 500 

µL of microorganisms’ inoculum adjusted (OD 600 nm, 0.8-1.0), and incubated in an anaerobic 

environment (90% nitrogen, 10% CO2) at 37°C for 24, 48 and 72 h. Then, the nanofibers were 

washed with PBS and placed in 2.5% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich) overnight. After, they were 

washed with PBS to remove the glutaraldehyde and dehydrated with 70, 90 and 100% of ethanol 

for 30 minutes, three times. The nanofibers were coated with carbon (thickness: 5 nm) and imaged 

with a Scanning Electron Microscope (SEM) (JEOL, model JSM 6490-LV) in high-vacuum mode 

at 15kV. 

 

2.7 Statistical analysis 

 Tukey's multiple comparison text and a two-way analysis of variance (ANOVA) were 

employed to assess the differences between microorganisms or biofilm treated and the 

microorganism and biofilm untreated. The level of significance was set to p<0.05. Software 

GraphPad Prism 9.0.2 (GraphPad Software, California, USA) was used. 
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3. Results and discussion 

3.1 Physicochemical characterization 

The nanofibers exhibited a similar aspect, smooth texture, good mechanical stability and easy 

manipulation. SEM images evaluated the nanofibers' morphology and diameter. The PCL/PLGA 

nanofibers charged with AMB, P61 and/or ZnO were made of randomly distributed nanometer-

sized fibers (Figure 1). The nanofibers presented a homogeneous fiber diameter distribution (from 

233 to 533 nm). The Nanofibers 1, 3, and 5 exhibited beads, possibly formed by the AMB and P61 

presence in solution during the electrospinning process, However, the presence of beads decreased 

in the presence of ZnO in the nanofibers and produced a lower average fiber diameter compared to 

those ZnO-free. These results have been reported by others authors, that determined a reduction of 

the nanofiber diameter after incorporation of ZnO particles [16], meanwhile the incorporation of 

LfcinB (21-25)pal increase the beads formation in nanofibers [26], that could be improved by the 

incorporation of ZnO (Figure 1B, 1D and 1F). According to the EDS analysis, ZnO particles were 

successfully incorporated into nanofibers (Figure 1H), while the other nanofibers had peaks related 

to the elements carbon and oxygen. 
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Figure 1. SEM micrographs: the morphology and mean diameter (dm) and standard deviation 

(+SD) of PCL/PLGA nanofibers: (A) Nf 1: AMB, (B) Nf 2: AMB-ZnO, (C) Nf 3: P61, (D) Nf 4: 

P61-ZnO, (E) Nf 5: AMB-P61, (F) Nf 6: AMB-P61-ZnO, (G) Nf 7. Representative EDS analysis 

of Nf 6. 
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The thermogravimetric analysis described the chemical and physical changes that took 

place while nanofibers were heated. The analysis of the TG and DTG curves was used to determine 

the thermal stability of nanofibers. The figure 2 shows the thermal degradation of the PCL/PLGA 

nanofibers as well as pure AMB and ZnO particles. P61 was not evaluated for the amount available. 

Pure AMB had a gradual degradation from 200°C, while the ZnO particles exhibited high thermal 

stability until 900°C, with a weight loss of 4.3%. This result is consistent with what Magalhães et 

al. reported in 2019 [16]. The curves showed that the nanofibers did not significantly degrade as a 

function of temperature up to 350°C and that the addition of the AMB or ZnO did not significantly 

alter this behavior, showing the PCL/PLGA nanofibers exhibited high thermal stability [16,33].  

 

Figure 2. TG and DTG curves of PCL/PLGA nanofibers and pure AMB. 

 

Pure AMB ZnO  

Nf 2  Nf 3  Nf 4  

Nf 5  Nf 6  Nf 7  
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 To evaluate the hydrophilicity of the nanofibers, the contact angles of their surfaces were 

evaluated. The contact angles for the PCL/PLGA nanofibers are shown in Figure 3. All nanofibers, 

except the nanofibers 4 and 6, presented a hydrofobic surface (contact angle higher than 90°), 

showing poor wettability, as consequence of hydrofobic nature of PCL and PLGA polymers. Also, 

the nanofibers with ZnO showed a hydrofobic character, however the nanofiber 4 and 6 showed 

the lowest contact angle due to the combination of  P61 and ZnO. Due to its extremely hydrofilic 

nature, a nanofiber 4 image could not be displayed. 

Figure 3. Images of the contact angle (Ө) formed between water and PCL/PLGA nanofibers.  

 

3.2 Cytotoxicity test 

The Human Periodontal Ligament Fibroblasts (HPdLF) cell line was used to perform an 

indirect contact MTT assay to determine the cytotoxicity of nanofibers (Figure 4). The cytotoxicity 

was calculated based on cell viability relative to control (cells untreated), adjusted to 100% of 

viability (Figure 4). Grades of cytotoxicity were assigned, with non-cytotoxic being defined as 

viability values greater than 90%, slightly cytotoxic being defined as viability values between 60% 

and 90%, moderately cytotoxic being defined as viability values between 30% and 59%, and 

severely cytotoxic being defined as viability values lower than 30% [16]. Moreover, the 

cytocompatibility of nanofibers is considered when the cell viability is higher than 50% [30]. 

Although the nanofibers were slightly cytotoxic, all of them presented a cell viability higher 

than 50%. The least cytotoxic of the complete group of nanofibers were nanofibers 3 and 4, which 
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were loaded with P61. Surprisingly, the cell viability improved with the exposure time. This result 

might be explained by the presence of AMB, P61, and ZnO, which might stimulate cellular growth. 

The viability and osteodifferentiation of periodontal ligament stem cells have been reported to be 

supported by zinc oxide particles, without adversely impacting their biocompatibility traits [31]. 

Other authors reported that ZnO has a great potential used in guided tissue/bone regeneration 

strategies in the periodontal treatment [16,30]. It is important to verify these findings using other 

methods, such as Annexin V Apoptosis Assay and to find out whether AMB and P61 can stimulate 

in vitro cell growth.  
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Figure 4. Viability of HPdLF in presence of nanofibers’ eluates measured by the MTT (DO492nm) 

method. 

3.3 Antimicrobial activity 

The oral microbiota of individuals with periodontitis and OSA was characterized and defined 

by a rise in periodontal pathogens including Fusobacterium sp., Tanarella sp., and Prevotella sp. 

and yeasts like Candida albicans, [8–10]. The severity of OSA, which was more prevalent in 

individuals with stage III periodontitis, and the bacteria in the orange and red Socransky's microbial 

complexes were both closely related to Candida albicans [8]. These microorganisms have the 
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capacity to build polymicrobial biofilms that are challenging to eradicate or prevent, given their 

complex physical and biological characteristics [34].  

The antimicrobial activity of PCL/PLGA nanofibers loaded AMB (Nf’s 1, 2, 5 and 6), P61 (Nf’s 

3, 4, 5 and 6) and ZnO (Nf’s 2, 4, 6 and 7) was tested against C. albicans alone and mixed 

microorganisms’ culture, composed of nine bacteria and C. albicans. The studies related to 

nanofibers as potential drug delivery systems for the treatment of periodontitis, had reported mainly 

antibacterial activity of metronidazole, amoxicillin, ciprofloxacin and tetracycline loaded in PCL 

nanofibers [16,30,35–37]. These antibiotics does not have activity against yeasts. This study 

performed PCL/PLGA nanofibers that were loaded with AMB, which demonstrated antimicrobial 

action against the mixed microbial culture, being the first study to describe this activity (Figure 

5C). Although, P61-loaded nanofibers did not show antimicrobial activity, the AMB and P61-

loaded nanofibers showed an increase in antimicrobial activity, indicating a potential synergy 

between the two substances. The available concentration of the peptide in the nanofiber may be the 

cause of the lowest antibacterial activity of P61-loaded nanofibers. The ZnO-loaded nanofibers 

demonstrated increased activity compared to unloaded ZnO nanofibers (Figure 5).  

Because the PCL/PLGA nanofibers can release drugs that persist for a long time [37,38], the 

antimicrobial action is time-dependent, however, each nanofiber's activity varied (Figure 5D). The 

microdilution method confirmed the antimicrobial activity of Nf 2 (AMB-ZnO) against the mixed 

microbial culture, which increases with the time exposure. Additionally, after 48 and 72 hours, Nf 

3 (P61) showed improved antimicrobial activity; however, in the presence of ZnO (Nf 4), activity 

did not improve, and equivalent results between Nf 3 and Nf 4 were observed. The results obtained 

from Nf 4 were not improved by the addition of AMB (Nf 5), however the antimicrobial activity 

at 24 hours is improved by ZnO (Nf 6) in comparison to the other nanofibers at the same exposure 

time. The results after 48 hours of Nf 6 were comparable to those of Nf 2. In comparison to 48 

hours, this nanofiber's antimicrobial activity decreased by 10% at 72 hours.  

The presence of ZnO in the Nf 4 may enhance the antimicrobial activity of P61, that had been 

reported against Gram-negative and Gram-positive bacteria [24]. The antimicrobial activity of 

ZnO-loaded nanofiber (Nf 7) was not shown by the disk-diffusion test, conversely, this nanofiber 

showed antimicrobial activity by microdilution method, reducing 15% the viability of mixed 
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microorganisms. Similar results demonstrated antibacterial activity against Gram-negative bacteria 

[16].   

These findings lead to the conclusion that nanofibers 1, 2, 5 and 6 may possess potential 

antibacterial activity. 

 

Figure 5. Antimicrobial activity of nanofibers’ discs. (A) Growth inhibition of C. albicans and 

mixed microorganisms. (B) Representative macrophotographs showing growth inhibition of C. 

albicans. (C) Representative macrophotographs showing growth inhibition of mixed 

microorganisms. (D) Viability (%) of mixed microorganisms for 24, 48, and 72 hours in the 

presence of nanofiber discs. Data was generated from a 2Way-ANOVA, followed by Tukey’s 

multiple comparisons (p<0.05). 
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Using the CLSM technique, nanofibers 1, 2, 5 and 6 were selected based on the previous results 

to assess the anti-biofilm activity (Figure 6). The Nf 6 had better activity when comparing the anti-

biofilm activity between nanofibers and between exposure times, and this activity grew stronger 

with exposure time. The Nf 6 decreased a 40% the biofilm viability at 72 h. The number of dead 

cells (in red color) at 72 hours revealed that the combination of AMB, P61 and ZnO in Nf 6, has 

stronger anti-biofilm activity (Figure 6C). The Nf 2 continues to present antimicrobial activity, 

even much better than that presented by the Nf 1, this may be due to the presence of ZnO, improving 

the activity of the AMB. The Nf 5 has better results with a longer exposure time (72h).  

On the other hand, it was determined how well AMB, P61 and ZnO loaded in the nanofibers 

could prevent microorganisms’ adherence to them. The four nanofibers limited the formation of a 

biofilm, despite evidence that microorganisms, primarily coccoid bacteria, are adherent to the 

nanofibers. This inhibition is correlated with exposure duration; a longer the exposure time, the 

stronger the inhibition. There was no evidence of even the presence of yeasts or hyphae (Figure 7). 

These findings must be confirmed by measuring each microorganism exposed to the nanofibers 

using molecular methods. 
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Figure 6. Anti-biofilm activity analyzed by CLSM. (A) Biofilm viability (%) in the presence of 

nanofiber discs: comparison of the anti-biofilm activity of the different nanofibers. (B) Biofilm 

viability (%) in the presence of nanofiber discs: analysis of anti-biofilm activity during different 

treatment times. Data was generated from a Mixed effects analysis, followed by Tukey’s multiple 

comparisons (p<0.05). (C) Confocal micrographs of biofilms treated with nanofiber discs during 

different times: Green color: live cells; Red color: dead cells.  
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Figure 7. Scanning electron micrograph images of the nanofibers incubated with the 

microorganisms for 24, 48 and 72 hours. Magnification is 8.00 kx (scale bar; 5 µm). 
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The hydrophobic properties of PCL, which were used to manufacture the nanofibers, restrict the 

release of the drugs tested; as a result, other polymers, such as PLGA, must be used to increase 

PCL's bioavailability. The majority of the studies discuss an ongoing, prolonged controlled release 

of antimicrobial agents that is enhanced by other polymers [37,39].  Disk Diffusion method was 

the primary methodology employed in the majority of research to evaluate the antibacterial activity 

of nanofibers [16,30,35,36,40,41]. This approach is helpful, but it also requires the use of other 

tools and quantifiable microbiological methods to complete the data on the ability to inhibit 

periodontitis-related microorganisms. 

 There is limited evidence about the anti-biofilm activity against polymicrobial biofilms, which 

include periodontal pathogenic bacteria and yeast. The majority of research that has been reported 

on the use of nanofibers for periodontal therapy, evaluated the antimicrobial activity of antibiotics-

loaded nanofibers against planktonic bacteria not related to periodontitis [37,39,42]. 

It is important to note that broad-spectrum antibiotics are primarily used in published research 

on the use of nanofibers as periodontal therapy; none, however, assess antifungals or antimicrobial 

peptides. The current study showed antimicrobial and anti-biofilm activity of AMB, P61 and ZnO-

loaded PCL/PLGA nanofibers against microorganisms associated with periodontitis and OSA, with 

low cytotoxicity. These nanofibers may be a potential strategy for local treatment of periodontitis 

in individuals with obstructive sleep apnea. 

 

4. Conclusions 

The electrospinning method was successfully used to manufacture PCL/PLGA nanofibers 

containing AMB, P61 and ZnO, with good mechanical stability and easy manipulation. Minimal 

cytotoxicity against Human Periodontal Ligament Fibroblasts (HPdLF) cells, and good 

antimicrobial and anti-biofilm activity were exhibited by AMB-P61-ZnO-loaded PCL/PLGA 

nanofibers against to mixed microbial culture and biofilms that contains nine bacteria and a yeast, 

C. albicans, related to periodontitis associated with obstructive sleep apnea. These nanofibers could 

be a promising approach to treating periodontitis locally in those who have obstructive sleep apnea. 
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4.2 Capítulo 4 

Mapeo y prospección tecnológica simplificada del uso de nanofibras con 

actividad antimicrobiana para el tratamiento de la periodontitis 

 

4.2.1 Mapeo tecnológico 

Se realizó una búsqueda del estado de arte (artículos científicos) del uso de nanofibras con 

actividad antimicrobiana para el tratamiento de periodontitis, con el fin de encontrar nuevas 

alternativas terapéuticas y oportunidades de desarrollo de tecnologías para el tratamiento de la 

periodontitis con posibilidades de adaptación al tratamiento de AOS. 

Se hizo una búsqueda de la literatura publicada sobre sistemas de liberación controlada de 

fármacos como nanofibras cargadas con sustancias con actividad antimicrobiana para el 

tratamiento de la periodontitis en los últimos 20 años, en las bases de datos Lens.org y Scopus, 

teniendo en cuenta las palabras clave, Nanofibra, péptido, óxido de zinc, anfotericina B, 

periodontitis y enfermedad periodontal. Se estableció la siguiente ecuación de búsqueda: 

(nanofiber* AND ("zinc oxide" OR "ZnO") OR ("LfcinB" OR lactofe*) OR ampho*) AND 

("periodontitis" OR "periodontal disease"). Los datos fueron extraídos y sometidos a análisis y 

visualización en el Software VOSviewer versión 1.6.18. 

El mapa de palabras clave refleja la estructura semántica del campo de investigación de interés, 

a través de los descriptores elegidos por los autores y las revistas científicas. Mediante el software 

VOSviewer se mide la ocurrencia por palabras citadas por los autores y la fortaleza entre las 

palabras, según el porcentaje del total de citaciones de un artículo con respecto al total de todos 

los artículos encontrados en la base de datos.  Las Figura 8 y 9 muestran el mapeo de artículos 

científicos usando la ecuación de búsqueda mencionada, utilizando las bases de datos Lens.org, 

y Scopus.   

Usando la ecuación de búsqueda, fueron encontrados 174 artículos científicos en la base de 

datos Lens.org, de los cuales fueron extraídos datos completos de título, nombres de autores, 

año de publicación, DOI, palabras clave, citaciones, entre otros datos. A partir del mapa fueron 
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visualizadas 901 palabras clave, con un mínimo de cinco ocurrencias por palabra citadas por los 

autores. Las palabras clave fueron agrupadas en “clusters”, diferenciados por colores, mediante 

el cálculo de frecuencias de co-ocurrencias, de tal forma que permitió la visualización de los flujos 

con mayor interacción entre los artículos. A mayor tamaño del cluster, mayor frecuencia de las 

palabras clave. En el mapa analizado se visualizan cinco clusters: 1) Cluster amarillo: asociado 

al uso de la nanotecnología, nanopartículas y biomateriales en la ingeniería tisular; 2) Cluster 

azul: asociado a la metodología Electrospinning y su aplicación en regeneración tisular y de hueso 

en periodontitis; 3) Cluster rojo: asociado a las propiedades químicas y físicas de las nanofibras; 

4) Cluster verde: asociado al uso de las nanofibras como sistemas de liberación de sustancias 

antimicrobianas, como antibióticos; y 5) Cluster morado: asociado a la terapia periodontal en 

modelo animal (Figuras 8). Se destaca que los flujos de interacción a partir de la palabra clave 

“periodontitis” se relaciona principalmente con “ingeniería de tejidos”, “regeneración tisular” y 

“regeneración de hueso” (Figura 9). 
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Figura 8. Mapa de palabras clave encontradas en la base de datos Lens.org. 

Visualización de las del uso nanofibras como sistemas de liberación controlada para el 

tratamiento de la periodontitis. 

(Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer)  
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Figura 9. Flujos de interacción a partir de la palabra clave “periodontitis”- Lens.org  

 (Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer) 

 

Con la base de datos Scopus fueron encontrados 312 artículos científicos con 1103 palabras 

claves registradas y visualizadas, con un mínimo de cinco ocurrencias por palabra citadas por los 

autores, agrupándose en cinco clusters. El cluster amarillo determinado por la palabra clave 

Electrospinning, siendo la de mayor co-ocurrencia asociada a periodontitis, regeneración ósea, y 

ZnO. El cluster azul se definió por la actividad antibacteriana, metronidazol y nanopartículas de 

plata. El cluster verde se definió por el uso de biomateriales como quitosano con hidroxiapatita y 

doxiciclina para andamios. El cluster rojo determinado por el uso de la nanotecnología para el 

desarrollo de sistemas de liberación controlada. Y el cluster morado se definió por el uso de 
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nanofibras con actividad antimicrobiana y antiinflamatoria (Figura 10). Los flujos de interacción a 

partir de la palabra clave “periodontitis” se relaciona con “regeneración de hueso” y “óxido de 

zinc”, “nanofibras” con actividad “antiinflamatoria” y con antibióticos como “metronidazol” y 

“doxiciclina” (Figura 11). 

 

Figura 10. Mapa de palabras clave encontradas en la base de datos Scopus. 

Visualización de las del uso nanofibras como sistemas de liberación controlada para el 

tratamiento de la periodontitis (Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer) 
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Figura 11. Flujos de interacción a partir de la palabra clave “periodontitis”- Scopus 

(Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer) 

                    

La búsqueda realizada en Lens.org mostró ampliamente los campos relacionados con el uso de 

nanofibras en la terapia periodontal, la cual estuvo frecuentemente relacionada con la ingeniería 

de tejidos y regeneración de hueso. La búsqueda realizada con Scopus arrojo mayor cantidad de 

registros de artículos, enfocados al uso de la técnica Electrospinning para la producción de 

nanofibras con propiedades regenerativas de tejido y hueso. Se observó menor frecuencia de 

palabras clave relacionadas con la actividad antimicrobiana, y no fue evidente el uso de los 

términos como “anti-biofilm”, “antifungals”, “amphotericin B”, “antimicrobial peptides”, 

“lactoferricin” y “LfcinB”. 
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También se hace evidente que en los últimos años se ha intensificado la publicación de artículos 

científicos relacionados con el uso de nanofibras para la terapia periodontal, principalmente como 

herramienta para la regeneración ósea y de tejidos (Figura 12). 

 

 

 

 

 

A) 
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Figura 12. Mapa de palabras clave reportadas en los últimos 6 años. 

Base de datos (A) Lens.org y (B) Scopus                                                                                       

(Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer). 

 

 

El interés en el campo de investigación se ha incrementado a lo largo del tiempo, sin embargo, ha 

empezado a decrecer en los últimos 3 años (Figura 13). Reino Unido y Estados Unidos son los países 

con mayor número de publicaciones en el campo de la investigación; 34 y 30 publicaciones, 

respectivamente. Brasil y Colombia han reportado once y un estudio, respectivamente (Figura 14). 

Las instituciones que más han publicado en el área son la Universidad de Sheffield - U.K., Universidad 

B) 
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de Indiana – U.S., Universidad de Ljubljana – Eslovenia y Universidad de Michigan – U.S., cada una 

con 14, 13, 9 y 5 publicaciones, respectivamente (Figura 15). 

 

 

 
Figura 13. Publicación de artículos a lo largo del tiempo. 

(Tomado de Lens.org)  

Figura 14. Países más activos según el no. de publicaciones. 

(Tomado de Lens.org)  
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Figura 15. Instituciones relacionadas con el número de publicaciones. 

(Tomado de Lens.org)  

 

En la tabla 2 se resaltan catorce estudios publicados en los últimos 12 años sobre el uso de las 

nanofibras como sistemas de liberación controlada de fármacos para la aplicación en la terapia 

periodontal, con resultados relacionados a la actividad antimicrobiana.  
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Tabla 2. Artículos que evalúan nanofibras para terapia periodontal 

Autores Polímero 
usado 

Sustancia 
antimicrobiana 

Modelo evaluado Metodología Tiempo 
evaluado 

Conclusión 

(Zamani et 
al., 2010). 

PCL Metronidazol 
(MET) 

 
Evaluaron las 
propiedades físicas-
químicas de las 
nanofibras 

19 días La conductividad aumenta, mientras que la 
viscosidad y el diámetro de las nanofibras disminuye 
al aumentar las concentraciones de metronidazol. 
Reportaron una liberación sostenida de metronidazol 
de las nanofibras durante al menos 19 días. 

(Verma et 
al., 2012)  

PCL MET In vivo: surco 
gingival de 
individuos con 
periodontitis 

Medición de 
parámetros 
periodontales 

15 y 30 días  Las nanofibras con MET sirven como coadyuvante en 
la terapia de raspado y alisado radicular al disminuir 
los parámetros periodontales en los individuos con 
periodontitis crónica. 

(Chaturve
di et al., 
2013) 

PCL Doxiciclina 
(DOX) 

In vivo: surco 
gingival de 
individuos con 
periodontitis 

Medición de 
parámetros 
periodontales 

15 y 30 días La combinación de la terapia de alisado y raspado 
radicular más las nanofibras con DOX mejoran los 
parámetros periodontales (PD, PI y GI) de los 
individuos con periodontitis. 

(Bottino et 
al., 2014) 

PDS Ciprofloxacina 
(CIP) y MET 

In vitro:  
S. salivarius (S.s) y 
L. casei (L.c) 
(biopelícula). F. 
nucleatum (F.n) y 
A.a 

Viabilidad 
biopelículas de S.s y 
L.c sobre la 
nanofibras.  
Difusión en disco 
sobre F. n y A.a  

4 días No se detectó ningún efecto inhibitorio de los 
antibióticos probados sobre la formación de 
biopelículas de las bacterias orales comensales. Las 
nanofibras que contenían CIP inhibieron el 
crecimiento de F. nucleatum y 
A.actinomyctemcomitans (A.a). El porcentaje de 
liberación de CIP fue mayor (>90%) a los 7 días. 

(Münchow 
et al., 
2015) 

PCL y 
PCL/Gel 
(Gelatina 
tipo B de 

piel 
bovina) 

ZnO In vitro:   
P. gingivalis (P.g) y 
F. n 

Difusión en disco 5 días El ZnO en nanofibras de PCL/Gel puede ser útil para 
la inhibición de bacterias periodontopatógenas e 
incluso pueden aplicarse potencialmente para la 
regeneración de tejido y hueso, debido al estímulo de 
la viabilidad de células madre de pulpa dental 

(Ranjbar-
Mohamma
di et al., 
2016) 

PLGA-
Goma 

tragacanto 
(GT) 

Clorhidrato de 
tetraciclina 

(OTC) 

In vitro:  
S. aureus (S.a) y 
P. aeruginosa 
(P.a)  

Difusión en disco.  24 horas Las nanofibras inhibieron el crecimiento de S. aureus. 
La tasa de liberación de tetraciclina de las nanofibras 
de PLGA-GT aumentó con el incremento de la 
proporción de GT, y fue prolongada hasta por 75 días 
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(Deepak 
et al., 
2018) 

PVA-HA MET y  
MET-plata 

In vitro:  
P. a.  
In vivo:  
Surco gingival de 
ratas infectadas 
con P. a 

Conteo de UFC/Ml In vitro:  
24, 48 y 72 
horas.  
In vivo:  
2, 4 y 7 días 

El complejo metronidazol-plata con la matriz 
polimérica tienen una liberación in vitro constante. 
Los estudios in vitro e in vivo muestran una actividad 
antimicrobiana de amplio espectro del complejo MET-
plata y se demostró el potencial de la hidroxiapatita 
para rellenar los defectos periodontales.  

(Zupančič 
et al., 
2018) 

PCL MET, CIP y 
MET-CIP 

In vitro:  
E. coli (E.c),  
S. mutans (S.m), 
A.a, F.n y P.g 

Difusión en disco 1-5 días La hidrofobicidad de las nanofibras de PCL y su 
espesor son las características clave en la liberación 
prolongada de fármacos hidrofílicos. La liberación del 
MET se incrementó en las nanofibras con ambos 
antibióticos, las cuales mostraron mayor espectro de 
acción antibacteriana comparada a la acción de los 
antibióticos individuales.  

(Magalhãe
s Dias et 
al., 2019) 

PCL OTC y OTC con 
ZnO (OTCz) 

In vitro:  
Cultivo mixto de 
A.a, F.n, P.g y  
P. intermedia (P.i) 

Difusión en disco y 
Microdilución en 
caldo 

24 y 48 horas Las nanofibras de PCL con OTC y ZnO fueron más 
efectivas en la liberación de la OTC de manera 
sostenida hasta por 5 días. Sin efectos citotóxicos 
sobre células fibroblásticas y con actividad 
antimicrobiana contra el cultivo bacteriano mixto.  

(Zupančič 
et al., 
2019) 

Quitosán-
Óxido de 
polietileno 
(POE) y 

PCL 

CIP y MET In vitro:  
E.c y A.a 

Difusión en disco 24 horas Liberación sostenida de CIP y MET partir de 
nanofibras de doble capa permitió la inhibición del 
crecimiento de las bacterias evaluadas. 

(Budai-
Szűcs et 
al., 2020) 

PLA MET In vitro:  
F.n, P. micra 
(P.m),  
E. corrodens 
(E.co), A.a y P.i 

Difusión en disco Cada 24 
horas por 14 
días 

Las nanofibras fueron efectivas para inhibir el 
crecimiento de las bacterias, siendo más efectiva y 
prolongada la inhibición de las bacterias sensibles al 
antibiótico (F. nucleatum y P. intermedia) hasta por 
13 días. 

(Mirzaeei 
et al., 
2021) 

PCL-
PLGA 

MET y 
Amoxicilina 

(AMX) 

In vitro:  
E.c y S.a.  
Ensayo de 
liberación 
In vivo: 
Implantación 
subcutánea de las 
nanofibras en las 
ratas. 

In vitro:  
Difusión en disco.  
In vivo: análisis de 
nanofibras por 
HPLC. Análisis de 
tejido subcutáneo 
tratado con las 
nanofibras 

In vitro:  
24 horas.  
In vivo:  
1-14 días 

Las nanofibras con ambos antibióticos tuvieron 
actividad antimicrobiana contra E. coli y S. aureus. 
Las nanofibras pudieron liberar su contenido de 
fármaco de manera controlada y manteniendo una 
concentración adecuada liberada durante un período 
de 7 a 10 días en un modelo animal.  



150 

 

 
 
 

(Ho et al., 
2021) 

PDLLA AMX In vitro:  
S. sanguinis (S.sa) 
y P.g.  
In vivo:  
ratas con ligadura 
por 7 días 

In vitro:  
Microdilución en 
caldo.  
In vivo:  
Análisis de tejido 
gingival tratado con 
las nanofibras 

In vivo:  
24 horas y 5 
días.  
In vitro: 4 y 7 
días 

Las nanofibras de PDLLA-AMX inhibieron el 
crecimiento de S. sanguinis y P. gingivalis. 
Promovieron la viabilidad de las células de ligamento 
periodontal. En el modelo animal, las nanofibras de 
PDLLA-AMX redujeron la inflamación y aceleraron la 
reparación periodontal por el estímulo de la expresión 
de Colágeno tipo I en una etapa temprana. 

(Di Cristo 
et al., 
2022) 

PLA Quercetina: 
flavonoide 

In vitro:  
P.a, S.m. y 
Biopelícula 

Microdilución en 
caldo.  
Ensayo con cristal 
violeta y ensayo 
colorimétrico MTT  

9, 24, 48 y 96 
horas.   

Las nanofibras de PLA-Quercetina inhibieron el 
crecimiento de S. mutans, mas no de P. aeruginosa. 
La actividad anti-biopelícula fue demostrada al inhibir 
la formación de la biopelícula de cada bacteria 
después de 9 horas de incubación, con una reducción 
en la viabilidad de las biopelículas en un 50%. La 
actividad antimicrobiana se acompañó con la 
actividad antinflamatoria, demostrada mediante la 
disminución de la expresión de marcadores 

inflamatorios como IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF- en 

células Fibroblastos gingivales humanos 

 

Doce artículos evaluaron antibióticos de amplio espectro como sustancia antimicrobiana, uno evaluó ZnO y otro evalúo Quercetina, 

ninguno artículo evalúo antifúngicos o péptidos antimicrobianos. Un artículo sólo evalúo las propiedades físico-químicas de las 

nanofibras y no evalúo actividad antimicrobiana. Ocho artículos evaluaron PCL como el polímero de elección para realizar las 

nanofibras. Todos los artículos refieren una constante y prolongada liberación controlada de las sustancias antimicrobianas. Dos 

artículos determinaron si las nanofibras mejoraron los parámetros periodontales en individuos con periodontitis. Tres artículos utilizaron 

un modelo in vivo en ratas, dos de ellos evaluaron tejido gingival y uno evaluó citotoxicidad subcutánea. Ocho artículos usaron Difusión 

en disco, como el principal método para evaluar la actividad antimicrobiana de las nanofibras. A pesar que todos los artículos hicieron 

referencia al uso de las nanofibras para la terapia periodontal, solo dos artículos evaluaron la formación de biopelículas, sin embargo, 

ninguno utilizó un modelo de biopelícula polimicrobiano con bacterias periodontopatógenas y levaduras.  
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4.2.2 Prospección tecnológica 

Las tecnologías de administración de fármacos basadas en nanofibras, se han convertido en 

alternativas promisorias en el ámbito odontológico para proporcionar terapias antimicrobianas con 

concentraciones adecuadas de fármacos, dirigidos directamente al sitio de acción como el tejido 

periodontal. Entre los materiales de mayor interés para fabricar las nanofibras se encontró el 

polímero PCL junto a antibióticos de amplio espectro, como sustancias antimicrobianas de 

elección. Con el objetivo de evaluar el potencial tecnológico y describir el grado de madurez de 

las actuales innovaciones relacionadas con la fabricación de nanofibras para la aplicación en la 

terapia periodontal, fue realizado un estudio de prospección tecnológica de las nanofibras como 

sistema de liberación contralada de sustancias antimicrobianas, utilizando una plataforma 

internacional paga para la búsqueda y análisis de patentes Orbit Intelligence. Los parámetros de 

búsqueda se registraron en la tabla 3.  

Tabla 3. Parámetros de búsqueda de patentes 

Parámetros de 

búsqueda 

Datos 

Ecuación de búsqueda  "nanofiber" OR "electrostatic" "spinning" OR "electrospinning" 

AND “periodontitis 

Base de datos Orbit Intelligence 

Intervalo de tiempo 2002-2022 

Tipo de documentos Patentes 

Fecha de búsqueda  Noviembre 22 de 2022 

Resultados 191 familias de patentes 

 

En la figura 16 se ilustra la evolución de las aplicaciones o depósitos de las patentes en los últimos 

20 años, indicando la dinámica de inventiva del uso de nanofibras en la periodontitis. Entre los 

años 2003 y 2012 se observa una tendencia en el aumento exponencial de los depósitos de 

patentes indicando que se inició la exploración de tecnologías relacionadas con las nanofibras. 

Entre los años 2015 y 2018 se observa una estabilización del número de depósitos de patentes, 

que puede estar explicado por la estabilización de los presupuestos de I+D, lo que conduce a un 

flujo de solicitudes de patentes más o menos constante sin demasiada selectividad en la solicitud 

de patentes. En el año 2019 hay un incremento sustantivo en el depósito de las patentes, sin 
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embargo, se hace evidente que a partir de 2020 hay una disminución en el número de patentes 

registradas, que puede estar asociada a la disminución sustancial en los presupuestos de I+D o 

propiedad intelectual. Además de esto, debido a la pandemia se puede inferir que parte de los 

recursos fueron utilizados para suplir las demandas que acarreo la pandemia que comenzó en 

este año. 

Es así que en los últimos 20 años se evidenciaron diferentes tipos de perfiles relacionados con el 

interés del uso de nanofibras en la periodontitis.  El sector con un crecimiento exponencial fue 

indicativo de la competitividad para depositar una patente. El sector con crecimiento lineal mostró 

un interés continuo de los solicitantes en el campo y es un signo de madurez del campo de 

invención. Por el contrario, la disminución del número de solicitudes presentadas, fue indicativo 

de la desvinculación de los solicitantes en el campo. Vale aclarar que los picos y valles en el 

número de solicitudes presentadas, pueden estar relacionados a los presupuestos de I+D o 

cambios económicos.  

Figura 16. Depósito de patentes en los últimos 20 años. 

(Tomado de Questel by Orbit Intelligence) 
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Se identificaron los solicitantes que ya se retiraron del sector por abandono o caducidad de las 

patentes, y aquellos que aún están activos con solicitudes y/o patentes concedidas aún vigentes 

(Figura 17). Los principales aplicantes con solicitudes y/o patentes concedidas son instituciones 

universitarias como la Universidad de Michigan, Dartmouth College, MIT, Universidad de 

California y Universidad Zhejiang. En cuanto a empresas privadas, se destaca Credentis por ser 

la principal compañía con solicitudes y patentes concedidas. Esta compañía suiza desarrolla y 

comercializa nuevos sistemas de remineralización de esmalte y dentina para el tratamiento de 

lesiones de caries y enfermedades relacionadas. 

 

 

Figura 17. Principales solicitantes según el estado legal de las patentes.  

(Tomado de Questel by Orbit Intelligence)   
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Fueron identificados los principales países depositantes de patentes, donde se resalta China (69) 

y Estados Unidos (66), como los mayores depositantes de las familias de patentes a nivel 

mundial. Brasil (11), Mexico (11), Chile (3) y Colombia (3) son los países latinoamericanos con 

mayores depósitos de patentes. Se demuestra la estrategia de protección de los solicitantes, 

permitiendo identificar los mercados objetivo que deben protegerse (Figura 18). 

 

Figura 18. Patentes activas protegidas en las distintas Oficinas nacionales 

(Tomado de Questel by Orbit Intelligence)   

 

 

Los principales códigos IPC de las patentes que se analizaron se identifican en la figura 19. Aquí 

se resaltan las principales tecnologías protegidas en el conjunto de documentos encontrados, de 

tal forma que permite la identificación de las áreas temáticas en las que se puede buscar 

protección de las nanofibras para el tratamiento de la periodontitis 
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Figura 19. Distribución de los principales códigos IPC contenidos en las patentes 

 (Tomado de Questel by Orbit Intelligence) 

 

 

Análisis tecnológico:  

De acuerdo a los resultados de la búsqueda de patentes, no se encontraron registros de 

nanofibras con AMB, LfcinB (21-25)pal (P61) y ZnO para la inhibición de biopelículas 

polimicrobianas disbióticas asociadas a la periodontitis, por lo tanto, se establece el siguiente 

análisis de la tecnología propuesta en esta tesis doctoral, definiendo la idea tecnológica, recurso 

y beneficios, y sus aspectos innovadores.  

 

Idea tecnológica:  

Uso de nanofibras de PCL:PLGA cargadas de AMB, LfcinB (21-25)pal (P61) y ZnO, de liberación 

sostenida con actividad anti-biopelícula para el tratamiento de la periodontitis. 

 

Códigos IPC 

A61B Diagnóstico; Cirugía; Identificación 

A61F Filtros implantables en los vasos sanguíneos; vendas, apósitos 
o almohadillas absorbentes; botiquines de primeros auxilios 

A61K Preparaciones para fines médicos, dentales o de inodoro  

A61L Métodos o aparatos para esterilizar materiales u objetos en 
general  

A61N Electroterapia; magnetoterapia; radioterapia; terapia de 
ultrasonido 

A61P Actividad terapéutica específica de los compuestos químicos o 
preparados medicinales 

B82Y Usos específicos o aplicaciones de las nanoestructuras; 
medición o análisis de nanoestructuras; fabricación o 
tratamiento de nanoestructuras  
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Recursos y beneficios: 

• Actividad antimicrobiana contra biopelículas polimicrobianas disbióticas, con baja 

actividad citotóxica. 

• Protección contra la inactivación de los agentes antimicrobianos en la cavidad oral. 

• Eficacia para la administración sostenida de los agentes antimicrobianos in situ en la 

cavidad oral. 

• Biocompatibilidad y biodisponibilidad. 

Aspectos innovadores de la tecnología: 

• Uso sinérgico de la Anfotericina B como un agente antimicrobiano que inhibe el 

crecimiento de bacterias y levaduras, junto a la LfcinB (21-25)pal (P61), péptido 

antimicrobiano y ZnO como coadyuvante en la inhibición de la biopelícula y liberación 

sostenida. 

• Sistema de liberación adaptable para el tratamiento de la periodontitis in situ. 
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5. DISCUSIÓN GENERAL 

 

La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria crónica multifactorial que es causada 

por la presencia de comunidades microbianas patógenas, denominadas microbiota disbiótica, 

organizadas en biopelículas polimicrobianas estratificadas (Haffajee et al., 2008; Ximenez-Fyvie 

et al., 2000b), que provocan una respuesta inflamatoria crónica del tejido periodontal, resultando 

en la formación de bolsas periodontales, pérdida progresiva de la inserción periodontal con 

destrucción de los tejidos blandos y duros de soporte periodontal y posterior pérdida de los  

dientes (Hajishengallis & Korostoff, 2017). En los últimos años, enfermedades y trastornos 

sistémicos como la apnea obstructiva del sueño (AOS) se han relacionado con la periodontitis 

(Bianchi et al., 2022; Khodadadi et al., 2022). La AOS es un trastorno respiratorio del sueño, 

causado por la interacción de factores genéticos con factores anatómicos obstructivos, 

neuromusculares o inflamatorios que obstruyen las vías respiratorias, bloqueando el paso del aire 

(Ralls & Grigg-Damberger, 2012). Este trastorno ocurre cuando los tejidos blandos alrededor de 

la vía aérea superior colapsan, parcial (hipopnea) o completamente (apnea), obstruyendo el flujo 

de aire a pesar del aumento del esfuerzo ventilatorio (West & Turnbull, 2018). 

La prevalencia de la periodontitis y la AOS se ha reportado en diferentes estudios alrededor del 

mundo desde 2009 hasta el presente año. A pesar que han sido realizados en diferentes zonas 

geográficas (Australia, Corea, Estados Unidos, Colombia, Turquía, Croacia y Países bajos), 

reportan resultados similares, al determinar que la periodontitis es común en pacientes que tienen 

AOS, indicando prevalencias entre el 60 y 96% (Cuervo et al., 2016; Gamsiz-Isik et al., 2017; 

Gunaratnam et al., 2009; Keller et al., 2013; Sanders et al., 2015; Seo et al., 2013; Verhelst et al., 

2022). Además, los estadios III y IV de periodontitis son los más frecuentes en pacientes con AOS 

severa (Stazić et al., 2022). Estos resultados concuerdan con la condición presentada por los 

pacientes evaluados en este estudio. El 75% de los pacientes que tenían AOS severa, sufrían de 

periodontitis estadio III. 

Numerosos estudios sistemáticos y de meta-análisis han propuesto varias causas plausibles para 

la relación entre la periodontitis y la AOS: 1. La hipoxia intermitente puede proporcionar las 

condiciones para la inflamación sistémica y el estrés oxidativo. 2) La sequedad de la boca 

provocada por la respiración abierta prolongada, puede impedir que el flujo de saliva limpie la 

mucosa oral, acelerando el desarrollo de la periodontitis. 3) El pH disminuye, lo que puede estar 
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fomentando la colonización microbiana y, en consecuencia, el desarrollo y acumulación de placa 

dental. 4) La composición y la ecología de la microbiota oral pueden verse influenciadas por la 

inflamación asociada con la AOS y la disminución intermitente de la oxigenación, promoviendo el 

desarrollo de la periodontitis. Y 5) Tanto la AOS como la periodontitis están asociadas con la 

inflamación sistémica, otro factor que explicaría la conexión entre estas dos condiciones (Bianchi 

et al., 2022; Khodadadi et al., 2022).  

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y la alta prevalencia de periodontitis en pacientes con 

AOS, el objetivo del presente trabajo fue evaluar un sistema de liberación controlada de fármacos 

(nanofibras) de un antifúngico, Anfotericina B (AMB), un péptido antimicrobiano palindrómico, 

Lactoferricina Bovina (LfcinB (21-25)pal), (nombrado “P61”) y óxido de zinc (ZnO) para inhibir la 

formación de biopelículas polimicrobianas in vitro relacionadas con Periodontitis asociada a 

Apnea Obstructiva del Sueño, con el fin de proponer una alternativa de tratamiento. Para ello, se 

propuso en una primera fase, caracterizar la microbiota oral de pacientes con periodontitis y con 

AOS, comparada con aquellos que no tienen estas condiciones, con el fin de establecer un perfil 

microbiológico, así como, cuantificar y comparar la concentración de citocinas proinflamatorias, 

con el fin de comprender los posibles mecanismos microbiológicos e inmunológicos involucrados 

en la relación entre la periodontitis y la AOS. En una segunda fase, el trabajo se enfocó en 

establecer una biopelícula polimicrobiana in vitro relacionada con la microbiota caracterizada en 

los pacientes con periodontitis y AOS, desarrollar nanofibras como sistemas de liberación 

controlada de AMB, LfcinB (21-25)pal (P61) y ZnO, para inhibir las biopelículas polimicrobianas 

establecidas. Y una última fase, fue desarrollada para realizar un análisis tecnológico del uso de 

las nanofibras cargadas de AMB, LfcinB (21-25)pal (P61) y ZnO para la aplicación en la terapia 

periodontal en pacientes con AOS. 

Los datos clínicos obtenidos de los pacientes evaluados en el presente trabajo, también 

permitieron conocer como está afectada su salud oral. Entre los parámetros periodontales 

evaluados se destacó un aumento en el porcentaje de biopelícula en los pacientes con 

periodontitis, con AOS y con ambas condiciones, respecto a los pacientes sanos (p<0.05), lo que 

concuerda con la relación significativa entre la presencia de AOS y el porcentaje de biopelícula 

reportado por Loke y colaboradores en el 2015 (p=0.037) (Loke et al., 2015) y por Gamsiz-Isik y 

colaboradores en el 2017 (p<0.001) (Gamsiz-Isik et al., 2017). Además, en el presente estudio, 

la profundidad de sondaje (PD> 4 mm) y el sangrado al sondaje (BOP%) aumentaron 

significativamente en pacientes que solo tenían AOS en comparación con los pacientes sanos, 
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resultados similares a los obtenidos por Seo y colaboradores en el 2013, quienes determinaron 

que la PD >4 mm (p<0,005) y el nivel de inserción clínica (CAL>6 mm) (p<0,008) eran 

significativamente mayores en pacientes con AOS (Seo et al., 2013). Estas evidencias sugieren 

que la condición de AOS y su fisiopatología podrían ser un factor de riesgo para la progresión de 

la periodontitis. 

Por otro lado, el perfil microbiológico en la periodontitis está muy bien reconocido por la presencia 

de bacterias denominadas periodontopatógenas, las cuales pueden desencadenar una respuesta 

inflamatoria por sí solas, como es el caso de P. gingivalis (Lamont et al., 2018). Otras bacterias 

como Prevotella intermedia, Tanarella forsythia, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans y Capnocytophaga spp. (Colombo & Tanner, 2019; Haffajee et al., 2008; 

Ximenez-Fyvie et al., 2000b), también son asociadas como bacterias causantes de la 

periodontitis. Dichas bacterias pueden organizarse en biopelículas, cuya patogenicidad está 

influenciada por diferentes factores como el microambiente, los factores de virulencia de las 

bacterias presentes y su abundancia (Ximenez-Fyvie et al., 2000a, 2000b). Para comprender el 

papel que cumplen estas bacterias en las biopelículas orales, fueron clasificadas en  seis 

complejos microbianos de colores (S. Socransky & Haffajee, 2002): Complejo amarillo: 

constituido por especies de Streptococcus, considerados colonizadores pioneros, anaerobios 

facultativos, acidófilos y fermentadores lácticos; complejo azul:  conformado por especies de 

Actinomyces, íntimamente asociados con el anterior mediante coagregación; Complejo púrpura: 

comprende bacterias del género Veillonella, asociadas a las anteriores, una vez consumido el 

oxígeno en la biopelícula; Complejo verde: compuesto de anaerobios característicos de 

biopelículas maduras, que incluye géneros como Capnocytophaga spp. y Eikenella spp.; 

Complejo naranja: comprende las bacterias de los géneros Fusobacterium spp., Prevotella spp., 

Campylobacter spp., Parvimonas spp., las cuales ocupan las zonas más profundas de la placa, 

consideradas bacterias “puente” entre los primeros colonizadores y las bacterias características 

de biopelículas patógenas maduras; y por último, el complejo rojo: compuesto por P. gingivalis, 

T. forsythia, y T. denticola, denominadas periodontopatógenas, las cuales son invasivas en 

contacto con la mucosa oral y están relacionadas estrechamente con la respuesta inflamatoria.  

Ahora bien, cada vez emergen nuevos estudios, donde se ha determinado la participación de 

otros microorganismos en el desarrollo de esta enfermedad, como es el caso de  

Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa (Fujii et al., 

2009), e incluso levaduras del género Candida spp. (Vieira Colombo et al., 2016). Estos 
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microorganismos no están clasificados en los complejos de colores, ni se ha establecido su papel 

en la microbiota oral. 

La composición de la microbiota oral difiere significativamente entre individuos que tienen AOS y 

aquellos que no, con la presencia de patógenos periodontales específicos. Los individuos con 

AOS pueden albergar cantidades más altas de patógenos periodontales, particularmente en AOS 

severa, en comparación con los individuos sin AOS o con AOS leve/moderada. Esto lo ha 

demostrado la limitada literatura publicada acerca de la microbiota oral en individuos con AOS, la 

cual ha determinado la presencia e incremento de géneros periodontopatógenos, como 

Fusobacterium, Tanarella, Porphyromonas, Prevotella, Corynebacterium, Treponema  e incluso 

otros géneros como Neisseria, Scardovia y Gemella (X. Chen et al., 2022; Y. Chen et al., 2021; 

Jia et al., 2020; Ko et al., 2019; Nizam et al., 2016). A partir de estos hallazgos se sugiere que la 

AOS y sus condiciones como la respiración por la boca y la sequedad oral, serían características 

que podrían contribuir a las diferencias en la ecología microbiana, influyendo en la aparición y/o 

progresión de enfermedades orales, como la periodontitis. (Nizam et al., 2016). 

A pesar de los límites que conlleva el haber realizado la identificación microbiana mediante el uso 

de MALDI-TOF-MS, que por el cual solo se identifican microorganismos cultivables, es importante 

destacar que los resultados del presente estudio, son comparables y soportan la hipótesis que la 

AOS influye en la colonización de una microbiota disbiótica potencialmente infecciosa en la 

cavidad oral, como otros autores lo plantean según sus resultados. 

Es así que, en la primera fase del presente trabajo, para facilitar la caracterización de la microbiota 

oral en pacientes con periodontitis y con AOS, se realizó un análisis agrupando los 

microorganismos identificados en los complejos microbianos establecidos por Socransky, 

adicionando tres categorías Candida spp., Lactobacillus spp. y Otros microorganismos o 

“microorganismos crípticos”, los cuales rara vez se consideran patógenos orales significativos y 

no se han categorizado previamente, ni están conectados con enfermedades en la cavidad oral. 

Se logró determinar una mayor frecuencia relativa de los complejos de microbianos, Amarillo, 

Azul, Verde, Naranja y Rojo en la placa subgingival y del complejo Púrpura, Candida spp, 

Lactobacillus spp. y otros microorganismos en saliva; resultados que concuerdan con el modelo 

de biopelícula establecido por diferentes autores (Haffajee et al., 2008; Lasserre et al., 2018), 

donde hay mayor presencia de microorganismos anaerobios estrictos en la placa dental, en 

procesos infecciosos como la periodontitis, favorecidos por el aumento de los niveles CO2. 
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Aunque se evidenció que los complejos y categorías de microorganismos están en todos los 

grupos de pacientes evaluados, se destacó una mayor diversidad microbiana en los pacientes 

que sufren de ambas condiciones, con diferentes porcentajes de presencia de los 

microorganismos, incluso con diferencias según la muestra evaluada (saliva, placa subgingival o 

surco gingival), planteando una posible “modulación” de los microorganismos presentes 

dependiendo del estado de salud o enfermedad (Curtis et al., 2020; Sigmund S Socransky & 

Haffajee, 2005). Se concluyó que bacterias periodontopatógenas del complejo naranja, como 

Prevotella melaninogenica y la levadura Candida albicans, posiblemente están alterando la 

microbiota oral cultivable de los pacientes con periodontitis y AOS en términos de diversidad, 

posiblemente aumentando la gravedad de la enfermedad periodontal. El vínculo entre las 

levaduras y las bacterias periodontopatógenas podría ayudar a explicar por qué las personas con 

AOS severa tienen un riesgo tan alto de periodontitis estadio III. Esto nos lleva a plantearnos una 

nueva hipótesis y es que en presencia de ambas condiciones, C. albicans pueda ser más 

patógena (Kuriyama et al., 2003) y tener un comportamiento que permita la colonización de dichas 

bacterias periodontopatógenas, como se demuestra en estudios in vitro, donde esta levadura 

modula el microambiente, generando ambientes anóxicos, favoreciendo el crecimiento de 

bacterias anaerobias estrictas y promoviendo sinérgicamente la formación de biopelículas 

disbióticas (Diaz et al., 2012; Fox et al., 2014; Sztukowska et al., 2018) 

Adicionalmente, el presente estudio reveló la existencia de microorganismos crípticos y confirma 

que algunos de ellos están conectados a un perfil microbiano de salud mientras que otros están 

más conectados a un perfil microbiano de enfermedad. Mientras que Gemella spp. se relacionó 

a un perfil sano, Cutibacteria spp. (Bernard et al., 2018), Propionibacterium spp (Emery et al., 

2017; Leheste et al., 2017) y Bifidobacterium spp (Wu et al., 2020) estaban relacionados a los 

perfiles de enfermedad, periodontitis y AOS. Se descubrió que el perfil de la enfermedad contenía 

microorganismos que podrían clasificarse como posibles patógenos y pueden tener un papel en 

la interacción entre la AOS, la periodontitis y otros trastornos crónicos clínicamente significativos 

o enfermedades infecciosas sistémicas, los cuales han sido previamente propuestas como 

factores de riesgo comunes para periodontitis y AOS. No obstante, comprender la función de los 

posibles patógenos en la microbiota oral requerirá más investigación. 

En cuanto al perfil inflamatorio de los pacientes con periodontitis y AOS, se determinó un aumento 

de la IL-1β y IL-6 en saliva de pacientes con periodontitis y ambas condiciones, datos similares 

fueron reportados por Nizam y colaboradores en 2014 (Nizam et al., 2014). Estos datos se 
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correlacionaron positivamente con el índice de placa (PI) en los pacientes con ambas 

condiciones, y el BOP% y el PI en pacientes que solo tienen AOS. También se evidenció un 

aumento de la IL-6 en FCG en pacientes con solo AOS y con ambas condiciones. Cabe resaltar 

que este es el primer reporte del aumento de IL-6 en FCG de pacientes con periodontitis y AOS. 

Datos que complementan los resultados del aumento de IL-1β en FCG, reportados por Gamsiz-

Isik (Gamsiz-Isik et al., 2017).  

Al mismo tiempo, el presente estudio reporta por primera vez altas concentraciones de IL-17A en 

FCG en pacientes con AOS, y con periodontitis y AOS, con una correlación positiva con PD y 

BOP% en ambos grupos de pacientes. La IL-17A es secretada por las células T helper-17 (células 

TH17), que tienen una acumulación oral homeostática en presencia de IL-6. Sin embargo, la 

proliferación de células TH17 asociada a la periodontitis requiere de IL-6 e IL-23 (Dutzan et al., 

2018) para aumentar la producción de IL-17A. Esta citocina tiene potentes propiedades 

osteoclastogénicas e inflamatorias de destrucción ósea debido a su capacidad para estimular la 

expresión de RANKL en los osteoblastos porque media en la destrucción del tejido conectivo al 

inducir la expresión de las metaloproteinasas de matriz -3, -9 y -13 (MMP-3, 9, 13) en fibroblastos 

(Hajishengallis & Korostoff, 2017). 

Es importante destacar, que diferentes estudios han demostrado un aumento significativo de los 

niveles de IL-23 en suero de pacientes con solo AOS, y esta tiene una correlación positiva con el 

IAH y la proteína C reactiva (PCR) (Can & Guven, 2016; Huang et al., 2016), lo que sugiere que 

niveles elevados de IL-23 en los pacientes con AOS podrían estimular la producción de citocinas 

proinflamatorias por parte de las células TH17, como la IL-17A, que está involucrada en el 

desarrollo de la periodontitis (Dutzan et al., 2018). 

Además, el presente estudio encontró concentraciones más bajas de IL-33 en saliva en todos los 

grupos de pacientes, mientras que Nizam y colaboradores (2014) encontraron que las 

concentraciones de IL-33 en saliva eran más altas en pacientes con AOS, independientemente 

de la gravedad de la AOS (Nizam et al., 2014). Sin embargo, los niveles de IL-33 en GCF en el 

presente estudio fueron mayores en pacientes con AOS y con ambas condiciones, con 

correlaciones positivas con parámetros periodontales en PD en AOS y PD y BOP% en 

periodontitis y AOS. En la periodontitis, la expresión de IL-33 en las células epiteliales gingivales 

y del tejido conjuntivo actúa como una alarma del daño tisular para el sistema inmunitario, 

induciendo la expresión de RANKL y desencadenando el reclutamiento de células B y T que 
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expresan RANKL (Lapérine et al., 2016; Medara et al., 2021). Sozer y colaboradores (2018) 

reportaron concentraciones séricas de IL-33 significativamente más altas en pacientes con AOS, 

y plantearon la hipótesis de que la AOS influye en los niveles de IL-33 y está involucrada en la 

inflamación sistémica producida en la AOS (Sozer et al., 2018). De igual forma, Nizam y 

colaboradores (2014) también han demostrado niveles elevados de IL-33 en saliva de pacientes 

con AOS (Nizam et al., 2014). Estos hallazgos pueden ayudar a explicar la relación bidireccional 

entre la periodontitis y la AOS, que resulta de su comorbilidad, donde la presencia de una 

condicion puede causar que el otra se vuelva más inflamatoria. Ambas condiciones aumentan la 

presencia de IL-17A e IL-33, las cuales activan la osteoclastogénesis mediada por el eje 

RANKL/OPG, provocando la reabsorción ósea periodontal (Patil & Desai, 2014; Sirisereephap et 

al., 2022). 

Con respecto a los niveles de TNF- en AOS, investigaciones anteriores encontraron que tanto 

los pacientes con AOS como los individuos sanos tenían las mismas cantidades de TNF- en 

FCG (Gamsiz-Isik et al., 2017), saliva (Nizam et al., 2016) y plasma (Huang et al., 2016). Por el 

contrario, otra investigación encontró una fuerte relación entre el TNF- y los indicadores de la 

gravedad de la AOS y la desaturación de oxígeno, entre los pacientes con AOS recientemente 

diagnosticados (Minoguchi et al., 2004; Wali et al., 2021). Según los hallazgos actuales, con la 

excepción de las personas que solo tenían periodontitis, los pacientes con AOS y con ambas 

condiciones tenían niveles igualmente bajos de TNF- en la saliva. Por el contrario, los niveles 

de TNF- en FCG fueron más altos en pacientes sanos. Dada la doble función del TNF- como 

mediador inflamatorio, estos hallazgos muestran que aún existe una discrepancia en la 

determinación de los niveles de TNF- en pacientes con periodontitis asociada a AOS. Esta 

discrepancia puede explicarse por variaciones en las características demográficas y clínicas de 

los individuos. Por lo tanto, se requieren más investigaciones para establecer un vínculo entre los 

niveles de TNF- en saliva, FCG, suero y la condición periodontal en AOS evaluados 

simultáneamente en los mismos pacientes. 

Es así que IL-1β, IL-6, IL-17A, e IL-33 pueden considerarse biomarcadores de ambas 

condiciones, destacando la asociación entre IL-33 y periodontitis en estadio IV. Nuestros 

resultados sugieren que existe un diagnóstico potencial de asociación entre individuos con AOS 

y periodontitis. Las personas con AOS deberían someterse a un examen periodontal periódico; y 

las personas con periodontitis deberían hacerse un estudio del sueño para determinar la AOS. 
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Ahora bien, la presencia de Candida spp. en la microbiota oral de  los pacientes con periodontitis 

y AOS (Tellez Corral et al., 2022) bien podría ser responsable de los altos niveles de IL-17A e IL-

33 en FCG, empeorando la enfermedad periodontal. Estudios previos han informado el papel de 

la IL-17A y la IL-33 en respuesta a infecciones sistémicas por Candida albicans, promoviendo la 

inmunidad antifúngica (Conti & Gaffen, 2015; Park et al., 2016); sin embargo, otros autores han 

descrito la función proinflamatoria de estas citocinas, demostrando cómo la IL-33 estimula la 

producción de otras citocinas como IL-1β e IL-6 (Gabryelska et al., 2019), y cómo la presencia de 

una microbiota disbiótica provoca un aumento de IL-17A, la cual desencadena el proceso 

osteoclastogénico (Gaffen & Moutsopoulos, 2020). 

Es así que, a partir de estos resultados, se desarrolló la segunda fase del presente trabajo, 

seleccionando un conjunto de microorganismos para establecer una biopelícula polimicrobiana in 

vitro para evaluar nanofibras de PCL/PLGA cargadas de AMB, P61 y ZnO. Se eligieron diez 

microorganismos: S. salivarius, S. gordonii, A. odontolyticus, V. parvula, F. nucleatum, P. 

melaninogenica, P. gingivalis, C. albicans, L. paracasei y C. granulosum, para obtener 

biopelículas maduras a las 72 horas, siguiendo los parámetros de Sánchez y colaboradores 

(Sánchez et al., 2011). Por otro lado, se elaboraron las nanofibras utilizando dos polímeros 

aprobados por la FDA, reconocidos por ser biodegradables, no tóxicos, biocompatibles, que al 

ser mezclados presentan mayores propiedades hidrofílicas, con mejores propiedades mecánicas, 

una mayor eficacia en la liberación controlada de fármacos (Gao et al., 2019; Garzón et al., 2022; 

Pawlik et al., 2019), y son utilizados en la realización de nanofibras para el tratamiento in situ de 

enfermedades de la cavidad oral, ya que ofrece la posibilidad de recargar varios fármacos o 

sustancias con actividad biológica, tiene una fácil adaptación en los sitios requeridos, de mejor 

absorción y adecuadas para las condiciones de la cavidad oral (Y. Wang et al., 2021). Además, 

su proceso de fabricación es reproducible y de bajo costo (Garzón et al., 2022). 

Las nanofibras de PCL/PLGA elaboradas en el presente trabajo, exhibieron un aspecto similar, 

de textura suave, buena estabilidad mecánica y fácil manipulación, con una estabilidad térmica 

hasta los 350°C, sin cambios sustanciales al agregarse AMB, o ZnO, resultados similares a los 

obtenidos por Magalhães et al. y Souza, et al. (Magalhães Dias et al., 2019; Souza et al., 2018). 

Todas las nanofibras, a excepción de la que contenía P61-ZnO (Nf 4) y AMB-P61-ZnO (Nf 6) 

mostraron un carácter hidrofílico, posiblemente por la mezcla de P61 e incluso ZnO, el cual ha 

demostrado disminuir la hidrofobicidad de nanofibras de PCL, a concentraciones de 5 y 15% 

peso/peso (Münchow et al., 2015). Además, la distribución del diámetro de las nanofibras fue 
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relativamente homogénea (de 233 a 533 nm). Sin embargo, fueron observados pequeños 

gránulos, posiblemente formados por la presencia de AMB y P61, como ya fue reportado por 

Souza y colaboradores, en nanofibras de PLGA con AMB (diámetro promedio: 638 + 94 nm) y 

Román y colaboradores, en nanofibras de Pullulan con LfcinB (21-25)pal (200-300 nm) (Román et 

al., 2019). No obstante, al incorporar ZnO, se redujo el diámetro de fibra promedio, en 

comparación de las nanofibras libres de ZnO. Estos resultados concuerdan con otros autores, los 

cuales determinaron una reducción del diámetro de las nanofibras tras la incorporación de 

partículas de ZnO (Magalhães Dias et al., 2019; Münchow et al., 2015). 

Las nanofibras elaboradas son ligeramente citotóxicas sobre fibroblastos de ligamento 

periodontal humano, sin embargo, se consideraron citocompatibles con una viabilidad mayor al 

50% (Münchow et al., 2015). Sorpresivamente, la viabilidad celular mejoró con el tiempo de 

exposición a los eluatos de las nanofibras. Este resultado podría explicarse por la presencia de 

AMB, P61 y ZnO, que podrían estimular el crecimiento celular. Se ha informado que la viabilidad 

y la osteodiferenciación de las células madre del ligamento periodontal están soportadas por la 

presencia de partículas de ZnO, sin afectar negativamente sus características de 

biocompatibilidad (Nasajpour et al., 2018). No obstante, estos resultados deben ser verificados 

por otros métodos como el ensayo de apoptosis por Anexina V, para determinar si AMB y/o P61 

pueden estar estimulando la viabilidad celular.  

En cuanto a la actividad antimicrobiana, mediante la prueba difusión en disco se demostró que 

las nanofibras cargadas con AMB (Nf 1), AMB-ZnO (Nf 2), AMB-P61 (Nf 5) y AMB-P61-ZnO (Nf 

6) son capaces de inhibir el crecimiento y la viabilidad del conjunto de microrganismos evaluados, 

indicando una potencial sinergia entre las sustancias. Incluso, las nanofibras en combinación con 

ZnO, incrementaron su efecto inhibitorio. En cambio, las nanofibras de P61 (Nf 3) y P61-ZnO (Nf 

4), no tuvieron resultados positivos en la inhibición, a pesar que el P61 tiene actividad 

antimicrobiana reportada (Vargas Casanova et al., 2017). Estos resultados pueden ser atribuibles 

a la concentración disponible del péptido dentro de las nanofibras o a la poca difusión del péptido 

sobre el agar.  Sin embargo, mediante el ensayo Microdilución en caldo, las nanofibras 

demostraron tener mayor actividad antimicrobiana, incluso las nanofibras con P61 y P61-ZnO 

disminuyeron la viabilidad microbiana en un 25% a las 48 horas de exposición, efecto que puede 

ser atribuible a la mayor difusión de los compuestos en el medio de cultivo utilizado. De igual 

forma la nanofibra con AMB-ZnO (Nf 2) mostró actividad, mejorando los resultados obtenidos por 

la nanofibra solo con AMB, lo que demuestra que en este caso el ZnO, mejoró la actividad de la 
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AMB, como un efecto sinérgico, incluso permitiendo una mayor difusión del antifúngico. Esta 

última hipótesis debe ser validada por pruebas de liberación, sin embargo, resultados publicados 

por Magalhães y colaboradores, demostraron que las nanofibras cargadas de Oxitetraciclina 

(OTC) y ZnO aumentan su capacidad de liberación con respecto a las nanofibras cargadas de 

solo OTC (Magalhães Dias et al., 2019).  Por otro lado, la nanofibra con AMB-P61 (Nf 5) no 

disminuyeron la viabilidad como era lo esperado, teniendo en cuenta que las nanofibras con 

ambos compuestos por separado disminuyeron la viabilidad de los microorganismos. No 

obstante, las nanofibras con AMB-P61-ZnO (Nf 6) si disminuyó la viabilidad, probablemente por 

la acción sinérgica con el ZnO. 

En cuanto a la actividad antimicrobiana de la nanofibra cargada con ZnO (Nf 7) no fue demostrada 

por la prueba de difusión en disco, por el contrario, esta nanofibra mostró actividad antimicrobiana 

por el método de Microdilución, reduciendo en un 15% la viabilidad de los microorganismos 

mixtos. Resultados similares demostraron actividad antibacteriana de nanofibras cargadas con 

partículas de ZnO contra A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis y P. intermedia, 

mediante la prueba Microdilución en caldo (Magalhães Dias et al., 2019) y P. gingivalis y F. 

nucleatum mediante la prueba difusión en disco (Münchow et al., 2015). 

A partir de estos resultados se seleccionaron las nanofibras 1, 2, 5 y 6 para evaluar la actividad 

anti-biopelícula, usando la técnica CLSM, con la cual se cuantifica la viabilidad microbiana en 

función de la integridad de la membrana celular.  

La nanofibra cargada con AMB-P61-ZnO (Nf 6) demostró tener mayor actividad anti-biopelícula 

comparada con las otras nanofibras, y aumentando su actividad con el tiempo de exposición 

disminuyendo un 40% la viabilidad de la biopelícula las 72 horas. No obstante, la nanofibra 

cargada con AMB-ZnO (Nf 2) sigue presentando actividad antimicrobiana, incluso mucho mejor 

que la que presenta la nanofibra cargada con AMB (Nf 1), esto puede deberse a la presencia de 

ZnO, como se mencionó anteriormente. Por otro lado, la nanofibra cargada con AMB-ZnO (Nf 5) 

tiene mejores resultados con un mayor tiempo de exposición (72 horas). 

Existe evidencia limitada sobre la actividad anti-biopelícula contra biopelículas polimicrobianas, 

que incluyen levaduras y bacterias como patógenas periodontales. La mayoría de las 

investigaciones que se han reportado sobre el uso de nanofibras para la terapia periodontal 

evaluaron la actividad antimicrobiana de nanofibras cargadas de antibióticos de amplio espectro, 

como Metronidazol, Doxiciclina, Tetraciclina y Ciprofloxacina, contra bacterias planctónicas no 
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relacionadas usualmente con la periodontitis, como P. aeruginosa, S. aureus, y E. coli. 

Adicionalmente, determinan que dichas nanofibras pueden ser usadas para tratamientos 

periodontales, sin evaluar la actividad anti-biopelícula (Deepak et al., 2018; Mirzaeei et al., 2021; 

Ranjbar-Mohammadi et al., 2016). Ahora bien, teniendo en cuenta los antecedentes de la 

presencia de levaduras participando en las biopelículas relacionadas con periodontitis, la 

propuesta del trabajo cobra importancia, debido a que se plantea el uso de un antifúngico y un 

péptido antimicrobiano, capaces de inhibir biopelículas polimicrobianas, que incluyan bacterias y 

levaduras.  

El estudio actual mostró actividad antimicrobiana y anti-biopelícula de nanofibras de PCL/PLGA 

cargadas de AMB, P61 y ZnO contra microorganismos relacionados a periodontitis y AOS, con 

baja citotoxicidad. Según el mapeo tecnológico y la prospección tecnológica realizada, estas 

nanofibras pueden ser una estrategia potencial para el tratamiento local de la periodontitis, con 

el objetivo de ser aplicadas en personas con apnea obstructiva del sueño y por ende ayudando a 

disminuir los casos de periodontitis en personas que sufren este trastorno respiratorio. 
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6. CONCLUSIONES 

 

• La asociación entre periodontitis y AOS se evidenció al compartir factores de riesgo como 

comorbilidades, siendo los más afectados los hombres. Hubo una mayor prevalencia de 

periodontitis estadio III y AOS severa.  

 

• La microbiota oral de los pacientes con periodontitis y AOS, se alteró en términos de 

diversidad y aumento de microorganismos como bacterias de los complejos naranja y rojo, 

y Candida spp., siendo Candida albicans la especie más prevalente. Se destaca que esta 

levadura se correlacionó positivamente con la periodontitis. Además, estos 

microorganismos se correlacionaron positivamente con el porcentaje de biopelícula. 

 

• Los niveles de IL-1β e IL-6 en saliva, e IL-6, IL-17A e IL -33 en GCF se aumentaron en 

individuos con periodontitis y AOS. Aunado a esto, la microbiota disbiótica podría causar 

un aumento de las citocinas proinflamatorias, donde se destacó que la presencia de 

Candida spp. aumenta los niveles de IL-17A y IL-33 en FCG de individuos con ambas 

condiciones.  

 

• A partir del perfil microbiano de los individuos con Periodontitis y AOS, se seleccionaron, 

aislaron y cultivaron nueve bacterias y C. albicans para establecer un modelo de 

biopelícula polimicrobiano in vitro, con el cual se evaluó el efecto antimicrobiano de las 

nanofibras de AMB/LfcinB (21-25)pal (P61)/ZnO. 

 

• Las nanofibras evaluadas fueron biocompatibles demostrando una viabilidad celular de 

fibroblastos del ligamento periodontal humano (HPdLF) de más del 50%. La nanofibra seis 

(Nf 6), la cual contenía AMB, LfcinB (21-25)pal (P61) y ZnO, mostró mayor inhibición 

tiempo-dependiente de la biopelícula polimicrobiana in vitro, relacionada con la 

periodontitis asociada a la apnea obstructiva del sueño.  
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• La AMB tiene la capacidad de inhibir bacterias, el péptido de LfcinB (21-25)pal (P61) y el 

ZnO aumentan la actividad anti-biopelícula. Sin embargo debido a la resistencia de 

poseen las biopelículas a agentes antimicrobianos, se logró una inhibición no mayor del 

50%.  

 

• Las nanofibras exhibieron un aspecto similar, de textura suave, buena estabilidad 

mecánica y térmica, de fácil manipulación, con una distribución de diámetro de fibra 

homogénea, y de naturaleza hidrofóbica, a excepción de la nanofibra seis (Nf 6), con mejor 

actividad anti-biopelícula, la cual fue hidrofílica. 

 

• La nanofibra compuesta de AMB/LfcinB (21-25)pal (P61)/ZnO – (Nf 6) con mejor actividad 

anti-biopelícula  puede ser una alternativa terapéutica promisoria para el tratamiento de la 

periodontitis asociada a la AOS, por lo tanto, se propone esta nanofibra como una 

tecnología posiblemente patentable. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

• Mejorar la actividad antibiopelícula y disminuir la actividad citotóxica de las nanofibras 

cargadas con AMB/LfcinBpal (P61) /ZnO, y determinar cuáles microorganismos se afectan 

en la biopelícula polimicrobiana in vitro al estar expuesta a las nanofibras. 

• Determinar la liberación de AMB y LfcinBpal (P61) a partir de las nanofibras mediante 

HPLC. 

• Evaluar la actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora de las nanofibras cargadas con 

AMB/LfcinBpal (P61) /ZnO. 

• Adaptar las nanofibras a dispositivos intraorales para el tratamiento de la periodontitis en 

individuos con AOS. 

• Patentar la realización y uso de las nanofibras para la terapia periodontal. 
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ANEXOS 
 

Artículo 2 
Material suplementario 

Cryptic oral microbiota: What is its role as OSA-related periodontal pathogens? 

 

Figure S1. Principal Coordinates Analysis (PCoA) calculated by the relative abundance of 

microorganisms in G1 (H).  
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Figure S2. Principal Coordinates Analysis (PCoA) calculated by the relative abundance of 

microorganisms in G2 (P).  
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Figure S3. Principal Coordinates Analysis (PCoA) calculated by the relative abundance of 

microorganisms in G3 (OSA).  
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Figure S4. Principal Coordinates Analysis (PCoA) calculated by the relative abundance of 

microorganisms in G4 (P-OSA).  
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Table S1. 

Species identified in each of group of patients 

 

 

Species 

G1 (H) 

(n=20) 

G2 (P) 

(n=13) 

G3 (OSA) 

(n=18) 

G4 (P-OSA) 

(n=24) 

Percentage (%) 

Alloscardovia omnicolens 0 3.33 0 4.26 

Atopobium parvulum 0 0 0 2.13 

Atopobium rimae 0 3.33 0 0 

Bacillus weihenstephanensis 0 0 2.50 0 

Bifidobacterium dentium  1.89 0 2.50 8.51 

Clostridium histolyticum  0 3.33 0 0 

Clostridium tertium 0 0 0 2.13 

Corynebacterium durum 0 0 2.50 0 

Corynebacterium striatum 1.89 0 0 0 

Cutibacterium acnes 16.98 13.33 10.0 2.13 

Cutibacterium avidum 0 0 0 2.13 

Cutibacterium granulosum 0 3.33 0 8.51 

Enterococcus faecalis 3.77 3.33 2.50 0 

Enterococcus gilvus 1.89 0 0 0 

Gemella morbillorum 3.77 0 2.50 2.13 

Gemella sanguinis 5.66 0 0 0 

Haemophilus parainfluenzae 0 0 0 2.13 

Kluyveromyces lactis 0 0 2.50 0 

Lachnoanaerobaculum saburreum 1.89 0 5.00 2.13 

Lachnoanaerobaculum umeaense 5.66 0 0 0 

Lactococcus garvieae 1.89 0 0 4.26 

Lactococcus lactis 0 0 0 2.13 

Lactococcus raffinolactis 0 0 2.50 2.13 

Leptotrichia buccalis 0 0 2.50 0 

Leuconostoc citreum 0 0 2.50 0 

Leuconostoc lactis 1.89 0 0 2.13 

Leuconostoc mesenteroides 0 0 5.00 4.26 

Megasphaera micronuciformi 0 3.33 0 0 

Neisseria elongata  0 6.67 0 0 

Neisseria oralis  0 3.33 0 0 

Olsenella uli 0 3.33 0 0 

Pantoea agglomerans 0 0 2.50 0 

Paracoccus denitrificans  0 0 2.50 0 
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Parascardovia denticolens 0 3.33 0 2.13 

Pluralibacter gergoviae 0 0 2.50 0 

Propionibacterium acnes  1.89 0 0 2.13 

Propionibacterium freudenreichii 0 0 2.50 0 

Propionibacterium propionicum  0 0 0 4.26 

Proteus mirabilis 0 0 0 2.13 

Pseudopropionibacterium 
propionicum  

0 3.33 0 0 

Raoultella ornithinolytica 0 0 0 2.13 

Rhodococcus baikonurensis  0 3.33 0 0 

Rhodococcus erythropolis  0 3.33 2.50 0 

Rothia aeria 0 0 2.50 0 

Rothia dentocariosa 5.66 0 0 0 

Rothia mucilaginosa 1.89 0 5.00 0 

Selenomonas flueggei  0 0 0 2.13 

Serratia liquefaciens 0 0 2.50 2.13 

Staphylococcus argenteus 0 0 5.00 0 

Staphylococcus aureus 11.32 6.67 5.00 6.38 

Staphylococcus capitis 0 0 2.50 0 

Staphylococcus epidermidis 22.64 23.33 17.50 19.15 

Staphylococcus hominis 1.89 10.00 0 2.13 

Staphylococcus lugdunensis 1.89 0 0 0 

Staphylococcus saccharolyticus 1.89 0 2.50 0 

Staphylococcus warneri 3.77 0 2.50 4.26 
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Table S2.  

Positive and negative correlations between the genera of microorganisms and periodontal 

parameters in each group of patients 

Group of 

patients 

Positive correlation with periodontal 

parameters 

Negative correlation with 

periodontal parameters 

G1 Rothia spp. vs. Missing teeth (p=0.001) 

Lachnoanaerobaculum spp. vs. PD 

(p=0.047) 

Enterococcus spp. vs. Sites (%) PD 

(p=0.006) 

Leuconostoc spp. vs. BOP% (p=0.048) 

Staphylococcus spp. vs. PI (p=0.032) 

Cutibacterium spp. vs. Missing teeth 

(p=0.005) 

Gemella spp. vs. CAL (p=0.032) 

G2 Staphylococcus spp. vs. BOP % 

(p=0.026) 

 

G3 Lachnoanaerobaculum spp. vs. CAL 

(p>0.05) 

Bacillus spp. vs. CAL (p=0.051) 

Bifidobacterium spp. vs. BOP% 

(p=0.051) 

Pluralibacter spp. vs. Teeth with 

periodontitis (p=0.022) 

Rothia spp. vs. PD (p=0.011) 

Cutibacterium spp. vs. Sites (%) PD 

(p=0.030) 

Leuconostoc spp. vs. PD (p=0.046) 

Leuconostoc spp. vs. PI (p=0.023) 

G4 Proteus spp. vs. Missing teeth (p=0.048) 

Proteus spp. vs. Sites (%) PD (p=0.048) 

Proteus spp. vs. CAL (p=0.048) 

Serratia spp. vs. Teeth with periodontitis 

(p=0.048) 

Serratia spp. vs. BOP% (p=0.048) 

Serratia spp. vs. PI (p=0.048) 

Lactococcus spp. vs. Missing teeth 

(p=0.008) 

Propionibacterium spp. vs. Teeth with 

periodontitis (p=0.003) 

Propionibacterium spp. vs. PD 

(p=0.003) 

Propionibacterium spp. vs. Sites % PD 

(p=0.003) 

Propionibacterium spp. vs. CAL 

(p=0.003) 

Propionibacterium spp. vs. BOP% 

(p=0.003) 

Propionibacterium spp. vs. PI 

(p=0.003) 
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Artículo 3 
 

Material suplementario  

Biomarkers for the severity of periodontal disease in patients with obstructive sleep apnea: IL-1 β, IL-6, IL-17A, and IL-33 
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Figure S2. A schematic diagram explaining the immunomicrobial 

physiopathology of periodontitis associated to OSA. In patients with 

OSA, the local inflammation is due to dryness of mouth driven by 

OSA, leading to the multi-microorganisms colonization that triggers 

the activation of different cells of the immune response and stimulate 

NF-κB favoring the production of cytokines locally in the GCF, among 

them IL-6, IL-33 and IL-17, that may increase the osteoclastogenesis 

mediated by RANKL/OPG axis and with it, the progression of the 

periodontal disease. Salivary IL-1β and IL-6 are a reflection of the 

systemic inflammation of OSA and periodontal disease indicating a 

bidirectional relationship. OSA, obstructive sleep apnea; IL, 

interleukin; TNF-, Tumour Necrosis Factor-alpha; NF-κB, Nuclear 

factor kappa beta; N, neutrophil; ROS, reactive oxygen species; MMPs, 

matrix metalloproteinases; Th17, T-helper type 1 cell; T, T-cell; B, B-

cell; OBL, osteoblast; FB, fibroblast; M, macrophage; RANKL, 

receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand; OCL, osteoclast; 

H+, hydrogen ions. 
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