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ATA DA SESSAO DE DEFESA DA 282 TESE DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO
TECNOLOGICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, DA DISCENTE MAYRA ALEXANDRATELLEZ
CORRAL, N2 DE REGISTRO 2020740952.

Aos 27 (vinte e sete) dias do més de janeiro de 2023, as 10 horas, online via plataforma virtual Zoom, reuniu-se a
Comissdo Examinadora composta pelos Professores Doutores: Maria Esperanza Cortés Segurado Programa de Pos-
graduacdo em Inovacdo Tecnoldgica da UFMG (Orientadora pela UFMG), Claudia Marcela Parra Giraldo (Orientadora
pela Pontificia Universidad Javeriana), Nelly Stella Roa Molina (Co- orientadora pela Pontificia Universidad Javeriana),
Liliana Margarita Otero Mendoza (Co-orientadora pelaPontificia Universidad Javeriana) e Maria Arantxazu Llama
Palacios da Universidad Complutense deMadrid, Octavio Alberto Gonzalez Duque da University of Kentucky College of
Medicine, Adolfo Contrerasda Universidad del Valle, Carlos Javier Almeciga Diaz da Pontificia Universidad Javeriana e
Soraia Macari da Universidade Federal de Minas Gerais, para julgamento da Tese de Doutorado em Inovagdo
Tecnoldgica - Area de Concentragdo: Inovagdo Biofarmacéutica e Biotecnoldgica da discente MayraAlexandra Téllez
Corral, Tese intitulada: “Avaliagdo da atividade antimicrobiana da Lactoferricina B (LfcinB) e da Anfotericina B (AMB)
em sistemas de liberagao controlada em biofilmes polimicrobianos in vitro relacionados a periodontite associada a
apneia obstrutiva do sono”. A presente defesa foi elaborada de acordo com o Convénio 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 sessdo e apresentou a Comissdo Examinadora, bem como esclareceu sobre os
procedimentos que regem da defesa publica de tese. Apds a exposicado oral do trabalho pela discente e arguicdo pelos
membros da Banca Examinadora na ordem registrada acima, com a respectiva defesa da candidata. Finda a arguicao, a
Banca Examinadora se reuniu, sem a presenca da discente e do publico, tendo deliberado unanimementepela sua
APROVAGAO. Nada mais havendo para constar, lavrou-se e fez a leitura publica da presente Ata que segue assinada por

mim e pelos membros da Comissao Examinadora e pelo subcoordenador do Programa. Belo Horizonte, 27 de janeiro de
2023.

Professora Claudia Marcela Parra Giraldo (Orientadora)

(Pontificia Universidad Javeriana)
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Documento assinado eletronicamente por Carlos Javier Almeciga Dlaz, Usuario Externo, em 13/02/2023,
as 18:02, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n210.543, de 13 de
novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Octavio Alberto Gonzalez Duque, Usudrio Externo, em
20/02/2023, as 10:53, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2
10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Liliana Otero Mendoza, Usuario Externo, em 23/02/2023,as
14:51, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de
novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Nelly Stella Roa Molina, Usuaria Externa, em 27/02/2023,as
11:25, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de
novembro de 2020.
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Documento assinado eletronicamente por Claudia Marcela Parra Giraldo, Usudrio Externo, em
08/03/2023, as 18:33, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?
10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Adolfo Contreras Rengifo, Usuario Externo, em 24/03/2023,
as 12:43, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n210.543, de 13 de
novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Allan Claudius Queiroz Barbosa, Coordenador(a) de cursode
pés-graduagdo, em 25/03/2023, as 12:36, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art.
52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.
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Belo Horizonte, 27 de janeiro de 2023.
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Documento assinado eletronicamente por Claudia Marcela Parra Giraldo, Usuaria Externa, em
08/03/2023, as 18:33, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?
10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Adolfo Contreras Rengifo, Usuario Externo, em 24/03/2023,
as 12:42, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n210.543, de 13 de
novembro de 2020.
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Documento assinado eletronicamente por Allan Claudius Queiroz Barbosa, Professor do Magistério
Superior, em 25/03/2023, as 12:35, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52do
Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.
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OBSERVACAO

Esta tese doutoral foi realizada tendo em conta as bases estabelecidas no Acordo
de Cooperacéo para a co-orientacdo de teses de doutoramento conducentes ao duplo
grau de doutor celebrado entre as universidades Pontificia Universidad Javeriana Bogota,

da Colémbia e pela Universidade Federal de Minas Gerais do Brasil.
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Resumo
Avaliacdo da atividade antimicrobiana da Lactoferricina B (LfcinB) e da Anfotericina B (AMB) em
sistemas de liberacdo controlada em biofilmes polimicrobianos in vitro relacionados a
periodontite associada a apneia obstrutiva do sono

A periodontite € uma doenca altamente prevalente, sendo uma das seis doencas humanas mais comuns.
A presenca de uma microbiota disbidtica é considerada um fator predisponente devido a capacidade de
formar biofilmes, que por sua vez causam uma resposta inflamatoria cronica local. O grau de envolvimento
pode variar entre os individuos devido a suscetibilidade genética e ao estilo de vida. Algumas doencgas
sistémicas, como a apneia obstrutiva do sono (AOS), podem aumentar o risco de desenvolvimento e
progressdo da periodontite. A AOS é um distlrbio do sono que obstrui as vias aéreas, impedindo a
passagem do ar. De acordo com as diferentes hipéteses sobre o aumento da periodontite em individuos
com AOS, pode ser devido a causas como predisposicdo genética, devido a resposta inflamatéria
compartilhada por ambas as condi¢gbes e/ou devido as caracteristicas fisiopatoldgicas da AOS, como
ressecamento oral, hipéxia e hipercapnia. Todos esses fatores podem ser considerados um risco
significativo na persisténcia da periodontite em individuos com AOS. A fim de propor uma alternativa
terapéutica para o tratamento da periodontite relacionada a AOS, o primeiro objetivo deste trabalho baseou-
se em estabelecer a associacdo entre ambas as condicdes, através do papel da microbiota e da resposta
inflamatéria local, a partir da identificacdo de microrganismos cultivdveis e quantificacdo de cinco citocinas
pré-inflamatérias em amostras da cavidade oral de 94 individuos com e sem periodontite, com e sem AOS,
provenientes da Clinica do Sono do Hospital Universitario San Ignacio e da Faculdade de Odontologia da
Pontificia Universidade Javeriana. A partir da identificagdo microbiana por MALDI-TOF e da quantificacao
de citocinas pelo ensaio Luminex, determinou-se que a microbiota oral cultivavel de pacientes com
periodontite e OSA, estava alterada em termos de diversidade, associada a presenca de bactérias de
complexos laranja, como Prevotella spp. e leveduras do género Candida spp., sendo C. albicans a espécie
mais prevalente, e os niveis de IL-1pB, IL-6, IL-17A e IL-33 foram aumentados, com a presenca de Candida
spp. os niveis de IL-17A e IL-33 foram aumentados. A partir do perfil microbiano de individuos 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 peptideo antimicrobiano palindrdmico; Lactoferricina
B (LfcinB (21-25)pa) e/ou Oxido de Zinco (ZnO). Da mesma forma, foram avaliados o efeito citotoxico e as
caracteristicas fisico-quimicas das nanofibras. Foi determinado que as nanofibras eram biocompativeis
apresentando uma viabilidade celular superior a 50% dos fibroblastos do ligamento periodontal humano. A
nanofibra com AMB, LfcinB (21-25)pa € ZnO (Nf 6) apresentou maior inibicdo, tempo-dependente, do
biofilme polimicrobiano in vitro, demonstrando a capacidade do AMB em inibir bactérias, juntamente com
LfcinB (21-25)pa € ZNO aumentando a atividade anti-biofilme. A nanofibra Nf 6 exibiu boa estabilidade
mecanica e térmica, foi facil de manusear, teve uma distribuicdo homogénea do didmetro da fibra e foi de
natureza hidrofilica. Por fim, foi realizado um levantamento tecnolégico do uso dessas nanofibras. Este
estudo de prospeccédo de tecnologia demonstrou que esta nanofibra pode ser uma alternativa terapéutica
promissora para o tratamento da periodontite associada a AOS, portanto, esta nanofibra é proposta como
uma tecnologia possivelmente patenteavel.

Palavras-chave: Periodontite, Apneia Obstrutiva do Sono, biofilmes polimicrobianos, anfotericina B,
Lactoferricina B, ZnO, Nanofibras.



Resumen
Evaluacion de la actividad antimicrobiana de Lactoferricina B (LfcinB) y Anfotericina B (AMB) en
sistemas de liberacidon controlada sobre biopeliculas polimicrobianas in vitro relacionadas a la
periodontitis asociada a apnea obstructiva del suefio

La periodontitis es una enfermedad de alta prevalencia siendo una las seis enfermedades humanas més
comunes. La presencia de una microbiota dishiética se considera un factor predisponente por la capacidad
de formar biopeliculas, que a su vez provocan una respuesta inflamatoria crénica local. El grado de
afectacion puede variar entre los individuos debido a susceptibilidad genética y a estilos de vida. Algunas
enfermedades sistémicas, como la apnea obstructiva del suefio (AOS), puede aumentar el riesgo de
desarrollo y progresién de la periodontitis. La AOS es un trastorno respiratorio del suefio que obstruye la
via aérea impidiendo el paso de aire. De acuerdo a las diferentes hipétesis sobre el aumento de la
periodontitis en individuos con AOS, puede ser por causas como la predisposicién genética, por la
respuesta inflamatoria compartida por ambas condiciones y/o por las caracteristicas fisiopatoldgicas 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 basO en establecer la asociacion entre ambas condiciones, mediante el papel de la
microbiota y la respuesta inflamatoria local, a partir de la identificacién de microorganismos cultivables y
cuantificacion de cinco citocinas proinflamatorias en muestras de cavidad oral de 94 individuos mayores de
30 afios, con y sin Periodontitis, con y sin AOS, provenientes de la Clinica del suefio del Hospital
Universitario San Ignacio y de la Facultad de Odontologia de la Pontificia Universidad Javeriana. A partir
de la identificacién microbiana por MALDI-TOF y la cuantificacién de citocinas por el ensayo de Luminex,
se determin6 que la microbiota oral cultivable de los pacientes con periodontitis y AOS, se alter6 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 més prevalente, y los niveles de IL-1,
IL-6, IL-17A e IL -33 se aumentaron, teniendo relacion 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 biopelicula
polimicrobiano in vitro, con el cual se evalu6 el efecto anti-biopelicula de nanofibras cargadas con
Anfotericina B (AMB), un péptido antimicrobiano palindromico; Lactoferricina B (LfcinB (21-25)pal) y/o Oxido
de Zinc (ZnO). De igual forma se evallo el efecto citotdxico y las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanofibras. Se determiné 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)pay ZnO
(Nf 6) mostré mayor inhibicion, tiempo-dependiente, de la biopelicula polimicrobiana in vitro, demostrando
la capacidad de AMB de inhibir bacterias, junto a la LfcinB (21-25)pa Y €l ZNnO aumentando la actividad anti-
biopelicula. La nanofibra Nf 6 exhibié buena estabilidad mecanica y térmica, de facil manipulacion, con una
distribucion de diametro de fibra homogénea, y de naturaleza hidrofilica. Finalmente, una prospeccion
tecnolégica del uso de estas nanofibras fue realizada. Este estudio de prospeccién tecnolégica demostro
gue 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 tecnologia posiblemente patentable.

Palabras clave: Periodontitis, Apnea Obstructiva del Suefio, biopeliculas 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-1B, 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)pa) 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)pa 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)pa 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.INTRODUCCION

1.1. Periodontitis
La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria crénica multifactorial que afecta al
73% de la poblacion colombiana %, al 91.7% de la poblacién en Brasil 2 y aproximadamente el
50% de la poblaciéon 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 aumenté en un 8.4% de 1990 a 2019 “.

Esta enfermedad es causada por la presencia de comunidades microbianas patégenas,
denominadas microbiota disbiética, organizadas en biopeliculas estratificadas >® que provocan
una respuesta inflamatoria crénica del tejido periodontal, que resulta en la formacion de bolsas
periodontales, pérdida progresiva de insercion periodontal con destruccion de los tejidos blandos
y duros de soporte periodontal, y posterior perdida de los dientes ’. Aunque ya estan descritos
los patégenos asociados a esta enfermedad, aun persiste una alta prevalencia de periodontitis
en el mundo, debido a su dificil diagnéstico en etapas tempranas de la enfermedad y a la creciente

resistencia de los microorganismos a los antibiéticos utilizados para su tratamiento .

1.1.1 Microbiota oral asociada a periodontitis

Esta enfermedad infecciosa esta vinculada estrechamente con la microbiota disbidtica, en su
mayoria conformada por bacterias, como factor determinante en la reaccion inflamatoria de los
tejidos periodontales que, en la misma medida, desencadena eventos inflamatorios sistémicos °.
Esta enfermedad usualmente ha sido asociada a bacterias consideradas periodontopatégenas
como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tanarella forsythia, Fusobacterium

nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Capnocytophaga spp. >¢0.

Hoy en dia se reconoce que la periodontitis es una infeccién de origen endégeno, donde especies
bacterianas periodontopatégenas, se encuentran también en biopeliculas subgingivales de
individuos sanos, sin embargo, la patogenicidad de estas biopeliculas esta influenciada por
diferentes factores como el microambiente, los factores de virulencia de los microorganismos

presentes y su abundancia **2, En dichas biopeliculas se destaca la presencia de las bacterias



27

como los principales agentes patdégenos, los cuales han sido clasificados en complejos de
colores, asignados segun el papel que cumplen dentro de las biopeliculas orales 3. Es asi que

se determinaron seis complejos (Figura 1):

e Complejo amarillo: constituido por colonizadores pioneros, anaerobios facultativos,
acidofilos y fermentadores lacticos.

e Complejo azul: intimamente asociado con el anterior mediante coagregacion.

e Complejo purpura: comprende bacterias asociadas a las anteriores, una vez consumido
el oxigeno en la biopelicula.

e Complejo verde: compuesto de anaerobios caracteristicos de biopeliculas maduras.

e Complejo naranja: comprende las bacterias que ocupan las zonas mas profundas de la
placa, consideradas bacterias “puente” entre los primeros colonizadores y las bacterias
caracteristicas de placas patolégicas maduras.

e Complejo rojo: compuesto por las bacterias periodontopatégenas, las cuales son
invasivas en contacto con la mucosa oral y estan relacionadas estrechamente con la

respuesta inflamatoria.

Colonizadores P. gingivalis
. T. forsythia C. gracilis
tal'dIOS - T. denticola C. rectus
. ’ C. showae
z¢° / E. nodatum
’8;0‘)0/'/ F. nuc. nucleatum
R F. nuc. polymorphum

F. nuc. vicentii

F. periodonticum
P. intermedia

P. micros

P. nigrescens

S. constelatus

Colonizadores &)
medios </

Actmomyces spp.

\
=
o

STl el Vparvula S. gordonii
A. odontolyticus ' S. intermedius
E. corrodens S. mitis
C. gingivalis S. oralis
C. sputigena S. sanguinis

Figura 1. Piramide ecolégica de los complejos bacterianos de la biopelicula dental.
Adaptado de S. Socransky & Haffajee, 2002.
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Adicionalmente, dado que la microbiota de la periodontitis varia entre las poblaciones
dependiendo de diferentes factores como el &rea geografica, 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 4.

Un estudio reciente determiné las diferencias significativas entre la microbiota cultivable de
muestras subgingivales de espafioles (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
caracterizo por tener niveles mas altos de Tannerella forsythia, P. micra, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Actinomyces odontolyticus y Capnocytophaga spp., siendo P. micra
la mas prevalente en salud/gingivitis y periodontitis estadio I-1l, mientras tanto, la microbiota de
los sujetos espafioles se caracterizé por los altos niveles de Campylobacter rectus y P. gingivalis,

siendo esta Ultima la mas prevalente en todos los grupos de periodontitis °

Segun resultados obtenidos en diferentes estudios en distintas cohortes de pacientes, se
determiné 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 podria agrupar en dos tipos de comunidades: tipo L, que esta
enriguecida 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 enriguecidas 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 disbiético mas avanzado y una modulacion en la presencia de

cada comunidad (Figura 2) .
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1. Especies asociadas a la salud, Periodontitis-associated
a la periodontitis y principales del species
microbioma subgingival

A) Health-associated

species Bacteroides [G-2] sp.
) HOT 274
Core species Desulfobulbus sp. HOT 041
Eubacterium saphenum
Fretibacterium fastidiosum
Fretibacterium sp. HOT 360
Parvimonas micra
Actinomyces spp. HOT 171 Campylobacter Bamhyomanss encodonteys
gracilis Porphyromonas gingivalis
Prevotella intermedia
Fusobacterium Saccharibacteria (TM7) [G-1] sp.
Rothia dentocariosa nucleatum ss. SaLEs
vincentii Selenomonas sputigena
Tannerella forsythia
Treponema denticola

Actinomyces naeslundii

Rothia aeria

Streptococcus sanguinis

B)

10° -
108 -
107 -
106 -
105 -
104 -
10 -
102

Tipos de comunidades subgingivales
asociadas con la saludy con
periodontitis
I Health-associated
Core
M Perio-associated
I Gingivitis-associated
Other variable species

Bacterial cells

Health L HealthS Periodontitis A Periodontitis B

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. Graficas circulares: proporciones de cada grupo de especies en los diferentes tipos de
comunidades. Graficas 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 " y levaduras del género Candida spp. ¥-?!. 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



30

spp. para formar biopeliculas con bacterias orales, desempefiando un papel patogénico %2, en
enfermedades orales como la caries y la periodontitis 1°. Es asi que los cambios ambientales de
la cavidad oral permite asociaciones de microorganismos bacterianos y levaduriformes 2124, los
cuales tienen la capacidad de formar biopeliculas polimicrobianas en el surco gingival, donde la
presencia de Candida spp., podria cumplir un papel importante en la progresion de la
periodontitis, por su capacidad de colonizar tejido gingival en mayor proporciéon 2>-2/, mediante la
interaccion con proteinas séricas, componentes presentes en la matriz extracelular (laminina,
fibronectina, coladgeno, Nidégeno-1) y receptores celulares como cadherinas o integrinas, también
tiene la capacidad de inactivar la via alterna del complemento evitando su destruccion, ademas,
su caracter dimorfico favorece la formacion 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 dafio tisular e invasién del epitelio oral 22-2°,

Ademas, la presencia de especies como C. albicans y su capacidad de formar biopeliculas,
permite la proliferacion de bacterias patdgenas anaerobios en entornos ricos en oxigeno, que de
otro modo serian ambientes hostiles, y a su vez estas bacterias parecen inducir la formacién de
las biopeliculas como estructuras protectoras 3. Diferentes autores han evaluado in vitro la
interaccion entre C. albicans y distintas bacterias. P. gingivalis es capaz de adherirse a las hifas
de C. albicans, mediante la union de proteinas especificas de adhesién como InlJ (P.g) y ALS3
(C.a) . C. albicans promueve el crecimiento de bacterias anaerobias estrictas, proporcionando
microambientes anaerobios al consumir el oxigeno presente 3. También, C. albicans promueve
la formacion de biopeliculas de bacterias orales como S. gordonii, S. oralis y S. sanguinis,

considerados los primeros colonizadores en las biopeliculas orales 3.

Esto hace plantearnos la importancia de entender como las levaduras también pueden estar
contribuyendo al desarrollo de biopeliculas disbiéticas polimicrobianas y cual es el papel que
cumplen dentro de estas estructuras, de tal forma que se plantea la opcién 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 sélidas y de dificil eliminacién como son las biopeliculas .

1.1.2 Respuesta inflamatoria en la periodontitis

La respuesta a la presencia de una microbiota disbittica, se inicia por la uniébn de antigenos

microbianos a receptores tipo Toll (TLRs) en las células inmunitarias. Estos receptores activan
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las vias de transduccion de sefales, que activan respuestas inmunitarias e inflamatorias para
eliminar los microorganismos patégenos 6. Después del reconocimiento de los microorganismos,
se secretan quimiocinas para atraer fagocitos. El sistema del complemento también genera
proteinas biolégicamente activas, incluidas las anafilotoxinas C3a, C4a y Cba que atraen a las
diferentes células inmunitarias del hospedero, monocitos, linfocitos y neutréfilos, respectivamente
37,38'

Los monocitos migran al sitio de la inflamacion, se diferencian en macréfagos y cumplen multiples
funciones: contribuyen a la fagocitosis para eliminar los microrganismos, eliminan los desechos
celulares y los neutrofilos apoptoticos resultantes de la fagocitosis, actan como un puente entre
la inmunidad innata y adquirida por reclutamiento de linfocitos, y liberan citocinas y presentan
antigenos *. Los neutréfilos son los primeros leucocitos en responder, se acumulan en los sitios
inflamados para cumplir funciones fagociticas y antimicrobianas. Los neutréfilos reclutados en el
surco gingival invaden el tejido conectivo e interactiian con otras células inmunitarias, como
macroéfagos (M¢), células dendriticas (DC) y células T y6. Estas células producen mediadores
proinflamatorios, citocinas de reabsorcion 6ésea como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-
a), la interleucina (IL)-1B 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 “°. Estas citocinas inducen
la destruccion tisular y la reabsorcion ésea mediante la activacion de colagenasas y también a
través del receptor activador del ligando del factor nuclear kappa-B (RANKL) que estimula la
diferenciacién de los osteoclastos *42. EI RANKL y el sistema de osteoprotegerina (OPG:
receptor sefiuelo soluble que inhibe la interaccién de RANKL con su receptor funcional) regula la
osteoclastogénesis. El aumento de RANKL y la disminucién de OPG son una caracteristica de la

periodontitis 42,

El TNF-a es una citocina proinflamatoria, que juega un papel clave en la respuesta inmune
antimicrobiana. Es producido principalmente por macréfagos como una respuesta primaria de la
sefalizacién por TLRs, por las células T activadas y las células asesinas naturales (NK-Natural
Killer). Junto a la IL-1B producen un efecto sinérgico al aumentar la sintesis de IL-6, lo que resulta

en una mayor activacion de las células Th17 4.

La IL-1B es una citocina proinflamatoria, ampliamente estudiada como biomarcador salivar en
enfermedad periodontal. En la periodontitis se asocia con activacion y reclutamiento de neutréfilos
y células T y B. Ademés de activacion de osteoclastos a través de su capacidad de inducir

quimiocinas “3. También se conoce gque aumenta la expresiéon de enzimas colagenoliticas,
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metaloproteinasas de matriz (MMP), que contribuyen a la degradacion de la matriz extracelular
y, a su vez, conducen a la reabsorcion 6sea y la destruccién tisular. IL-13 estimula la expresion
de MMP-1, MMP-3 y MMP-9 en células del ligamento periodontal humano y células de
fibroblastos gingivales. Regula positivamente RANKL vy, por lo tanto, estimula la
osteoclastogénesis #4. La asociacion entre la periodontitis y la interleucina-1 B elevada en el
liquido crevicular gingival esta bien establecida. Se ha demostrado un nivel significativamente
mas alto de IL-1f3 en pacientes con periodontitis en comparaciéon con controles sanos, los cuales

disminuyen luego del tratamiento periodontal 4546,

La IL-6 es una citocina multifuncional que tiene un impacto sustancial en el dafio del tejido
periodontal. Es producida por células de la inmunidad innata como células dendriticas,
macrofagos y T CD4+. Asi mismo, puede ser producida por fibroblastos y células endoteliales.
TNF-a e IL-1B pueden aumentar sinérgicamente la produccion de IL-6, que a su vez contribuira
a una mayor diferenciaciéon de células Th17 en procesos homeostaticos #, pero junto a la IL-23
desencadena una mayor acumulacién de las células Th17 “8; células productoras de IL-17 y
RANKL 7. Por otro lado, la IL-6 aumenta el nimero de osteoclastos, induce a la produccién de
superéxido, el remodelado vascular y la disfuncién endotelial inducida por la angiotensina Il 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. Ademas, la IL-6
mejora indirectamente la formacién de osteoclastos al elevar la produccion de activadores del

receptor de RANKL de los osteoblastos 1.

La IL-17 es una citocina producida por las células T-helper 17 (Th17) después de la activacion de
la inmunidad adaptativa y sirve para reforzar las respuestas inmunitarias proinflamatorias “°. La
IL-17A actla sobre tipos de células del tejido conjuntivo e inmunitario innato, como neutréfilos,
fibroblastos y osteoblastos. A través de estas interacciones, la IL-17 induce la produccién de
quimiocinas (CXC), MMP y moléculas destructoras de tejidos, como especies reactivas de
oxigeno (ROS), RANKL por parte de los osteoblastos (OBL), que impulsa la maduracién de los
precursores de osteoclastos (OCP), que posteriormente estimula la diferenciacion osteoclastica
y la pérdida 6sea alveolar “°. Aunque su concentracion en saliva es minima tanto en salud como
en enfermedad periodontal, dos estudios que compararon los niveles de IL-17 encontraron

concentraciones significativamente menores en salud. *°.

Por otro lado, se ha determinado la participacién 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 inflamaciéon. Es una citocina de
doble funcién que puede desempefiar papeles importantes como citocina (proinflamatoria) y
como factor nuclear intracelular (antiinflamatoria). También, funciona como una sefial de alarma
(alarmina), como una sefial de peligro enddgena para alertar a las células del sistema inmunitario
innato sobre el dafio tisular durante un traumatismo o una infeccion, ya que puede liberarse en el
espacio extracelular después del dafio de las células endoteliales o una lesiébn mecéanica 5°2,
Esta involucrada en la diferenciacién de monocitos en osteoclastos, estimula la produccion de
RANKL vy disminuye la produccién de OPG y la posterior activacion de osteoclastos . Se
encuentra sobre expresada en células epiteliales gingivales en pacientes con periodontitis >*, con

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

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 infeccién, detener los procesos inflamatorios, minimizar los sintomas y
reducir el riesgo de pérdida de los dientes. El primer paso en el tratamiento profesional incluye
disminuir la infecciébn mediante la eliminacién de la biopelicula subgingival mediante remocion
mecanica, controlando los factores de riesgo predisponentes de la periodontitis y mejorando los
pardmetros periodontales, reduciendo la profundidad de la bolsa al sondaje (PPD) aumentando
el nivel de insercién clinica (CAL). En la inhibicién de la biopelicula subgingival se pueden incluir
agentes quimicos coadyuvantes o0 medicamentos antimicrobianos o antiinflamatorios

locales/sistémicos %57,

El raspado y alisado radicular (SRP, por sus siglas en inglés) representa el método convencional
en el tratamiento periodontal no quirdrgico (NSPT, por sus siglas en inglés) que por si solos
pueden no ser suficiente para restablecer la salud periodontal en casos de pacientes con
periodontitis avanzada °¢. Por lo tanto, se hace necesario el uso complementario de agentes
antisépticos como la clorhexidina (CHX), la cual ha demostrado eficacia clinica al mejorar los
parametros periodontales PDD y CAL, sin embargo, la CHX induce una disminucion del pH salival
que implica un mayor riesgo de desmineralizacién dental, inflamacién de las glandulas parétidas,
pigmentacion de los tejidos blandos orales y dientes, reacciones de hipersensibilidad tipo 1,
alteracion del gusto y sensacion de ardor °8. Entre otras terapias complementarias a la SRP, la
amoxicilina y el metronidazol han demostrado una fuerte evidencia cientifica para su uso en la

practica clinica diaria °°, sin embargo, pacientes pueden presentar mala respuesta a la NSPT
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estandar, ya que la terapia no tiene la capacidad de revertir el proceso infeccioso disbiético a un
equilibrio homeostatico o comensal, probablemente debido a la biopelicula subgingival residual
en la bolsa periodontal después de la terapia y/o a la invasion tisular por microorganismos
periodontopatdgenos, o por la persistencia de una respuesta inflamatoria crénica no resolutiva a
pesar del desbridamiento subgingival. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que el uso de
antibidticos deberia ser restringida a pacientes periodontales especificos, con tiempos de uso
determinados y reducidos, considerando los efectos secundarios sistémicos junto a los efectos
microbiolégicos adversos, como el desarrollo y aumento de la resistencia a los antibiéticos 8.
Vinculado a esto esta que el uso de antibidticos no esté dirigido a contrarrestar la infeccion por
consorcios polimicrobianos bacterianos asociados a levaduras, disminuyendo la probabilidad de
éxito del tratamiento con antibiéticos °. Todo esto puede dificultar un adecuado tratamiento,
permitiendo la progresion de la periodontitis.

1.2 Apnea Obstructiva del suefio (AOS)

La AOS es un trastorno respiratorio del suefio, causada por la interaccion de factores genéticos
con factores obstructivos anatomicos, neuromusculares o inflamatorios que obstruyen la via
aérea impidiendo el paso de aire 5. Este trastorno se produce cuando colapsan los tejidos
blandos alrededor de la via aérea superior, obstruyendo parcial (hipopnea) o completamente
(apnea) el flujo de aire a pesar del incremento en el esfuerzo ventilatorio 2. La presencia y
severidad de AOS se determina mediante un estudio polisomnogréfico & que determina el indice
de Apnea-Hipopnea (IAH: media de eventos de apneas o hipopneas por hora (h) de suefio). La
gravedad de la AOS se define en funcién de los siguientes umbrales: IAH < 5: sin AOS; 5< IAH
<15: AOS leve; 15< IAH <30: AOS moderada; y IAH 230: AOS severa .

La AOS es el trastorno respiratorio de suefio mas comun, 1000 millones de personas lo padecen
%, En los Estados Unidos y Europa entre el 14% y el 49% de los hombres de mediana edad
presentan AOS . En Colombia, la prevalencia es del 49,6% en personas entre 30 y 65 afios; en
dos estudios realizados en el 2016 y 2017 en las ciudades de Bogota, Bucaramanga y Santa
Marta se encontrd una prevalencia de trastornos del suefio del 19% en adultos con una frecuencia

de 14% de somnolencia diurna excesiva ¢7:8.

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

paises del mundo, debido a que es un factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares °,
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Diabetes mellitus 7, Periodontitis ", Cancer de pulmén y de seno 2, Enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer >7* y Parkinson . Esto riesgo podria
verse relacionado por la fisiopatogenia del trastorno, la cual incluye hipoxia intermitente,

hipercapnia, estrés oxidativo, fragmentacion del suefio, sequedad oral e inflamacion 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 poblacion pediatrica 7.
A pesar que hay diferencias en las metodologias aplicadas para determinar los microorganismos
presentes en el microbiota oral, todos los reportes sugieren que la AOS y sus condiciones como
la respiracion por la boca y la sequedad oral, serian caracteristicas que podrian contribuir a las
diferencias en la ecologia microbiana, influyendo en la aparicién y/o progresion de enfermedades
orales, como la caries y la periodontitis. La sequedad oral dada por la respiraciéon por la boca,
también puede impedir la capacidad de autolimpieza de la mucosa oral y provocar un aumento

de la colonizacion bacteriana #°.

La composicion de la comunidad bacteriana difiere significativamente entre individuos que tienen
AOS y aquellos que no, con la presencia de patdgenos periodontales especificos. Los individuos
con AOS pueden albergar cantidades mas altas de patégenos periodontales, particularmente en

AOS severa, en comparacién 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  Nuamero de Metodologia de Géneros de Referencia
oral individuos identificacion Microorganismos
con AOS
Saliva 39 RT-gPCR Streptococcus N. Nizam et al.,
Fusobacterium 2016
Tanarella
Mucosa 126 Secuenciacion del  Porphyromonas Ko et al., 2019
oral gen 16S rRNA Aggregatibacter
Saliva 15 Secuenciacion del Scardovia Jia et al., 2020
gen 16S rRNA
Saliva 27 Secuenciacién del Prevotella Y. Chen et al.,
gen 16S rRNA 2021
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Saliva 27 Secuenciacion del Neisseria X. Chen et al.,
gen 16S rRNA Rothia 2022
Actinomyces
Gemella
Porphyromonas

Granulicatella
Fusobacterium
Corynebacterium
Treponema

1.2.2 Respuesta inflamatoria en AOS

La privacion del suefio afecta los componentes y la respuesta del sistema inmunitario, generando
procesos inflamatorios sistémicos con incremento de marcadores inflamatorios, los cuales juegan
un papel critico en la fisiopatologia de la AOS #%5, 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 activaciéon del factor transcripcional NF-kappaB
en monocitos de sangre periférica y activacion de la via RANKL 8. Adicionalmente, se ha
determinado un aumento de IL-6 e IL-1B debido a la hipoxia, la IL-33 “Alarmina” se libera por el
dafio celular y esta asociada a la severidad de AOS, y junto a la IL-1B se relaciona con inflamacién
aguda y crénica 8808 | g |L-33 estimula la produccién de IL-1B, IL-6 y TNF-a. en macréfagos e
IL-5 y IL-8, junto a la producciéon de ROS en eosindfilos 8. De igual forma, se reporta un
incremento de la IL-23, que es secretada por macrofagos y células dendriticas y es una citocina
esencial en el mantenimiento de las células Th17, la secrecion de IL-17A y la proliferacién de
células T de memoria . La severidad de AOS esta asociada al incremento de TNF-a y PCR
(Proteina C Reactiva) (Yi et al., 2022). Incluso se reportd una expresion significativamente mayor
de IL-1a, IL-6 y TGF-B en la mucosa y de quimiocina CCL5 (RANTES) en musculo de las vias
aéreas superiores de individuos con AOS severa; TGF- B se detecté en células inflamatorias
submucosas y peri musculares, mientras que la IL-6 se localizé principalmente en los miocitos
(Kimoff et al., 2011).

Se ha sugerido que en los individuos con AOS, el aumento de IL-6 y la reduccién de TGF-
promueven potencialmente el desequilibrio Th17/Treg. El cambio del equilibrio IL-17/TGFf hacia

IL-17 podria favorecer la acumulacion 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-35y la IL-37 son citocinas antiinflamatorias, secretadas por linfocitos,
monocitos y células epiteliales, entre otros; IL-35 puede limitar la proliferacion temprana de
células T, blogueando el desarrollo de células Thly Th1l7 yla IL-37 regula a la baja la produccién
de citocinas proinflamatorias. Esto implica que ambas citocinas podrian desempefiar 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 disminucién de la capacidad de los neutréfilos
para fagocitar microorganismos y producir especies reactivas de oxigeno (ROS), esto relacionado
con la privacion del suefio (Said et al., 2017) y ademas, también se ha reportado la disminucién
de los niveles de MMP y NE (Elastasa de neutrdfilos), enzimas liberadas por neutrdfilos 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 parala AOS

Existen diferentes tratamientos para la AOS y su aplicacién depende de la severidad del trastorno
y caracteristicas clinicas del paciente. Estos tratamientos incluyen farmacoterapia, tratamientos
no quirdrgicos como la presién positiva continua en las vias respiratorias (PAP), dispositivos
orales y procedimientos quirlrgicos. La farmacoterapia que incluye el uso de esteroides y
antagonistas de los receptores de leucotrienos, es indicada con mayor frecuencia en nifios. Sin
embargo, aln no se ha establecido con claridad la eficacia de estos tratamientos. Las terapias
tipo PAP estan indicadas en ASO moderada y severa, y tienen como funcidon bombear aire bajo
presion dentro de las vias respiratorias. Incluye tres modos basicos: presion positiva continua en
las vias respiratorias (CPAP), presion positiva en las vias respiratorias de dos niveles (BPAP) y
presion positiva en las vias respiratorias con autotitulacion (APAP). A pesar de ser considerados
el tratamiento mas 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 retencion de la lengua y de avance
mandibular) que tienen la capacidad de ampliar las vias respiratorias superiores al modificar la

posicion de la lengua y las estructuras anatémicas asociadas. Estos dispositivos son bien
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tolerados en la mayoria de los pacientes, con mayor cumplimiento en su uso y con resultados
clinicos satisfactorios similares a las terapias tipo PAP. Se considera la eleccion 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 duraciéon de su uso
(Mecenas et al., 2021).

1.3 Relacién entre periodontitis y AOS

La relacion causa-efecto entre la periodontitis y la AOS aun es objeto de controversia, no
obstante, se ha sugerido diversos mecanismos que involucran factores genéticos, inmunolégicos
y microbioldgicos, los cuales no han sido totalmente elucidados. Se plantean diferentes hipotesis
sobre el aumento de la periodontitis en sujetos con AOS, a causa de una predisposicion genética
o por la respuesta inflamatoria compartida en ambas patologias. Igualmente, las caracteristicas
fisiopatolégicas como la sequedad oral, aumentando el riesgo de infecciones bacterianas y
fungicas, disminuye la habilidad del sistema inmune para responder a las infecciones, se altera
la remodelacién 6sea estimulada por la hipoxia y se aumentan los niveles de COy, lo que

permitiria la colonizacién de una microbiota disbidtica 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 identific6 una asociacion entre Periodontitis y AOS, y
sefalaban que la AOS incrementa la presencia y severidad de la periodontitis al favorecer el
aumento de la inflamacion sistémica (Gunaratham et al., 2009). En un estudio de casos y
controles en Taiwan, 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). Ademas, Cuervo et al. en 2016 describieron la condicion periodontal de los pacientes
colombianos que asistieron a estudio polisomnografico, determinando que de los 166 pacientes
evaluados: 71% tenian AOS, de los cuales 58% tenian periodontitis y 37% tenian gingivitis
(Cuervo et al., 2016). Gamsiz-Isik et al. en 2017 determinaron que existe una mayor prevalencia

de periodontitis y niveles mas altos IL-18 en FCG y Proteina C reactiva (PCR) en suero en
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pacientes turcos con AOS (Gamsiz-Isik et al., 2017). Un estudio transversal en Los Paises Bajos,
el 21% de 70 pacientes con periodontitis, tuvieron un "alto riesgo" de padecer AOS (Verhelst et
al., 2022). Un estudio transversal determiné que los pacientes con AOS moderada-severa tenian

estadios mas graves de periodontitis (estadios Il y 1V) (Stazi¢ et al., 2022).

Ademas, se han evaluado biomarcadores séricos y salivales y once bacterias de placa
subgingival como candidatos putativos en la posible asociacion 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 composicion de las bacterias de la placa subgingival con la presencia en mayor proporcion de
S. oralis en AOS moderadayy, 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-habitat, con un incremento de Prevotella spp., un patégeno
periodontal especifico, mostrando una tendencia creciente en individuos con AOS (Y. Chen et al.,
2021).

Diferentes revisiones sistematicas y meta-analisis han sugerido diferentes mecanismos probables
para explicar la asociacion entre la periodontitis y la AOS: 1) La hipoxia intermitente puede
proporcionar las condiciones para el estrés oxidativo y la inflamacién sistémica. 2) El secado de
oral como resultado de la respiracién abierta crénica puede impedir su autolimpieza de la mucosa
oral por el flujo salival, lo que podria conducir a la progresién de la periodontitis. 3) Hay una
disminucion del pH que podria estar estimulando la colonizacion microbiana y, por ende, la
formacioén y la acumulacion de la placa dental o biopelicula. 4) La inflamacion asociada con la
AOS junto con las disminuciones intermitentes en la oxigenacion pueden influir en la composicién
y la ecologia de la microbiota oral, influyendo en el inicio y/o la progresion de la periodontitis. Y
5) Tanto la periodontitis como la AOS estan vinculadas a la inflamacién sistémica, lo que puede
explicar parcialmente la asociacién entre estas dos condiciones (Bianchi et al., 2022; Khodadadi
et al., 2022).

1.4 Biopeliculas polimicrobianas

La formacién de las biopeliculas polimicrobianas en la cavidad oral tiene cuatro etapas de
desarrollo: a) Adhesion 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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Formacion temprana de biopelicula: los microorganismos comienzan a dividirse y producen la
sustancia polimérica extracelular (EPS), que favorece la adhesion y permite la agregacion de mas
microorganismos; ¢) Maduracién de la biopelicula: se desarrollan estructuras tridimensionales,
favorecidas por la presencia de EPS, la cual proporciona un andamio multifuncional y protector,
generando microambientes quimicos y fisicos heterogéneos donde los microorganismos
coexisten dentro de interacciones polimicrobianas y sociales (competitivas y sinérgicas); y d)
Dispersion: los microorganismos abandonan la biopelicula para volver a entrar en la fase
planctonica y colonizar nuevas superficies (Beitelshees et al., 2018; Koo et al., 2017; C. Martin et
al., 2015).

Las biopeliculas polimicrobianas no son de facil remocion o inhibicion dadas sus propiedades
fisicas, biol6gicas complejas, acompafiadas de multiples factores genéticos y moleculares
microbianos, donde interactian multiples especies (bacterias grampositivas y gramnegativas,
levaduras, anaerobios facultativos o estrictos). Koo et al., destacoé las siguientes propiedades de
las biopeliculas: 1) la capacidad de adherencia a una gran variedad de superficies inertes
(plasticos, metales, ceramicas e hibridos) y superficies bidticas (esmalte dental, huesos, piel,
mucosas, tejido conectivo y endotelio), utilizando interacciones especificas (adhesinas
bacterianas-receptores del hospedero) y mecanismos de adhesién no especificos (fuerzas
hidrofébicas o electrostaticas). 2) Produccidn de una matriz de sustancia polimérica extracelular
(EPS), la cual puede variar en su composicién (polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos) segun
las especies microbianas presentes y las condiciones de crecimiento (tipo y abundancia de
nutrientes, hidrodinamica, temperatura y concentracion de oxigeno). Esta matriz extracelular EPS
proporciona un andamiaje esencial para la estabilidad mecéanica, adhesién a las superficies y crea
microambientes quimicos y fisicos compartimentados que brindan proteccion a las células dentro
de una estructura tridimensional (3D) heterogénea. 3) Poseen viscoelasticidad que permite que
las biopeliculas absorban y disipen energia, en lugar de desprenderse, cuando se exponen a
fuerzas mecénicas, como el corte hidrodinamico. Por un lado, el componente elastico permite que
la biopelicula vuelva a su forma durante perturbaciones intermitentes, mientras que el
componente viscoso permite que las biopeliculas fluyan de forma similar a los liquidos cuando se
mantienen las fuerzas mecanicas. 4) Las biopeliculas son heterogéneas, es decir, no uniformes
en distribucion, estructura 3D Yy fisiologia en varias escalas espaciales. Dentro de la biopelicula,
se desarrollan microambientes heterogéneos que modulan la actividad microbiana, la

sefializacion intercelular y el intercambio metabdlico, lo que conduce a la organizacion 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 lainhibicién de biopeliculas polimicrobianas

La compleja estructura de las biopeliculas proporciona proteccion a los microorganismos que la
conforman contra el sistema inmunitario del hospedero, a través de la activacion defectuosa de
los fagocitos y el sistema del complemento, restringe la penetracion de agentes antimicrobianos
y, por otro lado, aumenta su resistencia contra los antibioticos convencionales alrededor de 1000
veces. Se ha reportado que dicha resistencia es influenciada por la presencia limitada de oxigeno
y ademas, los microorganismos en biopeliculas experimentan una mayor tasa de mutacion
comparados con microorganismos planctonicos, lo que resulta en un aumento de 10 veces en la
eficiencia de la transferencia de plasmidos que tiene un gen de resistencia a los antibiéticos (Roy
et al., 2018). Es asi que se establecen algunos factores que afectarian la susceptibilidad de las
biopeliculas a agentes antimicrobianos: 1) bajay lenta penetracion de los antimicrobianos a través
de la intrincada red de canales de la biopelicula; 2) respuestas de estrés activadas como
consecuencia de la competencia por el espacio y nutrientes, 3) heterogeneidad de la poblacion
de biopeliculas; y 4) presencia de variantes fenotipicas como resultado de eventos de
coevolucion y evolucién adaptativa en una subpoblaciéon de microorganismos persistentes. La
combinacién de todos o algunos de estos factores favoreceria la funcién sobreprotectora de las

biopeliculas (Soria et al., 2019).

Se plantean diversas estrategias u oportunidades para la intervencién terapéutica de las
infecciones causadas por estas estructuras complejas, teniendo en cuenta las etapas de
formacion de las biopeliculas polimicrobianas: a) En la fase inicial, se puede interrumpir la
formacion de las biopeliculas al evitar la unién y las interacciones entre los microorganismos, o
entre los microorganismos y la superficie, también, al inhibir las adhesinas asociadas a la
superficie celular (apéndices, proteinas y EPS); b) En las primeras etapas del desarrollo de
biopeliculas, se puede inhibir la produccién de EPS y la division celular; c) Las biopeliculas
formadas se pueden inhibir mediante la eliminacion fisica, la degradacion de la matriz de EPS,
establecimiento de microambientes dafiinos (cambios de pH y/o concentraciones de oxigeno) y
eliminacion de microorganismos latentes; y d) Induccion de la dispersion de la biopelicula por la
remodelacion de la matriz de EPS o la activacion del mecanismo de dispersion (Beitelshees et
al., 2018; Koo et al., 2017).
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Por lo tanto, teniendo en cuanta las propiedades de las biopeliculas y su conformacion
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 biopeliculas relacionadas con las
enfermedades orales. Estas estrategias pueden tener mas beneficios que aplicar el SRP solo,
por lo tanto, se acompafia de la administracién local de antimicrobianos, antibiéticos, clorhexidina

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

La CHX, un antiséptico ampliamente utilizado principalmente en enjuagues orales, es
considerado el estandar de oro por su eficacia en el control quimico de la biopelicula supragingival
en formacion, en comparacién de otros agentes anti-biopelicula (dos Santos et al., 2017). La
administracién 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 glutaraldehido, contiene glicerina, agua, y 2,5 mg de
Gluconato de CHX, el cual se usa en combinacion con SRP para el tratamiento de local de
biopeliculas subgingivales y mejoria en los pardmetros periodontales, pero parece no ofrecer
ningun beneficio adicional al SRP durante la fase de mantenimiento del tratamiento periodontal
(Elnagdy et al., 2021). Ademas, el uso de clorhexidina se asocia con eventos adversos como
tincion de dientes, restauraciones, aparatos protésicos e incluso la lengua, asi como alteraciones
del gusto, formacion de calculos supragingivales y, posiblemente, inflamacion reversible de los
labios o glandulas parétidas, descamacion de la mucosa oral, urticaria, disnea y shock anafilactico
(dos Santos et al., 2017).

Existen otras terapias convencionales comercializadas como Periostat, un tratamiento de
administracién oral de Doxiciclina a bajas dosis, el cual no erradica totalmente la presencia de los
microorganismos, pero si mejora la severidad de la inflamacién en la periodontitis. El Triclosan es
un potente antibacterial de baja solubilidad, con poca retencién en la cavidad oral, y por lo tanto
no puede administrarse en forma de polvo o gel. Elyzol® es otro tipo de suspension en gel
compuesto de metronidazol. Atridox®, un gel antibacteriano compuesto de Doxiciclina de
aplicacion local. PerioPatch® es un parche tépico de hidrogel esta 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

administraciéon local, compuesto de Clorhidrato de minociclina, antibiético del grupo de las
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tetraciclinas (Fernandesa et al., 2018). La mayoria de estos tratamientos estan también indicados
a mejorar la inflamacién presente en el tejido gingival, mejorando los parametros periodontales,

no obstante, no estan dirigidos a la eliminacion de microorganismos como las levaduras.

1.4.1.1 Sistemas de liberacion controlada de farmacos (SLCF)

Algunos farmacos terapéuticos potencialmente Utiles podrian tener una actividad limitada debido
a sus pobres propiedades biofarmacéuticas. La toxicidad, solubilidad, biodistribucién y estabilidad
son factores que pueden afectar la administracion, asi como la actividad del farmaco 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 asi que se
han desarrollado herramientas para la administracion in situ de agentes antimicrobianos,
denominadas Sistemas de Liberacion Controlada de Farmacos (CDDS- por sus siglas en inglés).
Estos sistemas tienen la capacidad de encapsular farmacos, mejorar su eficacia y sus
propiedades biofarmacéuticas, ademas, pueden adaptarse a diversas vias de administracion,
protegen los farmacos de factores ambientales y proporcionan una liberacion controlada y dirigida
(C. Martin et al., 2015). Los SLCF tienen la ventaja sobre la terapia sistémica (dosis repetidas
forzadas durante periodos mas prolongados), ya que pueden proporcionar una administracion
continua de farmacos a concentraciones mas altas y directamente en el sitio de la infeccién, con
una liberacion sostenida durante periodos prolongados. Ademas, los beneficios de estos
sistemas incluyen un mejor cumplimiento en su uso por parte del paciente, reduccién de efectos
téxicos y complicaciones sistémicas, como los efectos secundarios causados por antibiéticos

administrados sistémicamente (Magalhdes Dias et al., 2019; Pifion-Segundo et al., 2019).

Debido al precio relativamente bajo, mayor estabilidad, resistencia mecanica, no toxicidad,
biocompatibilidad, no inmunogenicidad y biodegradabilidad, las tecnologias de administracién de
farmacos comunmente utilizadas incluyen el uso de polimeros en diversas formulaciones y
formas, como nanosistemas (nanofibras, nanocapsulas, nanoesferas, nanoparticulas), geles,
microparticulas, micelas, etc., y han sido aplicadas en el ambito de la odontologia para la
proporcionar concentraciones adecuadas de farmacos directamente en el sitio de accion
(bolsa/tejido periodontal). Los principales polimeros utilizados para la preparacion de estos
sistemas se diferencian en tres grupos: a) Polimeros naturales (quitosano, dextrano, alginato y

otros polisacaridos, acido hialurénico, gelatina, poli(aminoacidos), entre otros); b) Polimeros
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sintéticos degradables (poliésteres, resinas poliolefinicas, poliamidas, poliaminas, etc.); y c)
Polimeros sintéticos no degradables (poliacrilatos, polidimetilsiloxano, etc.) (Chi et al., 2019;
Pifion-Segundo et al., 2019; Uskokovi & Pej, 2022). Los polimeros sintéticos Poli (e-caprolactona)
(PCL) y Poli (4cido lactico-co-glicélico) (PLGA) son los polimeros de interés de este trabajo,

debido a sus propiedades para la liberacion de farmacos.

El PCL es un poliéster alifatico semicristalino de caracter hidrofébico, aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (Food and Drug Administration,
FDA), biodegradable, no téxico y de degradacion lenta (Garzoén et al., 2022). Por sus propiedades
mecanicas es usado con otros polimeros en copolimerizaciones, potenciado su utilidad (Singhal,
2020), como el PLGA que esta compuesto de dos proporciones diferentes de mondmeros de
acido lactico y &cido glicélico, es considerado un polimero biodegradable, biocompatible y de muy
baja toxicidad, muy apropiado para sistemas de liberacién en ambientes biolégicos. Este polimero
también est& aprobado por la FDA como material compuesto de uso médico. Sin embargo, posee
malas propiedades mecanicas, las cuales son mejoradas en la copolimerizacién con PCL. Por lo
tanto, PCL y PLGA son complementarios en términos de propiedades mecéanicas y de
biodegradabilidad y conducen a obtener biomateriales de liberacion controlada de farmacos con
una mayor eficacia al ser combinados (Gao et al., 2019). La mezcla de PCL con PLGA podria ser
una buena solucién para superar la hidrofobicidad de PCL. PCL-PLGA muestran mayores

propiedades hidrofilicas (Pawlik et al., 2019).

Ambos polimeros son utilizados en la realizacibn 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 polimeros en solucién mediante la aplicacion de un fuerte campo eléctrico. La solucién
polimérica se exprime por una jeringa y las altas fuerzas electrostaticas superan las fuerzas
cohesivas, lo que da como resultado la formacion de hilos poliméricos, con un alargamiento
continuo bajo un movimiento de batido, evaporacion del solvente y la formacién de fibras de
tamafio nanomeétrico (Stojanov & Berlec, 2020). Las nanofibras estan disefiadas para mantener
los farmacos en la boca y regular su liberacién in situ. La fabricacion de nanofibras ofrece la
posibilidad de recargar varios farmacos o sustancias con actividad biologica a la vez, tiene una
facil adaptacion en los sitios requeridos, tienen propiedades biomecéanicas que se pueden

adecuar a las condiciones de la cavidad oral, pueden ser mas especificas y tener una mejor
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adsorcion. Ademas, su proceso de fabricacion es reproducible y de bajo costo (Garzén et al.,
2022).

Nanofibras de PCL y PCL-gelatina cargadas con metronidazol (antibiético de amplio uso en el
tratamiento de la periodontitis) tuvieron un efecto antibacteriano in vitro sobre F. nucleatum,
siendo la PCL-gelatina mas adecuada en la liberacion del fArmaco por mas tiempo, con una
liberacion sostenida de hasta tres semana, controlada por la difusion y degradacién de la gelatina
(Zamani et al., 2010). En otro estudio se evalué la capacidad la actividad antimicrobiana de
nanofibras de PCL cargadas con Tetraciclina (antibiético bacteriostatico de amplio espectro para
el tratamiento de la periodontitis) con Oxido de Zinc (ZnO). Dichas nanofibras liberaron la
tetraciclina de manera sostenida hasta por 5 dias, con baja toxicidad sobre fibroblastos y con
actividad antimicrobiana contra el cultivo mixto de cuatro bacterias Gram-negativas anaerobias
asociadas a periodontitis (Magalh&es Dias et al., 2019). Es asi que las nanofibras son una opcién
simple y promisoria para adaptar sustancias con actividad antimicrobiana en el tratamiento de la
periodontitis.

1.4.2 Sustancias antimicrobianas

1.4.2.1 Anfotericina B (AMB)
Actualmente, se emplean tres grupos de anfifingicos 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; Quindds et al., 2019). La AMB se ha destacado por ser un antifingico fungicida con amplio
espectro de accién contra hongos causantes de micosis sistémicas y generalmente su
administracién es por via parenteral (Hamill, 2013) (Figura 3). Sin embargo, también es usada
como terapia tépico de candidiasis orales, administrada en forma de crema, ungiiento o locién
por 14 dias a 100mg/mL (Millsop & Fazel, 2016). Tiene como mecanismo de accion unirse al
ergosterol de la membrana celular, provocando alteraciones de la permeabilidad con pérdida del
contenido citoplasmaético y lisis celular. Se ha reportado actividad antifngica in vitro contra la
mayoria de las especies de Candida asociadas a infecciones orales, como C. albicans, C.

glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei y C. dubliniensis (Quindos 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 biopeliculas polimicrobianas en pacientes con
periodontitis, se plantea el uso de antifingicos para inhibir la formacién de dichas biopeliculas.
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 antifingicos
como AMB, fluconazol e itraconazol. C. albicans fue la especie mas frecuente encontrada en
ambas muestras y se observé 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 antifingico sobre las levaduras relacionadas a la periodontitis (Radunovic
et al., 2022). Aunado a esto, otros estudios han reportado la eficacia de AMB sobre a biopeliculas
formadas por C. albicans; un estudio demostro la actividad antifingica de AMB con una CMIBso
de <1 pg/mL sobre biopeliculas de 24 horas de maduracién y con una CMBIlg >6 pg/mL,
independientemente del tiempo de maduracion de la biopelicula (Valentin et al., 2007). También
se report6 que las formulaciones lipidicas de AMB (CMI: 0.25 pg/mL de AMB liposomal y complejo
lipidico AMB - ABLC) mostraron actividad contra biopeliculas de Candida spp. (Kuhn et al., 2002).

Usando otras alternativas de administracién, un estudio incorpor6 AMB y Clotrimazol en
polimetilmetacrilato (PMMA), material base para la realizacion de protesis dentales y
determinaron el efecto inhibidor de ambos farmacos sobre la biopelicula producida por C.
albicans, siendo mas efectiva la AMB a bajas concentraciones (1, 5, 10 pg/mL) (AL-Janabi &
Abdulkareem, 2018). Igualmente, nanofibras “core-shell” de nucleo de alcohol polivinilico,
quitosano y AMB con cubierta de 6xido de polietileno y gelatina mostraron mediante el ensayo de
antibiograma una actividad antifungica significativa contra diferentes especies de Candida, con

zonas de inhibicion de 14-26 mm vy liberacion del farmaco dentro de las 11 h con liberaciones
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acumuladas finales del 71-78 9%, sugiriendo que pueden actuar como un dispositivo de

administracién de farmacos adecuado para tratar infecciones fangicas (Asgari et al., 2021).

1.4.2.2 Péptidos antimicrobianos: Lactoferricina B

El desarrollo de péptidos antimicrobianos ha tomado gran importancia en la generacién de nuevas
estrategias terapéuticas con el fin de combatir enfermedades infecciosas, dado principalmente al
aumento de la resistencia microbiana a los antibiéticos (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
biolégicas que incluyen actividades inmunomoduladoras, antimicrobianas directas
(antibacteriana, antifangica, antiviral, etc.) y anti-biopelicula, segun su estructura y parametros
biofisicos (Yang et al., 2019). Es asi 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 antibiéticos clasicos neutralizando endotoxinas
bacterianas. Ademas, es reconocido la capacidad de los AMP de actuar en diferentes etapas de
la formacidn de biopeliculas y con diferentes mecanismos de accién, como la regulacion a la baja
de moléculas del quorum-sensing (QS), eliminacién de biopeliculas preformadas, inhibicién de la
formacion de biopeliculas e inhibicién de la adhesion (Chung & Khanum, 2017; Z. Wang et al.,
2017). Se han descrito tres mecanismos de accién de los péptidos antimicrobianos: 1) Formacion
de un canal o poro acuoso en la membrana lipidica, favoreciendo el adelgazamiento de la
membrana y la salida de componentes intracelulares de las bacterias; 2) Micelacién o disoluciéon
de la membrana y 3) Traslocacion a través de la membrana (Castafieda-casimiro et al., 2009;
Torres et al., 2019; H. Y. Wang et al., 2015).

La sintesis quimica de derivados de péptidos antimicrobianos permite disefiar y obtener péptidos
terapéuticos, seguros, con una secuencia determinada de aminoacidos, de obtencion rapida y
con una alta pureza (Vargas Casanova et al., 2019). Sin embargo, la actividad antibacteriana de
los PAMs es susceptible a condiciones fisiol6gicas corporales, como las altas concentraciones
de sal presentes en la saliva, suero y otros fluidos corporales, que interrumpen la interaccion 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
accion proteolitica de enzimas secretadas, ejemplo de ello son las gingipainas producidas por
Porphyromonas gingivalis, bacteria periodontopatégena; 2) La modificaciébn de la carga

superficial de la membrana externa o la pared celular de las bacterias, limitando la adhesion de
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los PAMs; 3) Aquellos PAMs que actlan intracelularmente son susceptibles al flujo de salida
activo, similar al mecanismo utilizado para resistir los antibiéticos tradicionales; 4) La accion 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
repulsién electrostatica o por atrapamiento los péptidos; y 5) Se plantea la hipo6tesis de una
posible resistencia cruzada de las bacterias a los péptidos enddgenos de defensa del hospedero,
después de la exposicion de PAMs terapéuticos, sin embargo, esta resistencia a los PAMs se
desarrolla en bajas frecuencias (Bechinger & Gorr, 2017). Por consiguiente, se hace necesario
utilizar tecnologias de administracion (SLCF) que permitan mejorar y proteger la actividad
bioldgica de este tipo de moléculas.

Ademas, se debe tener claro el perfil de seguridad de los posibles PAMs terapéuticos, siendo
necesario evaluar su potencial citotéxico sobre las células del hospedero. De tal forma que se
hace necesario disefiar estrategias que permitan la obtencion de PAMs sintéticos con una
significativa accion antimicrobiana, sin repercutir en el hospedero, como la inclusion de
amino&cidos no naturales, conjugacion con azulcares, lipidos y proteinas, y sintesis de péptidos
polivalentes (dimeros, tetrameros, etc.) (Vargas Casanova et al., 2019).

Existen diferentes tipos de PAMSs, uno de ellos agrupa a los péptidos aniénicos y catidnicos
derivados de proteinas con actividad antibacteriana, como la Lactoferricina (Lfcin) producto de la
Lactoferrina (LF), que es una glicoproteina de unién a hierro de ~ 80 kDa. Se encuentra
predominantemente en los fluidos secretados de mamiferos como leche, lagrimas, saliva, fluido
crevicular gingival, moco bronquial y plasma seminal, y se almacena en los granulos secundarios
de leucocitos polimorfonucleares (PMN) (Gifford et al., 2005). Se ha reportado que LF suprime la
adhesion y agregacién de Streptococcus gordonii por secuestro de hierro, conduciendo a la
inhibicién del desarrollo de biopeliculas orales (Arslan et al., 2009). Biopeliculas 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 LFcin17-30y LFampin265-284 con una orientacién estructural
similar a la molécula nativa. Se demostré que LFchimera (50 uM) es capaz de inhibir la formacion
de biopeliculas subgingivales multiespecies in vitro y reduce la viabilidad de bacterias en las

biopeliculas 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 regién N-
terminal de la LF, se origina por hidrélisis enziméatica, tiene una carga neta de +8 dada por la
presencia de residuos de Arginina y Lysina, caracteristicas anfipaticas, 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: YYFKCRRWOQWRMKKLGAP-SITC-VRRAF*!) compuesta
por 25 aminoacidos, posee actividad antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antiviral y
antitumoral, atribuida al motivo minimo RRWQWR presente en su estructura (Gifford et al., 2005;
Vargas Casanova, 2018; Vargas Casanova et al., 2017, 2019) (Figura 4).

Lactoferrina (LF)
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Figura 4. Estructura de la Lactoferricina B (LfcinB).
Adaptado de Vargas Casanova, 2018.

Las propiedades antimicrobianas, antifingicas, antitumorales y antivirales de los 25 residuos en
LfcinB se han asociado con la porcion rica en Triptofano/Arginina del péptido, mientras que las
propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras se han relacionado con una region cargada
positivamente de la molécula. Se ha sugerido que esta region, similar a las alfa y beta-defensinas,
puede actuar como una quimiocina y también, se ha sugerido las Lfcinas pueden translocarse
espontaneamente 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),: (RRWQWR).K-Ahx,
tetramérica de LfcinB (20-25)s: (RRWQWR)4K2-Ahx,-Co, y palindromica de LfcinB (21-25)par:
RWQWRWQWR a CMIs de 5 a 135 uM, sobre bacterias Gram-positivas (Enterococcus faecalis
y Staphylococcus aureus) y Gram-negativas (Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa)

(Vargas Casanova et al., 2019). Incluso se reporto6 la actividad fungistatica y fungicida contra
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Candida spp. de la secuencia LfcinB (21-25)ra, que ademas combinada con fluconazol exhibio
un efecto antifungico sinérgico contra C. tropicalis y C. krusei (Vargas-Casanova et al., 2020).
Aunado a esto, se determiné la actividad antibacteriana de nanofibras realizadas con LfcinB (21—
25)pa Y Pullulan (polisacarido formado por unidades de maltotriosa) contra E. coli, con una
liberacion instantdnea de la LfcinB. Estas nanofibras se obtuvieron mediante Electrospinning, sin

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

1.4.2.3 Oxido de Zinc (ZnO)

Entre los 6xidos metéalicos de tamafio nanométrico, el ZnO se destaca debido a sus propiedades,
como una alta relacién area superficial/volumen, material rentable y estabilidad ambiental
prolongada, ademas de ser usado ampliamente por sus actividades bioldgicas, como una
sustancia antimicrobiana, antifingica, antitumoral, antidiabética, etc. El ZnO muestra un alto
rango de absorcion optica en UVA (400 nm-315nm) y region UVB (315nm-280 nm) que mejora
su propiedad antibacteriana (Mahamuni-Badiger et al., 2020). Es considerado bacteriostatico y
su actividad antibacteriana se atribuye a tres mecanismos de accion: a) Tiene la capacidad de
generar especies reactivas de oxigeno (ROS) en su superficie; b) Genera ruptura de la membrana
celular después del contacto e interactta con el contenido intracelular; c) Accidn antimicrobiana
por liberacién de iones Zn?* a partir de ZnO en medio acuoso. Las bacterias Gram-positivas son
menos sensibles al dafio debido a los iones Zn*?, 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 mas delgada de peptidoglucano, y por lo tanto,
menor resistencia a la internalizaciéon de nanoparticulas de ZnO (Magalhades Dias et al., 2019;
Mahamuni-Badiger et al., 2020).

Se ha demostrado especificamente que el ZnO tiene la capacidad de eliminar microorganismos
de la cavidad oral asociados a caries, incluso, las nanoparticulas de ZnO son mas eficaces contra
las bacterias gramnegativas y grampositivas, que las particulas de mayor tamafio (Seving &
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). Ademas, la incorporacién de nanoparticulas de ZnO
en Poli-Metilmetacrilato (PMMA) mostr6 actividad antifangica contra biopeliculas 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 odontoldgicos como resinas o selladores. Las nanoparticulas de ZnO logran reducir el
crecimiento de biopeliculas de S. sobrinus o la acumulacion de placa a concentraciones no
menores de 10 % p/p en una formulacién a base de resina, en un periodo de 3 dias. Ademas, se
logré determinar que la incorporacion de nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de ZnO
en un sellador de conductos radiculares mejora las propiedades antibacterianas (Pifion-Segundo
et al., 2019). Incluso se ha incorporado nanoparticulas 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 citotoxica sobre
células madre de pulpa dental humana (Minchow et al., 2015). Resultados similares se
reportaron de membranas tipo regeneracion tisular guiada (Guided Tissue Regeneration - GTR)
realizadas con PCL y nanoparticulas de ZnO mediante Electrospinning. La incorporacién de
nanoparticulas de ZnO al 0,5 % (p/v) proporcion6 efectos antibacterianos contra P. gingivalis
ATCC 33277, al tiempo que apoyaba la viabilidad y la osteodiferenciacion de las células madre
del ligamento periodontal, sin afectar negativamente su caracteristica de biocompatibilidad,
convirtiendo la membrana en un candidato prometedor para regular el entorno inflamatorio y
promover la formacién 6sea en la regeneracion periodontal (Nasajpour et al., 2018). En este
mismo contexto las nanofibras de PCL incorporadas con nanoparticulas de tetraciclina con y sin
Zn0O, mencionadas anteriormente, mostraron una liberacién controlada y sostenida del antibiético
en presencia de ZnO con una taza de liberacién de 3.7 ug/mL de 1 a 4 horas, niveles mas altos
que los obtenidos mediante la administracion sistémica del antibiético (Magalh&es Dias et al.,
2019).
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1.5 Planteamiento del problema

La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria crénica multifactorial que afecta al
73% de la poblacion colombiana (Ministerio de Salud y Proteccion Social & MINSALUD, 2014),
al 91.7% de la poblacién en Brasil (Palma & Leite, 2014) y aproximadamente el 50% de la
poblacion adulta en el mundo (Genco & Sanz, 2020). La tasa de prevalencia estandarizada por
edad global aument6 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
patdgenas, denominadas microbiota disbittica, organizadas en biopeliculas estratificadas
(Haffajee et al., 2008) que provocan una respuesta inflamatoria crénica del tejido periodontal, que
resulta en la formacién de bolsas periodontales, pérdida progresiva de insercién periodontal con
destruccion de los tejidos blandos y duros de soporte periodontal, y posterior perdida de los
dientes (Hajishengallis & Korostoff, 2017). La formacion de biopeliculas en la periodontitis esta
asociada principalmente a bacterias periodontopatégenas (Colombo & Tanner, 2019), no
obstante, en los ultimos afios se han reportado casos, con presencia de levaduras del género
Candida spp., cumpliendo un papel importante en la progresion de esta enfermedad (Canabarro
et al., 2013). El estimulo microbiano en los tejidos periodontales desencadena una respuesta
inflamatoria inicialmente local, que puede volverse crénica y generar una respuesta inflamatoria
sistémica, que se considera un factor de riesgo para patologias como la Enfermedad
Cardiovascular, Diabetes Mellitus, Artritis, Osteoporosis y Apnea Obstructiva del Suefio (AOS)
(Latorre et al., 2018). La AOS es un trastorno respiratorio del suefio que obstruyen la via aérea
impidiendo el paso de aire (Ralls & Grigg-Damberger, 2012). Representa un serio problema de
salud publica en varios paises del mundo, debido a que también es un factor de riesgo para

Enfermedades Cardiovasculares, Mentales y Sindromes metabdlicos (Otero et al., 2016).

La relacion entre AOS y la periodontitis ain no se ha dilucidado completamente, el mecanismo
fisiopatoldgico, causa-efecto aln no esta claro. Se necesitan més estudios donde tengan en
cuenta una clasificacion precisa de los individuos con AOS y ademas, hagan uso de un método
estandarizado para el diagnostico de la periodontitis, de acuerdo con el nuevo sistema de
clasificacion y estadificacién de la periodontitis (Lembo et al., 2021). Sin embargo, se han
sugerido diversos mecanismos que involucran factores genéticos, inmunolégicos vy
microbiol6gicos (T. S. Al-Jewair et al., 2015). Se plantea que la inflamacién sistémica puede ser
el vinculo de asociacion entre la periodontitis y AOS, la sequedad oral presente en los pacientes

con AOS aumenta el riesgo de infecciones bacterianas y flngicas, disminuye la habilidad del
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sistema inmune para responder a las infecciones, altera la remodelacion 6sea estimulada por la
hipoxia y aumentan los niveles de CO2, lo que permitiria la colonizacion y modulaciéon de la

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

Los cambios ambientales de la cavidad oral a causa de la AOS, permitirian 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 biopeliculas polimicrobianas en el surco gingival, donde la presencia de
Candida spp., podria cumplir un papel importante en la progresion de la periodontitis, por su
capacidad de colonizar tejido gingival en mayor proporcion (Arumugam, 2015; Canabarro et al.,
2013; Tamai et al., 2011). Ademas, dado que la presencia e incremento de marcadores
inflamatorios sistémicos como las citocinas proinflamatorias pueden ser el vinculo de asociacion
entre la periodontitis y la AOS , puesto que activan al osteoclasto para favorecer la reabsorcion
Osea local en la enfermedad periodontal, es asi que también se hace importante ampliar el
conocimiento sobre la relacién de los procesos inflamatorios de ambas patologias a nivel local en

saliva y fluido crevicular, y su relacion con la microbiota disbidtica 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 regimenes empiricos de antibiéticos 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 mecanico del tejido infectado (Graziani et al., 2017), los cuales no estan

dirigidos a contrarrestar la infeccién 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 biopeliculas polimicrobianas
disbidticas relacionadas a la periodontitis asociada a AOS. Dichas biopeliculas plantean un
desafio adicional, debido a que requieren antimicrobianos que sean efectivos contra todos los
microorganismos patégenos presentes en la biopelicula, incluso sobre la matriz de polimeros
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 antifingicos
como la Anfotericina B, usada frecuentemente para micosis sistémicas, ya que presenta un
amplio espectro de accién, y ha demostrado ser eficaz frente a biopeliculas formadas por C.
albicans (Fernandez-Rivero et al., 2017), junto al uso de un péptido antimicrobiano como la

Lactoferricina Bovina (LfcinB) que en su secuencia contiene un motivo minimo (RRWQWR) con
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actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, e incluso posee
actividad antifungica (Vargas-Casanova et al., 2020; Vargas Casanova et al., 2019). Esto unido
a la implementacion de tecnologias para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de
farmacos que permitan mejorar la biodisponibilidad y retencién de los agentes antimicrobianos
en las superficies orales y dentro de las biopeliculas. Dentro de los sistemas de liberacién que
han mostrado ser seguros y eficaces se encuentran las nanofibras capaces de almacenary liberar

de manera constante y prolongada sustancias antimicrobianas sobre las biopeliculas.

Es asi, que este tipo de estructuras pueden ser consideradas como una herramienta eficaz para
la administracion in situ de agentes antimicrobianos, que permitan inhibir la formacién de
estructuras complejas de dificil penetracion como las biopeliculas polimicrobianas causantes de
enfermedades como la periodontitis asociada a AOS. Por todo lo anterior, esta tesis doctoral
pretendid determinar el perfil microbiano e inmunolégico presente en individuos con periodontitis
y AOS, con el fin de establecer un modelo de biopelicula polimicrobiano in vitro relacionado a
ambas condiciones y determinar la actividad antimicrobiana y anti-biopelicula de nanofibras
incorporadas con Anfotericina B, un péptido antimicrobiano palindrémico de Lactoferricina B (Lfcin
B (21-25)pa) y Oxido 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 INVESTIGACION

¢, Cual es la accion antimicrobiana de nanofibras cargadas con Anfotericina B (AMB), péptido

palindrémico de Lactoferricina B (LfcinB (21-25)pa) y Oxido de Zinc (ZnO) sobre la formacion de

biopeliculas polimicrobianas in vitro relacionadas con Periodontitis y Apnea Obstructiva del

Suefio?

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar un sistema de liberacion controlada de farmacos, nanofibras cargadas con Anfotericina

B (AMB), un péptido antimicrobiano palindromico de Lactoferricina B (LfcinB (21-25)pa) y Oxido

de Zinc (ZnO) para inhibir la formacion de biopeliculas polimicrobianas in vitro relacionadas con

Periodontitis asociada a Apnea Obstructiva del Suefio.

3.2 Objetivos especificos

1.

Identificar los microorganismos cultivables en saliva, placa subgingival y FCG y
cuantificar las citocinas proinflamatorias (IL-18, IL-6, IL-17, IL-33 y TNF-a) en
saliva y FCG en individuos con Periodontitis y AOS.

Establecer un modelo de biopelicula polimicrobiana in vitro con microorganismos
identificados en las muestras orales de individuos con Periodontitis y AOS.
Establecer la actividad bioldgica in vitro (anti-biopelicula y citotdxica) de las
nanofibras cargadas con AMB/LfcinB (21-25)pa/ZN0O.

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de nanofibras cargadas con
AMBY/LfcinB (21-25)pa/Zn0O con actividad anti-biopelicula.

Realizar una prospeccion tecnoldgica del uso de las nanofibras cargadas con
AMB/LfcinB (21-25),a/Zn0O con actividad anti-biopelicula.

Los objetivos especificos se desarrollaron en tres fases presentadas en cuatro capitulos:
Fase 1 (Capitulo 1y 2): Objetivo 1.

Fase 2 (Capitulo 3): Objetivos 2, 3y 4.

Fase 3 (Capitulo 4): Objetivo 5.
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4. DESARROLLO

4.1 Capitulo 1.
4.1.1 Descripcion articulos 1y 2:

Articulo 1: Los pacientes con apnea obstructiva del suefio 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 relacién microbiolégica entre la periodontitis y la AOS, se propuso
analizar la microbiota oral cultivable de individuos con AOS y su asociacion con la condicion
periodontal. Adicionalmente, se propuso obtener los microorganismos méas frecuentes y con
mayor asociacion a ambas patologias, para realizar un banco de trabajo para el establecimiento
de biopeliculas polimicrobianas in vitro. La identificacion de los microorganismos se realizé por
espectrometria de masas MALDI-TOF-MS, a partir de muestras de saliva, placa subgingival y
surco gingival de 93 individuos clasificados en cuatro grupos segun el diagnéstico clinico: 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 caracterizacion de la microbiota oral de individuos con
periodontitis asociada a AOS mediante el uso de MALDI-TOF-MS como herramienta de
identificacion rapida 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 Suefio.

A partir del andlisis de los datos demograficos, historia clinica y parametros periodontales de los
individuos, se evidencié que existe un efecto del estadio de la periodontitis en presencia de la
AOS, siendo la Periodontitis Estadio Ill, la de mayor presencia en pacientes con AOS severa, con
mas casos en hombres. Se cuantifico la abundancia relativa de los microorganismos segun la
clasificacion por categorias basadas en los complejos microbianos establecidos por Socransky
(S. S. Socransky et al., 1998), adicionando tres categorias que incluyeron Candida spp.,

Lactobacillus spp. y Otros microorganismos.

La microbiota oral cultivable se alteré en pacientes con periodontitis y con AOS (Grupo 4 P-OSA),
en términos de diversidad y aumento de microorganismos como bacterias periodontopatégenas

y Candida spp., siendo Candida albicans la especie més prevalente. A su vez, la mayor
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distribucién de los complejos y categorias se encontré en las muestras orales de estos mismos
individuos. Es asi que se determind un conjunto de 24 microorganismos mas frecuentes, con una

presencia de mas del 10% de los individuos evaluados y se distribuyeron de la siguiente manera:

e Complejo amarillo: S. anginosus, S. cristatus, S. gordonii, S. mitis, S. oralis, S.
parasanguinis, S. pneumoniae, S. salivarius y S. sanguinis.

e Complejo azul: A. georgiae, A. naeslundii, A. odontolyticus y A. oris.

e Complejo purpura: V. parvula.

e Complejo verde: C. ochracea.

e Complejo naranja: F. nucleatum, P. micra y P. melaninogenica.

¢ Candida spp.: C. albicans.

e Lactobacillus spp.: L. paracasei.

e Otros microorganismos: B. dentium, C. granulosum y S. epidermidis.

Mediante un analisis de Escalamiento Multidimensional (MDS) establecido de acuerdo a la
disimilaridad (matrices de distancia euclidea), este conjunto de microorganismos se agrup6 en
seis clusters, sobresaliendo el cluster conformado por A. georgiae, P. melaninogenica y C.
albicans, quienes definieron positivamente las dimensiones 1y 2. Caso contrario de C. ochracea,

la cual definié la dimension 3 con una modulacién negativa.

La presencia de las dos patologias se asocié con los microorganismos del complejo naranja y
rojo, junto a Candida spp., los cuales se correlacionaron positivamente con el porcentaje de
biopelicula en los individuos con ambas patologias. La presencia de estos microorganismos
podria explicar la alta prevalencia de casos de periodontitis en estadio Il en pacientes con AOS
severa. Por consiguiente, nuestro estudio propone una nueva hipotesis: en presencia de ambas
enfermedades (P-OSA), los microorganismos oportunistas como Candida spp., pueden tener un
comportamiento que permita la colonizacién de bacterias periodontopatégenas, teniendo en
cuenta que se ha demostrado a través de estudios in vitro, que C. albicans modula el
microambiente, provocando condiciones anoxicas, favoreciendo el crecimiento de bacterias

estrictamente anaerobias y promoviendo sinérgicamente la formacion de biopeliculas disbiéticas.

Asi pues, basados en estos resultados se propone establecer la formacién de biopeliculas
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 periodontopatégena.

Articulo 2: Microbiota oral criptica: ¢Cual es su papel como patégenos periodontales

relacionados con la AOS?

Teniendo en cuenta que la periodontitis se ha relacionado comUnmente con bacterias
categorizadas en los complejos microbianos de Socransky, se consideré que existe una falta de
conocimiento sobre "otros microorganismos", que rara vez se consideran patégenos orales
significativos y no estan 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 cripticos”.

Por tal motivo, este estudio planteé la hipétesis de que estos microorganismos cripticos podrian
contribuir a la modulacién de la microbiota oral presente en la salud o la enfermedad (pacientes
con periodontitis y/o AOS). Para ello, se identifico la presencia y la correlacion entre estos
microorganismos orales cripticos cultivables y se determiné su posible papel en ambas
condiciones. Se registraron datos demograficos, caracteristicas clinicas orales, géneros y
especies de microorganismos orales cripticos cultivables, identificados por MALDI-TOF. Se
analizaron los datos de 75 participantes a quienes se les identificaron microorganismos cripticos,
determinando las frecuencias relativas del género y la especie, se realizaron grupos microbianos

y pruebas de correlaciones.

De acuerdo con la condicién periodontal, se encontré que la Gingivitis inducida por biopelicula en
periodonto reducido y la Periodontitis estadio Ill tienen la mayor diversidad de especies de
microorganismos cripticos. Con base en la condicion experimental estos hallazgos mostraron que
existen géneros relacionados con condiciones de enfermedad y otros relacionados con
condiciones de salud, destacandose especies que podrian estar relacionadas con diferentes
enfermedades cronicas, como comorbilidades compartidas entre periodontitis y AOS. Mientras
que Gemella spp. se asoci6 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 descubrié
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que el perfil de enfermedad contenia microorganismos que podrian clasificarse como posibles
patdgenos y podrian tener un papel en la interaccién entre la AOS, la periodontitis y otros

trastornos crénicos clinicamente significativos o enfermedades infecciosas sistémicas.

Debido esto, es posible proponer que los microorganismos cripticos dentro la microbiota oral de
pacientes con periodontitis y con AOS serian patdégenos potenciales, promoviendo el desarrollo
de una microbiota disbiética y la posible aparicion de enfermedades cronicas, que previamente
se han propuesto como factores de riesgo comunes para ambas condiciones. Este estudio abre
las puertas a nuevas investigaciones para comprender la funcién de posibles patdégenos en la

microbiota oral.
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Figura 5. Desarrollo metodoldgico Articulo 1y 2
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Patients with obstructive sleep
apnea can favor the
predisposing factors of
periodontitis by the presence
of P. melaninogenica and C.
albicans, increasing the severity
of the periodontal disease
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Hayde K. Cuervo-Jimenez?, Natalia Arango-Jimenez®,
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Objective: The aim of this study was to analyze the cultivable oral microbiota of
patients with obstructive sleep apnea (OSA) and its association with the
periodontal condition.

Methods: The epidemiology profile of patients and their clinical oral
characteristics were determined. The microbiota was collected from saliva,
subgingival plaque, and gingival sulcus of 93 patients classified into four groups
according to the periodontal and clinical diagnosis: Group 1 (n = 25), healthy
patients; Group 2 (n = 17), patients with periodontitis and without OSA; Group 3
(n = 19), patients with OSA and without periodontitis; and Group 4 (n = 32),
patients with periodontitis and OSA. Microbiological samples were cultured,
classified, characterized macroscopically and microscopically, and identified by
MALDI-TOF-MS. The distribution of complexes and categories of
microorganisms and correlations were established for inter- and intra-group
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of patients and statistically evaluated asing the Spearman r test (p-value <0.5)
and a multid mensicnal grouping analysis.

Result: There was no evidence betwz2n the severity of OSA and periocontitis
(p = 0.2813). However, there i< a relationship between the stage of periocontitis
and OSA (p = 0.0157), with stage |ll periodontitis being the one with the Fighest
presence in patients with severe OSA (prevalence of 75%; p = 0.0157), with
more cases in men. The greatest distr bution of the complzxes and categories
was found in oral samples of patients with pericdontitis and OSA (Group 4 P-
OSA}); even Candida spp. wer2 more srevalent in these patients. Periocontitis
and OSA are associated with comarbidities and oral conditions, and the
microorgan sms of the orange a~d red complexes participate in this
association. The formation of the dysoiotic biofilm was mainly related to the
presence of these complexes in asscciation with Candida spp.

Conclusion: Periodontopathegenic cacteria of the orangz complex, such as
Prevotella melaninogenica, and the yeast Candida albicans, altered the
cultivable oral microbiota of patients with periodontitis and OSA in terms of
diversity, possibly increasing the severity of periodontzl disease. The link
between yezsts and periodontopathcgenic bacteria could help explain why
people with severe OSA have suc~ a high risk of stage Il periodontitis.
Antimicrobial approaches for treating periedontitis in individuals with OSA
could be investigated in vitro using polymicrobial biofilms, according to
our findings.

KEYWO RDS

cultivable oral microbiota, periodontitis, obstructive sleep apnea, MALDI-TOF-MS,
Candlida albicans

Introduction

Periodontitis is a chronic infectious disease that affects
approximately 50% of adults in the world (Genco and Sanz,
2020), This infection is caused 5y pathogenic microbial
communities known as dysbiotic microbiota. The dysbiotic
microbiota prcduce an inflammatory response of the
periodontal tissue resulting in the formation of periodontal
pockets, progressive los of periodontal attachment with the
destruction of soft and bard supporting periodontal tissues, and
loss of teeth (Hajishengallis and Korostoff, 2017).

This dysbiotic microbiota was described by Socransky
(Socransky et al,, 1998) who identified genera of
microorganisms with certain pathogenicity factors that
facilitate the colcnization of periodental tissue. In this way, he
proposed six microbial complexes present in subgingival plaque
recogrized by colors: the yellow complex (Streptococcus spp.),
the blue complex (Actinoniyces spp.), the purple complex
(Veillonella spp.), the green complex (Eikenella spp.,
Capnocytophaga spp., and Campyiobacter spp.), the orange
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complex (Eubacterium sp., Fusobacterium spp., Parviomonas
sp., Prevotella spp., Slackia sp., and S. constellatus), and the red
complex (Porphyromonas sp., Tanarella sp, and Treponema
sp.). The last two complexes are recognized for grouping the
bacteria considered periodontal-pathogenic. Therefore, the
periodon:al-pathogenic dysbiotic microtiota, which is mostly
bacterial, is strorgly related to periodontitis as a determining
factor in the inflimmatory reaction of tae periodontal tissues
that results in sysiemic inflammatory events, (Lamont et al,
2018), trizggering an exacerbated chronic inflammatory response,
which is associated with systemic discases, such as
cardiovascular diseases (CVDs) (Bui et al,, 2019), diabetes
mellitus (Escobar et al,, 2014), and obstructive sleep apnea
(OSA) (Gamsiz-Isik et al, 2017).

OSA is a sleep-disordered breathing that occurs when the
soft tissues around the upper airway collapse, partially or
completely obstructing airflow despite the increased
ventilatory effort. It is probably the most common sleep
respiratory disordzr in adults, OSA is more prevalent in men,
and it becomes similar in both sexes after menopause (Ruiz ct al,,
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2016; Hidalgo-Martinez and Lobelo, 2017), In recent years, OSA
has been related to periodontitis. Previous studies have shown
that people with OSA have a higher risk of severe periodontitis
than people without sleep apnea and that periodontitis is more
frequent in young adults with mild OSA (Gunaratnam et al,
2009; Seo et al., 2013; Sanders et al,, 2015; Cuervo et al,, 2016).

Different mechanisms involving genetic, immunological,
and microbiological factors (Al-Jewair et al,, 2015; Cade et al,
2016; Nizam et al,, 2016; Zhang et al., 2021) have been suggested
for the cause-cffect relationship between OSA and periodontitis,
The genetic predisposition, the inflammatory response shared in
both diseases (Nizam et al,, 2016), and the oral dryness (Sco
ctal, 201 3) have been described among the hypotheses proposed
to explain the increase in periodontitis in patients with OSA.
Oral dryness decreases the ability of the immune system to
respond to infections, alters bone remodeling stimulated by
hypoxia, and increases CO, levels (Nizam et al, 2016),
enabling an environment that allows the colonization of a
different polymicrobial and dysbiotic microbiota, in such a
way that there may be a synergistic effect among these factors.
Consequently, environmental changes in the oral cavity due to
the relationship between periodontitis and OSA would allow
associations of bacteria and yeasts (Vieira Colombo et al, 2016;
Janus et al, 2017), which can form polymicrobial biofilms in the
gingival sulcus. An in vitro study showed that Porphyromona
gingivalis' Inl] protein and Candida albicans' hyphal protein
Als3 facilitate the adhesion between the two microorganisms
and cause significant changes in gene expression by P. gingiwlis,
thereby increasing the pathogenic potential of this bacteria
(Sztukowska et al,, 2018), In addition, a study revealed that C.
albicans biofilms encourage the growth of anacrobic bacteria by
removing the oxygen that is present and creating a hypoxic
microenvironment (Iox et al,, 2014),

Therefore, the presence of Candida spp. could play an
important role in the progression of periodontitis due to its
ability to colonize gingival tissue in greater proportion (1amai
et al, 2011; Canabarro et al, 2013; Arumugam, 2015). However,
some authors still consider that there is little evidence for the
association between periodontitis and OSA, the pathophysiological
mechanisms, and the cause-cffect relationship between both
pathologies (Lembo et al, 2021). Then, it is necessary to start
with a periodontal clinic analysis of the microbiological aspects
present in patients with these pathologies and their relationship
with the periodontal condition and the systemic factors that the
patients are exposed to.

Proteomic tools such as Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF
MS) allow the identification of microorganisms from libraries
that store the mass spectrum of their cytoplasmic proteins,
especially chaperones and ribosomal proteins. This technology
allows the quick identification of up to 200 microorganisms as
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bacteria and yeasts, both aerobic and anaerobic (Barberis et al,,
2014; Antezack et al, 2020), In this study we used MALDI-TOF
MS to determine the microbial composition of cultivable oral
microbiota (yeast and bacteria) in patients with OSA and its
association with the periodontal condition.

Materials and methods
Patients/study population

A convenience sample of 93 eligible participants that fulfilled
the inclusion criteria (56 women and 37 men aged 30-72 years)
were enrolled from the Sleep Clinic of the Hospital Universitario
San Ignacio and the Sleep Clinic of the Faculty of Dentistry at the
Pontificia Universidad Javeriana-PUJ, Bogota, D.C., Colombia
with a polysomnographic diagnosis for OSA, and were included
in the present study between April 2019 and March 2021, This
study was carried out following the Declaration of Helsinki of
1975 revised in 2000 and approved by the Research and Ethics
Committee of the Faculty of Dentistry at the Pontificia
Universidad Javeriana-PUJ] (CIEFOU]J 016B). Informed
consent was obtained from all patients after the explanation of
conditions and before their clinical examination,

The inclusion criteria were as follows: (1) adults over 30
years old; (2) having at least six teeth in their mouth; and (3)
having a polysomnographic study done no more than 6 months
before. The exclusion criteria were as follows: (1) smoker; (2)
diabetic; (3) having taken antibiotics in the last 3 months; (4) no
previous periodontal treatment in the last 3 months; (5) treated
with continuous positive airway pressure (CPAP) or bilevel
positive airway pressure (BPAP); and (6) having received a
pharmacological or surgical treatment for OSA.,

All patients were diagnosed by a sleep medicine
pulmonologist. The apnea-hypopnea index (AHI) described in
the polysomnogram was used to determine the presence and
severity of OSA. AHI was calculated as the total number of
apneas and hypopneas per hour of sleep. The occurrence of OSA
was determined with an AHI score >5; mild OSA withan AHI of
5-15; moderate OSA with an AHI of 16-30; and severe OSA
with an AHI >30 (Sateia, 2014). To determine the presence of
periodontitis, all patients were examined at the clinic of the
Faculty of Dentistry of the PUJ. Panoramic x-rays of cach patient
were taken and then the specialists in periodontics followed the
same protocol to make the periodontal diagnosis of periodontitis
stages 1, 11, 111, and 1V according to the 2017 World Workshop
on the Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases
and Conditions (Caton et al,, 2018), Periodontal probing was
performed by two calibrated periodontists who used a North
Carolina (Hu-Friedy®) probe to determine the insertion level,
the gingival margin, and the pocket depth. Data from six points
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around the tooth were collected and bleeding with probing was
determined. The presence of biofilm was determined with the
O’Leary index (O'Leary et al, 1972), Patients were considered
periodontally healthy if they did not bleed while probing and
had a pocket depth of less than 3 mm.

‘The demographic data of the participants were recorded in the
medical history, including age, sex, and medical records. The
participants were assigned to one of four groups according to the
severity of their OSA and their periodontal diagnosis, as follows:
Group 1 (H), healthy paticnts: non-periodontitis and non-OSA
(n = 25); Group 2 (P), periodontitis and non-OSA patients (n = 17);
Group 3 (OSA), OSA and non-periodontitis patients (1 = 19); and
Group 4 (P-OSA), periodontitis and OSA patients (n = 32).

Oral sample collection

There was no periodontal stimulus performed prior to the
collection of the samples (probing, prophylaxis, and calculus
removal). Three samples (saliva, subgingival plaque, and gingival
sulcus) were taken from the oral cavity of patients, First, they
were asked to simply spit into polypropylene tubes containing
thiogly colate medium (Ox0id®) to collect approximately 1 ml of
unstimulated saliva (Nizam et al,2014), Immediately, the
gingival sulcus sample was collected, performing a relative
isolation of the area of the tooth of interest with gauze and
cotton rolls, and constant drying with cotton swabs to eliminate
saliva contamination. In healthy patients, the gingival sulcus
sample collection was any area without bleeding, while in
patients with periodontitis, this sample was at a site diagnosed
with periodontitis. This sample was taken by inserting
standardized absorbent papers (Periopapers, Oral Flow®,
Plainview, NY), approximately 3 mm for 30 s into the
periodontal sulcus, which were then put into PBS to clute the
Periopaper content by vortexing for 10 s and subsequently
transferred to polypropylene tubes containing thioglycolate
medium (Gamsiz-Isik ¢t al, 2017). The supragingival plaque
was removed with a sterile curette and gauze before obtaining
the subgingival plaque sample, which was collected with a
curette and introduced into polypropylene tubes containing
thioglycolate medium (Nizam et al,, 2016). The samples were
stored at 4°C during transportation until arrival at the laboratory
to be processed.

Microbial identification by MALDI-TOF-MS

All oral samples were centrifuged at 4,000 xg for 20 min and
the pellet was resuspended in 1 ml of thioglycolate medium. A
suspension aliquot was cultivated in BBL Columbia AgarlrM with
5% sheep blood and another one in Sabouraud agar (Mcrck®).
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and incubated at 37°C for 2 and 7 days in anaerobiosis and
acrobiosis conditions, respectively. At the end of the incubation
time, each type of microbial colony was characterized
macroscopically and microscopically and identified by mass
spectrometry with MALDI-TOF MS, using the MALDI
Biot)'per® system (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA). For
this procedure, the direct method for extracting proteins from
microorganisms in plaque was performed applying a small
amount of colony on a plaque of the MALDI in duplicate,
allowing it to dry at room temperature. Subsequently, 1 ul of
formic acid was added to the colonies allowed to dry and then 1
pl of the matrix solution (alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid)
was added to extract proteins, mainly ribosomal ones present in
high concentrations, and again allowed to dry at room
temperature, Once this procedure was performed, the mass
spectra were acquired using MALDI-TOF-MS equipment
(Microflex from® Burker Daltonik Inc). The mass spectra
were analyzed within a range of 2,000 to 20,000 m/z, The
MALDI Biotyper version 3.0 library and the MALDI Biotyper
version 3.1 software were used for identification considering the
cutoff scores _1.5 for the genus level and _1.7 for the species
level. Finally, once the colonies were identified, they were stored
at =70°C in thioglycolate medium with 20% glycerol for
further studies.

Statistical analysis

The first part of this rescarch consisted in the characterization
and level of the microbiota for each group. Then, the relative
abundances of microorganisms were quantified according to
Socransky’s microbial complexes (Socransky et al,, 1998), adding
three categories: yeasts (Gandida spp.), microorganisms of the oral
cavity not classified in the complexes (Lactobacillus spp.), and other
microorganisms neither classified in the complexes nor associated
with specific pathologies in the oral cavity (Staphpococcus spp.,
Rothia spp., Cutibacterium spp., and Atopobium spp.). In the
second part, tests were carried out to compare the relative
abundance of each category of microorganisms for each type of
sample (saliva, subgingival plaque, and gingival sulcus) within each
group of patients. The comparison of the relative abundances of
microorganisms among the different groups of patients was carried
out (p-value <0.5). Finally, association tests were performed within
cach group using the Spearman r test (p-value <0.5) and a
multidimensional grouping analysis according to the abundance of
microorganisms common among the groups of patients. The tests
GraphPad Prism 90.2 (GraphPad Software, California, USA), the free
software R 401 license GPNU (Free Software Foundation, Boston,
USA), and XISTAT statistical and data analysis solution (Addinsoft,
New York, USA) were used.
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Results

The demographic data, medical history and periodontal
parameters of the patients are presented in Table 1. The ratio
of women to men was high in all groups, except in the Group 4
(P-OSA), where there was a higher percentage of men. The
periodontal clinical parameters showed statistically significant
differences between Group 1 (H) and the other groups of
patients (p < 0.05) in relation to the percentage of teeth with
periodontitis and the percentage of biofilm (Table 1),

Regarding the periodontal condition, it was evidenced that
56% of patientsin Group 1 (H) had biofilm-induced gingivitis in
a reduced periodontium vs, clinical gingival health on an intact
periodontium (p = 0.000419), followed by stable periodontal
disease in a reduced periodontium with a 32% prevalence vs.
clinical gingival health on an intact periodontium (p = 0.03248).
These conditions are considered in healthy patients according to
the latest classification of periodontal diseases (Caton et al,
2018), In Group 2 (P), 65% of patients presented stage 111
periodontitis vs. stage I periodontitis (p = 0.0012). In Group 3
(OSA), 79% of patients presented biofilm-induced gingivitis in a
reduced periodontium vs, Group 1 (p = 0.024). In Group 4 (P-
OSA), 81% of the patients presented stage III periodontitis vs.
Groups 1 and 3 (p < 0.0001). Regarding the diagnosis of OSA
according to the degree of severity in Group 3 (OSA), 63% of
patients presented mild OSA (mild OSA vs. moderate OSA: p =
0.006; mild OSA vs, severe OSA: p = 0.023), 16% presented
moderate OSA and 21% presented severe OSA, with mild OSA
being the most prevalent. However, in Group 4 (P-OSA), 19% of
patients had mild OSA, 31% had moderate OSA, and 50% had

10.3389/fcimb.2022.934298

severe OSA (p = 0.02), showing statistically significant
differences between Group 3 (OSA) and Group 4 (P-OSA)
(p=0.04) (Table 2),

Similarly, when the link between OSA and periodontitis was
investigated, it was found that 35% of individuals with
periodontitis had mild OSA, 71% had moderate OSA, and
80% had severe OSA. Although the association between OSA
and periodontitis did not show statistically significant difference
(p = 0.2813), the stage III periodontitis was statistically
significant with severe OSA (p = 0.0157) (Table 3).

Distribution of complexes and categories
of microorganisms

A general descriptive analysis of all groups showed that the
relative frequency in the presence of the microorganisms for the
purple complex, the categories of Candida spp., Lactobacillus spp.,
and others, was higher in saliva and the relative frequency of the
other complexes was higher in subgingival plaque (T'able 4),

The percentages of microorganisms for cach complex and
category were adjusted to percentages of relative frequency
according to the total number of microorganisms identified by
complex and category in each group of patients and the total
number of microorganisms identified by each group. In this way,
the microbial composition inter- and intra-group of patients was
analyzed. According to the inter-group analysis (Figure 1, bar
graph) there is a greater number of microorganisms distributed
in all complexes and categories in Group 4 (P-OSA),
highlighting the greater presence of microorganisms of the

TABLE 1 Demeographic data and clinical characteristics of the groups of patients.

Group 1 (H) Group 2(P) Group 3 (OSA) Group 4(P-OSA)

(n = 25) (n=17) (n=19) (n=32)
Demographic parameters
Age (years), mean (SD) 46 (14) 41 (10) 50 (13) 49 (11)
Sex (female) (%) 80 76 63 34
Sex (male) (%) 20 24 37 66
Systemic conditions
HTN (%) 12 18 42 19
HLD (%) 8 6 11 3
HT (%) 8 18 11 19
Clinical parameters
Teeth present, mean (SD) 260 (3.92) 268 (222) 2389 (6.29) 2522 (5.59)
Missing teeth, mean (SD) 596 (3.92) 523 (222) 8.1 (6.29) 6.78 (5.62)
Percentage of teeth with periodontitis, mean 194 (3.57) 43.83 (24) * 1.62 (3.15) 3848 (21.25)*
(SD)
Presence of caries (%) 12 18 5 31
Percentage of biofilm, mean (SD) 23 (16) 452 (2595)** 386 (2063) ** 406 (187) **

Group 1 {H) healthy patients, non-periodontitis, and non-OSA; Group 2 (P) periodontitis and non-OSA patients; Group 3 (OSA) OSA and non-periodontitis patients; Group 4 (P-OSA)
periodontitis and OSA patients. SD, standard deviation. HTN, anterial hypentension; HLD, hyperlipidemis; HT, hypothyroidism Significant differences, G1 (S) vs. G2 (P) p < 00001%G1(S) vs.
G4 (PA) p < 0000175 G1 (S) vs. G2 (P) p= 0.0014° %G1 {$)vs. G3{P) p = 00072, G1 {8) vs. G4 (P) p = 0.0004°*. Multipk t-test (multipk comparisons using the Bonferroni-Dunn method).
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TABLE 2 Percentage of patients of each group according to periodontal condition and degree of OS5A,

Group 1 (H) Group 2 (PF) Group 3 (0OSA)  Group 4 (P-0O5A)  p-value® p-value'
(n = 25) (n=17) (n=19) (n=32)

Percentage (%)

Perfodontal condition

Clinical gingival health on an intact 4 4] 5 L ns s
periodantium

Bioflm-induced gingivitis 8 [} 1] i ns IS
Bioflm-induced gingvitis ina reduced a6t [} Ta¥ L] LLELEAE AR (24
perisdontium

Stable periodontal disease in reduced a2 [} 16 ih 3248 e
penadontium

Periodontitis Stage | /] & 0 L) ns ns
Periodontitis Stage 11 /] 24 /] 14 ns ns
Periodontitis Stage [ 1] 65 1] 814 12 LR
Periodontitis Stage [V 1] & 1] 3 ns ns
Degree af O8A

Mild O5A 1] 63'% 1% [T 0023
Moderate Q84 ] 4] la il s s
Severe ADS 4] 1] 21 LI [LT{F] (i

Group 1 {H): paalie® of Clinical gingival health on anintad periodontivm vs, Riofilm < induced gingivitis in 2 reduced periodontium and Clinical gingival health on an intact periodontivm
vi. Stable periodomal disease in reduced periedontivm. Group 2 (P): p-value® of Periodontitis Stge [ vs. Periodonditis Stage [ Group 3 (08A): p-value® of Mild OSA vs. Moderaie D8 A; p-
valuet of Milkd O8A vs Severe ADS, and Clinical gingival health on an imact periodontium vs. Riofilm. induced gingivitis in a reduced periodontium. Group 4 [P.OSA): povalue® of Mikd
QS A vs. Severe ADS; pvaluet of Moderate 08 A va Severe AOS, and Perodontitis Stage | va. Periodontitis Stage [IL

TABLE 3 Frequency and percentage of the periedontal condition according to apnea diagnosis.

0S5 A Diagnosis

Periodontal diagnosis Non-0SA Mild OSA Moderate OSA Severe OSA pvalue
Fr k7 Fr k1 Fr k1 Fr kN

Naon-periodontitis 5 alb 11 63 Bl 4 4 20 (L2813

Stage 1 1 2 1] 1] i [} [} 1] (K157

Periodontitis (Mild)

Stage 11 Periodontitis (Moderate) 3 7 1 6 3 21 1 5

Stage 111 Periodontitis (Severe) 12 2% 5 2% [ 43 15 75

Stage 1V Periodontitis (Advwanced) 1 2 1] [1] 1 7 [} 1]

Tatal 42 10k 17 1k 14 1 (b 20 1k

Fr: Frequency, Yo Percentage; two-way ANOVA, p < (05

TABLE 4 Relative frequencies of the distribution of complexes and categores by samples in the groups of patients.

Yellow Blue Purple Green Orange Red Candida  Lactobacillus Other
complex complex complex complex complex complex spp- spp-
Saliva 032 14 0.54 017 028 025 0.50 071 054
Subpingival 044 050 037 .50 045 075 0,42 016 024
plaque
Gingival 24 36 LUt .33 28 LUELH {08 12 LINE.)
sulcus

The beld values means Kruskal -‘Wallis chi-squared  pvalue < 005
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FIGURE 2

Relative frequencies of the complexes/categories in the oral samples by groups of patients, Significant differences between the relative
frequencies of the complexes in each group were evaluated using the Kruskal-Wallis chi-square method; *p-value < 0.05, **p-value < 0.01

the blue and green complexes are correlated with the percentage
of biofilm (r, = 0.54 and 0.37, respectively), in contrast to
Lactobacillus spp. and the percentage of the biofilm, which
showed a negative correlation (r, = -0.44). Also, there was a
positive correlation between the yellow complex and the blue
complex (r, = 043) and a negative correlation between the
yellow complex and the red complex, with slight statistical
significance (r, = —0.33) (Figure 3A).

In Group 2 (P), there was a positive correlation with
statistical significance between age and the presence of caries
as with the percentage of biofilm (r, = 0.51 and 0.45,
respectively). In turn, the percentage of biofilm is positively
correlated with hypertension, hypothyroidism, and the presence
of calculus (r; = 0.54, 0.50, and 0.59 respectively). Also, the
presence of Candida spp. was positively correlated with the
presence of caries (r, = 0.62) and the yellow complex (r, = 0.50).
Even though the percentage of teeth with periodontitis, the stage
of periodontitis, and the presence of calculus were negatively
correlated with the orange complex (r, = -0.43, -0.52, and —0.50,
respectively), they were positively correlated with the green
complex and other microorganisms, which likewise presented
a positive correlation between them (7, = 0.65). In addition, there
was a positive correlation between the number of teeth absent
and the presence of other microorganisms (r, = 0.43). Other
microorganisms have a negative correlation with the presence of
Candida spp. and the yellow complex (r, = -0.49 and —0.59,
respectively) (Figure 3B),

In Group 3 (OSA), the age of the patients had a positive
statistically significant correlation with hypertension and the degree
of severity of OSA (r, = 048 and 0.45, respectively). In addition,
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HTN was positively correlated with severity of OSA (r, = 0.64), the
yellow complex (r, = 0.38), and the blue complex (r, = 040). When
analyzing the percentage of teeth with periodontitis, it was possible
to identify a positive correlation with the presence of caries
(r; = 0.50), the severity of OSA (r, = 0.43), and the presence of
Candida spp. (r, = 0.55). The presence of caries and number of
decayed teeth were positively correlated with the percentage of
biofilm (r; = 0.39); the yellow (r; = 0.39), blue (r, = 0.40), and green
r, = 0.51) complexes; and Candida spp. (r, = 048). In um, the
percentage of biofilm correlated positively with the presence of the
yellow and blue complexes (r, = 0.56 and 0.40, respectively). The
blue complex was correlated positively with the presence of calculus
and the severity of OSA (r, = 045 and 0.48, respectively). When
analyzing the relationship between the presence of the complexes, it
was evidenced that the yellow complex is positively correlated with
Candida spp. with a slight statistical significance (r, = 0.38). A
similar correlation was given between the blue and the green
complexes (r, = 0.38), which had a positive correlation with the
orange complex (r, = 0.50). The latter complex was positively
correlated with the purple complex (r; = 0.55), and Candida spp.
and Lactobacillus spp. presented a positive correlation (r, = 0.41),
Other microorganisms presented a negative correlation with the
presence of the yellow complex (r, = —0.43), purple complex
(r, = ~0.52), and Laatobacillus spp. (r, = =0.58) (Figure 3C),

In Group 4 (P-OSA), the age of the patients was correlated
positively with the HTN (r, = 041), absence of teeth (v= 0.70), the
orange complex (r, = 0.41), and the red complex (r, = 0.32).
Similarly, it was found that HTN has a positive corrclation with
HLD (r, = 0.37) and the severity of OSA (r, = 048). The lack of
tecthin patients with periodontitis and OSA has been shown to be
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FIGURE 3

Multicomponent matrix for the correlation of clinical factors and complex/categories of microorganisms present in each of the groups of
patients evaluated: (A) Group 1 [H), n = 25; (B) Group 2 (P), n = 17; (C) Group 3 (OSA), n = 19; (D) Group 4 [P-OSA), n = 32, using the Spearman’s
rank correlation coefficient 5 > 0.30, p<0.05. The blue tones represent a positive correlation and the red tones represent a negative cormelation

HTN, arterial hypertension. HLD, hyperlipidemia. HT: hypothyroidism

strongly connected with periodontitis stage (r, = 0.32) and the
presence of red complex bacteria (r, = 042), On the other hand,
the percentage of teeth with periodontitis was correlated with the
percentage of bioflm (r, = 0.37), the presence of the orange
complex (r, = 0.41), and slightly with the red complex (r,= 0.31).
In this group of patients, the presence of calculus was positively
correlated with the severity of OSA (r, = 0.39) and the stage of
periodontitis was positively correlated with the presence of the red
complex (r, = 0.35). About the correlation of the presence of the
complexes, there was a positive comrelation between the yellow
and blue complexes (r, = 0.45), the purple and green complexes (r,
=0.35), the orange and red complexes (r, = 0.33), and the orange
complex with Candida spp. (r, = 0.30) (Figure 3D).
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Prevalence of complexes and categories

Figure 4 presents the percentile plots that indicate the
prevalence of the complexes and categories in each group of
patients evaluated. This figure indicates that the yellow complex
was detected in 27% of the patients of Group 1 (H), who
harbored up to 8% of the microorganisms of this complex. In
Group 2 (P), it was detected in 18% of the patients, who
harbored up to 11% of the microorganisms of this complex. In
Group 3 (OSA), it was detected in 21% of the patients, who
presented up to 14% of the microorganisms of the complex. In
Group 4 (P-OSA), it was detected in 35% of the patients, who
presented up to 7% of the microorganisms of the yellow
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complex, The blue complex was detected in 24% of the patients
of Group 1 (H), 14% of the patients of Group 2 (P), 16% of the
patients of Group 3 (OSA), and 30% of the patients of Group 4
(P-OSA), who presented up to 8%, 13%, 12%, and 9% of the
microorganisms of this complex, respectively, The purple
complex was detected in 14%, 12%, 11%, and 16% of the
patients of Group 1 (H), Group 2 (P), Group 3 (OSA), and
Group 4 (P-OSA), respectively, who presented respectively up to
129, 13%, 20%, and 11% of the microorganisms of this complex.
The green complex was detected in 2%, 3%, 4%, and 6% of the
patients of Group 1 (H), Group 2 (P), Group 3 (OSA), and
Group 4 (P-OSA), respectively, who presented up to 50%, 33%,
33%, and 29% of the microorganisms of this complex,
respectively. The orange complex was detected in 8% of the
patients of Group 1 (H) and Group 2 (P),and in 12% and 28% of
the patients of Group 3 (OSA) and Group 4 (P-OSA)
respectively, who presented up to 33%, 25%, 20%, and 11% of
the microorganisms of this complex, respectively. The red
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complex was detected in 1% of Group 1 (H) and 2% of Group
4 (P-OSA) patients, The category Candida spp. was detected in
3% of the patients of Group 1 (H) and Group 2 (P), which
housed up to 50% of the yeasts of this category, and on the other
hand, this category was detected in 4% of the patients of Group 3
(OSA) and 9% of the patients of Group 4 (P-OSA), which
presented up to 42% and 11% of the yeasts of this category,
respectively. The category Lactobacillus spp. was detected in 6%,
9%, 10%, and 11% of the patients of Group 1 (H), Group 2 (P),
Group 3 (OSA), and Group 4 (P-OSA), respectively, who housed
up to 30%, 22%, 23%, and 29% of Lactobacillus spp.,
correspondingly, Finally, the category other microorganisms
was detected in 22%, 14%, 19%, and 26% of the patients of
Group 1 (H), Group 2 (P), Group 3 (OSA), and Group 4
(P-OSA), who presented up to 13%, 27%, 12.5%, and 10.6% of
the microorganisms in this category, respectively (Figure 1), All
complexes and categories of Candida spp., Lactobacillus spp.,
and other microorganisms were more prevalent in Group 4
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(P-OSA); however, no statistically significant differences
were found,

Multidimensional scaling analysis

To show the differences between the consortia of the most
common microorganisms present in each group of patients, we
performed a multidimensional scaling (MDS) analysis, This
analysis was established according to the dissimilarity (distance
matrix) of the microorganisms present in each consortium,
through the stress adjustment measure that is based on the
differences between the predicted and actual distances and
visualized in 3D plots (Figure 5). Six clusters formed the
consortiums of microorganisms in both the group of healthy
patients (Group 1) and the group of patients with periodontitis
(Group 2), which showed the greatest intra-group dissimilarity
(Kruskal stress = 0.188 and 0.198, respectively); on the other hand,
two clusters formed the consortium of microorganisms in patients
with OSA (Group 3) and six clusters formed the consortium of
microorganisms in patients with periodontitis and with OSA

A Group 1 {H}

. CGroup3(0SA)

FIGURE 5

10.3389/fcimb.2022.934298

(Group 4), which showed the smallest intra-group dissimilarity
(Kruskal stress = 0.009 and 0.094, respectively).

In Group 3, dimension 3 was defined by Streptococcus
anginosus (yellow complex) and dimensions 1 and 2 were
composed of the rest of the common microorganisms; this
means that the presence of S. anginosus could be a distinctive
marker within the patients of this group, in terms of the most
common microorganism found. On the other hand, in Group 4,
another microorganism was found as the most common or
distinctive marker: Capnocytophaga ochracea (green complex),
which defined dimension 3 but with a negative modulation,
while the positive axis of dimensions 1 and 2 was differentiated
by Actinomyces georgiae (blue complex), Prevotella
melaninogenica (orange complex), and C. albicans, the three of
them forming a cluster, and Lactobacillus paracasei
predominated in the positive axis of dimension 3.

Discussion

This is the first report regarding the characterization of the
oral microbiota in patients with periodontitis associated with
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D Group 4 (P-0SA)
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Multidimensional Scaling IMDS) based on Proximity Matrices |Euclidean Distance) and Kruskal Stress for the three-dimensional visualization
KLSTAT3DPiot) of the consortia made up of the most common microorganisms by group of patients: (A) Group 1 (H); (B) Group 2 (P);

(C) Group 3 [0SA): (D} Group 4 [P-OSA
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OSA using MALDI-TOF MS as a tool for rapid identification of
oral microorganisms. Additionally, the differences in the oral
microbiota between individuals with and without periodontitis,
and with and without OSA had not been reported before, The
present study showed that there are more cases of stage 111
periodontitis in patients with severe OSA, Our results are similar
to the findings reported by Gamsiz-Isik et al. (2017) and support
the hypothesis that there is a higher prevalence of periodontitis
in patients with OSA (Gunaratnam et al,, 2009; Ahmad et al,
2013; Sco et al, 2013; Cuervo ¢t al., 2016; Gamsiz-Isik et al,
2017; Latorre et al., 2018).

When determining the periodontal parameters of the
patients evaluated in this study, a higher percentage of biofilm
in patients with periodontitis, with OSA, and with both
conditions was detected in opposition to healthy patients
(p < 0.01). This finding is consistent with the significant
relationship between the presence of OSA and the percentage
ofbiofilm reported by Loke et al. (2015) and by Gamsiz-Isik et al.
(2017}, The evidence suggests that the colonization of a dysbiotic
microbiota favored by oral dryness increases CO, levels and
decreased O,, and those three are the main factors involved in
the pathophysiology of OSA (Nizam ct al., 2016), which, in turn,
affects bone remodeling in patients with periodontitis.

In the present study, a characterization of the microbiota
established in patients with OSA and periodontitis was carried
out. It was possible to determine the highest relative frequencies
of all of the Socransky's complexes in the subgingival plaque,
except the purple one, while the purple complex, Candida spp.,
Lactobacillus spp., and other microorganisms presented
the highest relative frequencies in saliva. Although it
was cvidenced that the complexes and categories of
microorganisms are present in all the groups evaluated, a
greater microbial diversity was demonstrated in the patients
with both conditions (OSA and periodontitis). All groups
showed different percentages of microorganisms according to
the sample evaluated (saliva, subgingival plaque, or gingival
sulcus), raising a possible “modulation” of the microorganisms
depending on the state of health or disease (Socransky and
Haffajee, 2005; Curtis et al,, 2020),

The use of the MALDI-TOF MS, which only identifies
cultivable microorganisms, was one of the study's limitations.
This method might have an impact on the findings and might
have omitted the presence of other microorganism specics,
Additionally, these findings should be validated in further
studies with a bigger sample and in other populations.

Despite the limitations in having carried out microbial
identification by MALDI-TOF MS, it is important to highlight
that our results are comparable to those of prior studies and
support the hypothesis that OSA influences the colonization of a
potentially infectious dysbiotic microbiota in the oral cavity, as
other authors have proposed. Nizam ct al, (2016) determined a
marked increase in Gram-negative bacteria in dental plaque
samples in patients with severe OSA and periodontal disease and
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also reported Gram-positive bacteria in dental plaque in severe
cases of OSA (Nizam et al., 2016), whereas Chen et al. (2021)
determined that well-known periodontal pathogen species do
not significantly increase their relative abundance in patients
with OSA; however, the salivary microbial community structure
was altered, affecting the interactions of different bacteria in the
pathogenesis process of periodontitis in patients with OSA,
along with an increase of Prevotella spp. In the present study,
we identified the most common microorganisms in patients with
both periodontitis and OSA (P-OSA), highlighting the presence
of A. georgiae, P. melaninogenica, L. paracasei , and C. albicans,
as potential distinctive markers for both diseases. These results
might explain the presence of periodontitis in patients with OSA.

Concerning the association of clinical factors and the oral
microbiota characterized in each group of patients, the
relationship between the percentage of biofilm and other oral
pathologies such as caries was evidenced, given the presence of
microorganisms mainly of the yellow and blue complexes in
healthy paticnts. This finding is consistent with previous reports
in the literature (Colombo and Tanner, 2019; Valm, 2019).
Despite not fulfilling all the parameters to be classified into the
group of periodontitis according to the new classification
adopted since 2018 (Caton et al,, 2018), the presence of teeth
with periodontitis was detected in these patients, and it was
related to the bacteria of the yellow complex and Candida spp.
These data are relevant considering that different authors have
reported the colonization of yeasts of the genus Candida,
especially C. albicans, in periodontal pockets of patients with
severe chronic periodontitis (Canabarro et al, 2013), and the
prevalence of these species was 50% and 60% in patients with
aggressive and chronic periodontitis, respectively (Vicira
Colombo et al,, 2016). These previous results suggest that C.
albicans plays a role in the progression of conditions such as
periodontitis, given its known pathogenic power to invade oral
epithelial tissue, form hyphae, secrete proteinases, and interact
with commensal streptococci to synergistically promote their
virulence (Martin ct al,, 2011; Xu ct al,, 2014; Belibasakis ct al.,
2015; Charalampakis and Belibasakis, 2015; Chevalier et al,
2017; Mombelli, 2018),

In recent decades, there has been an increase in reports
demonstrating the bidirectional risk between periodontitis and
systemic discases such as hypertension (Latorre et al, 2018),
CVDs (Bui et al,, 2019), hypothyroidism, metabolic syndromes
(Jaramillo et al., 2017), and diabetes (Zhou et al., 2013; Escobar
etal, 2014; Genco and Borgnakke, 2020), In older patients, this
risk was confirmed by the correlation of the percentage of
biofilm detected in patients of Group 2 (P) with age of
patients (r, = 0.45, p = 0.035), and with diseases such as
hypertension (r, = 0.54, p = 0.0162) and hypothyroidism
(r, = 050, p = 0.0023), Additionally, the cases of caries present
in this group of subjects were associated with the presence of
Candida spp. and, in tum, with the bacteria of the yellow
complex, contributing to the hypothesis that yeasts of the
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genus Candida can bebave as a primary colonizer in dysbiotic
biofilms (Janus ¢t al, 2017). The percentage of teeth with
periodontitis was associated with the percentage of biofilm and
the presence of calculus, These results confirm that the
formation of polymicrobial consortia is one of the main
factors contributing to the risk of periodontitis. In Group 2
(P), periodontitis was mainly associated with the presence of
green complex bacteria, recognized in mature pathogenic
biofilms where environments with low oxygen concentrations
are produced (Iaffajee et al, 2008), Therefore, these findings
support the role of these bacteria as indicators of ecological
changes in the subgingival biofilm during the progression of
periodontitis (Henne ¢t al, 2014). Likewise, the category of
“other microorganisms”, in which those that are not usually
identified as oral pathogens were grouped, was also associated
with periodontitis, These results confirm the prevalence of other
potentially pathogenic species of clinical relevance in the oral
cavity as was evidenced by Vieira Colombo et al, (2016) who
showed the microbiota of the subgingival plaque of individuals
with different states of periodontitis, highlighting the presence of
bacteria of the genera Neisseria, Peptostreptococus,
Pseudomonas, Clostridium, and Enterobacteria, among others
(Vieira Colombo et al., 2016).

OSA is a risk factor for CVDs, as it increases morbidity and
mortality in patients with arterial hypertension (HTN), coronary
heart disease, atrial fibrillation, and heart failure (Zhou et al,
2013; Geneo and Borgnakke, 2020). The results of our study
showed that the severity of OSA in Group 3 was associated with
hypertension and with the percentage of teeth with periodontitis.
Thus, it is necessary to emphasize that the presence of teeth with
periodontitis in this group is correlated with the severity of OSA,
caries, and the presence of Candida spp., establishing a possible
association between the infectious processes in the periodontium
and the presence of microorganisms such as Candida spp. that
are different from the usual periodontopathogens.

The cause-effect relationship between periodontitis and OSA,
however, is not fully understood. Several mechanisms have been
proposed, involving genetic, immunological, and microbiological
factors (Nizam et al,, 2014; Al-Jewair et al,, 2015), Our findings
suggest that there is an association between risk factors such as
HTN, HLD, and HT and patient age, which supports the
previously reported bidirectional relationship of both diseases
(Gunaratnam ct al,, 2009; Keller ¢t al,, 2013; Seo ¢t al, 2013;
Sanders et al,, 2015; Cuervo et al., 2016; Latorre et al, 2018).
Additionally, it was evident that the bacteria of the orange
complex participate in this association, together with the red
complex, which, in turn, was associated with the loss of teeth
and the stage of periodontitis, In the same way, both complexes
were associated with the formation of the dysbiotic biofilm
(Lamont and Hajishengallis, 2015). While it is true that the
presence of bacteria considered periodontopathogenic was
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associated with the presence of periodontitis in patients with
OSA, itis important to note that the presence of Candida spp. was
more prevalent in patients with periodontitis, and in addition,
these yeasts were mainly associated with the bacteria of the orange
complex. Then, we propose a new hypothesis: in the presence of
both diseases, these opportunistic microorganisms may have a
behavior that allows the colonization of periodontopathogenic
bacteria. It has been demonstrated through in vitro studies that
yeasts such as C. albicans modulate the microenvironment,
causing anoxic conditions, favoring the growth of strictly
anaerobic bacteria, and synergistically promoting the formation
of dysbiotic biofilms (Diaz et al,, 2012; Fox et al,, 2014; Sztukowska
etal., 2018).

Even if OSA can favor the predisposing factors of
periodontitis by the presence of P. melaninogenica and C.
albicans increasing the severity of the periodontal discase,
questions arise as to whether the inhibition of these
microorganisms can control the pathogenicity of biofilm
associated with the conditions evaluated. These findings suggest
that antimicrobial strategies for treating periodontitis in patients
with OSA can be tested in vitro using polymicrobial biofilms.

Conclusions

*Men had a higher prevalence of stage 111 periodontitis and
severe OSA.

“There was a greater diversity of microorganisms in the oral
samples evaluated from the patients with periodontitis
and OSA, and the differences in the percentages of the
presence of each complex and category were notorious,

*The association between periodontitis and OSA was
evidenced by sharing risk factors such as comorbidities
and bacteria of the orange and red complexes associated
with yeasts such as Candida spp.

"Periodontal disease in patients showed positive and similar
correlations among yellow, blue, orange, green, and
purple bacteria complexes, P. melaninogenica, C.
albicans, and the different oral microenvironments,
indicating that the presence of P. melaninogenica and
C. albicans should be considered in the prevention and
treatment of this disease,
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Abstract: Periodontitis has been commonly linked to periodontopathogens categorized in Socransky’s
microbial complexes; however, there is a lack of know ledge regarding “other microorganisms” or
“cryptic microorganisms”, which are rarely thought of as significant oral pathogens and have been
neither previously categorized nor connected to illnesses in the oral cavity. This study hypothesized
that these cryptic microorganisms could contribute to the modulation of oral microbiota present in
health or disease (periodontitis and /or obstructive sleep apnea (OSA) patients). For this purpose, the
presence and correlation among these cultivable cryptic oral microorganisms were identified, and
their possible role in both conditions was determined. Data from oral samples of individuals with or
without periodontitis and with or without OSA were obtained from a previous study. Demographic
data, clinical oral characteristics, and genera and species of cultivable cryptic oral microorganisms
identified by MALDI-TOF were recorded. The data from 75 participants were analyzed to determine
the relative frequencies of cultivable aryptic microorganisms’ genera and species, and microbial
clusters and correlations tests were performed. According to periodontal condition, dental-biofilm-
induced gingivitis in reduced periodontium and stage III periodontitis were found to have the highest
diversity of cryptic microorganism species. Based on the experimental condition, these findings
showed that there are genera related to disease conditions and others related to healthy conditions,
with species that could be related to different chronic diseases being highlighted as periodontitis
and OSA comorbidities. The cryptic microorganisms within the oral microbiota of patients with
periodontitis and OSA are present as potential pathogens, promoting the development of dysbiotic
microbiota and the occurrence of chronic diseases, which have been previously proposed to be
common risk factors for periodontitis and OSA. Understanding the function of possible pathogens in
the oral microbiota will require more research.

Keywords: periodontitis; obstructive sleep apnea; oral microbiota; pathogenic microbiota; chronic
diseases; MALDI-TOF

1. Introduction

According to recent studies, patients with obstructive sleep apnea (OSA) have an
increased risk of developing periodontitis [1,2]. Some hypotheses about the connection
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between periodontitis and OSA include a genetic predisposition, an inflammatory response
that both disorders share, and a change in the oral microbiota [3].

Individuals with OSA have a higher prevalence of increased periodontal parameters
such as probing depth (PD) and clinical attachment level (CAL), as well as an index of
apnea-hypopnea (AHI) >15 events per hour, and they experience mouth-breathing-related
oral dryness. In addition, these individuals have a microbiota characterized by an increase
in Gram-negative bacteria, primarily periodontal pathogens [4,5]. It has been reported
that the oral microbiota of patients with OSA is significantly different from that of indi-
viduals without OSA. The nasal microbiome of subjects with severe OSA was found to
be altered and enriched with Streptococcus, Prevotella, and Veillonella. Several common
oral commensals (Streptococcus, Rothia, Veillonella, and Fusobacterium) have been correlated
with the apnea-hypopnea index [6]. Pyrosequencing has also been utilized to detect bacte-
ria associated with OSA and hypertension, revealing the presence of Porphyromonas spp.
and Aggregatibacter sp. in both mild and moderate-severe OSA [7]; both genera are as-
sociated with the development of periodontitis. Similar studies have found that pa-
tients with OSA have significantly higher levels of the Scardovia species [8], and that
patients with OSA-comorbid hypertension have a different salivary microbiota, which in-
cludes the genera Actinomyces, Absconditabacteria (SR1) [G-1], Granulicatella, Corynebacterium,
Peptostreptococcus, Porphyromonas, and Leptotrichia [9].

Oral dryness affects bone remodeling triggered by hypoxia, with an increase in CO;
levels [5], reducing the immune system’s response to infections and allowing a higher
diversity of microorganisms (bacteria and yeasts), which are capable of generating dys-
biotic polymicrobial communities. Recent studies have found that individuals with OSA
and periodontitis have higher levels of periodontal pathogenic bacteria [10] associated
with yeasts such as Candida spp. [11]. Additionally, cryptic microbiota, which we describe
as microorganisms that are not often considered significant oral pathogens and are not
classified in the Socransky’s microbial complexes [12], nor are they associated with specific
pathologies in the oral cavity, have been identified in periodontitis and OSA [11]. These
cryptic microorganisms could contribute to periodontitis development in OSA patients.
Therefore, the following study hypothesized about these cryptic microorganisms, which
could contribute to the modulation of oral microbiota present in health or disease (periodon-
titis and /or OSA patients). The purpose was to analyze the presence of these cultivable
cryptic oral microorganisms in individuals with periodontitis associated with OSA and to
identify potential pathogens in both conditions.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

Demographic data, clinical oral characteristics, and cultivable cryptic microorganisms
identified by MALDI-TOF equipment (Microflex from® Bruker Daltonik Inc., Billerica, MA,
USA) in three oral samples (saliva, subgingival plaque, and gingival sulcus) of participants
from a previous study were available for re-analysis for this study. As previously de-
scribed [11], participants were recruited from the Sleep Clinic of the Hospital Universitario
San Ignacio and the Sleep Clinic of the Faculty of Dentistry at the Pontificia Universidad
Javeriana-PUJ, Colombia. Participants with the following criteria were included: (1) adults
over 30 years old, (2) individuals who have at least six teeth in their mouth, and (3) in-
dividuals who underwent a polysomnographic exam no more than six months ago. The
following were the exclusion criteria: smokers, diabetics, individuals who recently took
antibiotics, individuals who have had periodontal therapy in the past three months, indi-
viduals who use continuous positive airway pressure (CPAP) or bilevel positive airway
pressure (BPAP), and individuals who have had pharmacological or surgical treatment for
OSA. All participants were diagnosed by a sleep medicine pulmonologist and specialists
in periodontics [11].

Inclusionary criteria were set to select completed clinical oral data of participants
with cryptic microorganisms identified in their oral samples. Seventy-five participants that
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fulfilled the inclusion criteria were assigned to one of four groups according to the severity
of their OSA and their periodontal diagnosis, as follows: Group 1 (G1) (H) healthy patients:
non-periodontitis and non-OSA (n = 20), Group 2 (G2) (P) periodontitis and non-O5A
patients (n = 13), Group 3 (G3) (OSA) OSA and non-periodontitis patients (n = 18), and
Group 4 (G4) (P-OS5A) periodontitis and OSA patients (n = 24).

Three oral samples (saliva, subgingival plaque, and gingival sulcus) were obtained
from patients’ oral cavities as previously described [11], with no periodontal stimulation
before the samples were taken (probing, prophylaxis, and calculus removal). The un-
stimulated saliva was collected in polypropylene tubes containing thioglycollate medium
{Oxoid®, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA). The gingival sulcus sample
was taken after the area of the tooth of interest was relatively isolated using gauze and
cotton rolls. This sample was obtained by inserting standard absorbent papers (Periopapers,
Oral Flow®, Plainview, NY, USA) into the periodontal sulcus for 30 s and vortexing them
for 10 s to elute the Periopaper content into PBS before transferring them to polypropylene
tubes with thioglycolate medium. Before col lecting a sample of the subgingival plaque,
the supragingival plaque was removed with a sterile curette and gauze. The subgingival
plaque sample was then obtained with a curette and put into polypropylene tubes with
thioglycolate media. The pellet from each oral sample was grown on Sabouraud agar
(Merck®, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and BBL Columbia Agar™ with 5% sheep
blood, and incubated at 37 °C for 2 and 7 days under aerobiosis and anaerobiosis conditions,
respectively. At the conclusion of the incubation period, the MALDI Biotyper® system
(Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, USA) was used to identify each type of microbial
colony. The data from the 75 participants were earlier related by Corral et al, 2022 [11], and
in this study, the data were analyzed in relation to cryptic oral microorganisms.

2.2, Data Register

The demographic data and clinical oral characteristics were recorded, including age,
sex, and periodontal parameters: probing depth (PD), clinical attachment loss (CAL),
plaque index (PI), bleeding of probing (BOP), and missing teeth. Additionally, the genera
and species of cultivable cryptic oral microorganisms identified were recorded.

2.3, Statistical Analysis

The first part of the present study consisted in performing a descriptive statistic. Two-
way ANOVA with Tukey’'s multiple comparisons test was used to analyze the demographic
data and periodontal parameters. In the second part, tests were carried out to compare
the cultivable cryptic oral microorganisms between each group, determining the relative
frequencies of cryptic microorganisms’ genera and species. The cluster analysis of cryptic
microbial communities by the group of patients was conducted using agglomerative
hierarchical clustering (AHC) according to the frequency of the microorganisms. Principal
coordinates Analysis (PCoA) was calculated by the relative abundance of microorganisms.
Association tests were performed within each group using the Spearman r test (p < 0.5) to
correlate periodontal parameters and the cultivable cryptic microorganisms. The software
packages GraphPad Prism 9.0.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and XLSTAT
statistical and data analysis solution (Addinsoft, New York, NY, USA) were used.

3. Results
3.1, Clinical Data

The demographic variables and periodontal parameters of the study population are
presented in Table 1. There was a higher percentage of men in Group 4 (P-OSA) than
in the other groups. Teeth with periodontitis (%), BOP (%), and PI showed statistically
significant differences between Group 2 (P) and Group 4 (P-OSA) vs. Group 1 (H) (p < 0.001).
In addition, the PI showed statistically significant differences between Group 3 (OSA)
(p < 0.001) vs. Group 1 (H). Regarding the periodontal condition, dental-biofilm-induced
gingivitis in reduced periodontium was more prevalent in patients in Group 1 (H) and
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Group 3 (O5A) (56% and 79%, respectively). Stage I1I periodontitis was more prevalent in
patients in Group 2 (P) and Group 4 (P-OSA) (65% and 81%, respectively) (Figure 1).

Table 1. Demographic variables and periodontal parameters of the group of patients.

Clinical Variable ~ Group 1(H) (n=20)  Group2 (P} (n=13) s - R Aok
Age (years) 4435 + 14.24 4069 + 10.83 5035 + 13.09 1933 + 1165
Gender (Males) (%) 32 a1 37 6
Missing teeth 621 + 442 569 +225 853 + 653 708 £ 623
periT:(‘jg‘n:“i’:i'j‘(%} 218 + 399 4791 + 2472+ 137+ 298~ 39.16 + 19.39 °8
PD (mm) 1.81 +£ 048 264 £ 045 236 + 4.82 13.83 £ 995
Sites (%) PD > 4 mm 0.29 £+ 050 1676 £ 10.62 201 £ 015 264 +£041
CAL (mm) 133+ 078 215+ 1.01 1.52 + 098 231 +1.14
BOP (%) 1159 + 1146 4919 + 2692 * 24.02 + 2296 " 48.67 + 26.69 8
Pl 1930 + 11.48 4721 £ 2628 % 3965 +£ 21,437 k16 £ 19397

Values are given as mean + standard deviation; Two-way ANOVA, Tukey's multiple comparisons test, p < [L05;
PD: Probing depth; CAL: Clinical attachment loss; BOP: Bleeding of probing; PL: Plaque index; * Significantly
different to Group 1; ° Significantly different to Group 2;9 Significantly different to Group 3.

16%

G4 (P-OSA)
1%

=3 Chinical gingival health on an intact periodontium mE Panodontitis Stage |
= Gingivitis - Dental biofim-induced B Periodontitis Stage |1
mm Gingivitis - Dental biofilm-induced in reduce periodontium 8 Penodontits Stage Il
mm Stable periodontal disease in reduced periodontium Em Panocdontitis Stage IV

Figure 1. Percentage of patients of each group according to periodontal condition (according to
the new Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases and Conditions by G. Caton et al.
2018 [13]). G1 (H): healthy patients, non-periodontitis and non-05A (n = 20); G2 (P) periodontitis
and non-OSA patients (n = 13); G3: (O5A) OSA and non-periodontitis patients (n = 18); G4 (P-OSA)
periodontitis and OSA patients (n = 24).

3.2, Microbiological Data

According to the total number of microorganisms per genus identified by group,
the percentages of the cryptic microorganisms for each group of patients were adjusted
to percentages of relative frequency (Figure 2). Each patient group has a unique mi-
crobiological profile that is primarily made up of the genera Staphylococcus spp. and
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Cutibacterium spp.; the relative frequency of each genus ranged from 32 to 43% and 10 to
17%, respectively. The third most frequent genera in each group stood out as Gemella spp.
(9%) in G1 (H), Neisseria spp. (10%) in G2 (P), Rothia spp., Leuconostoc spp. (7.5%) in
G3 (OSA), and Bifidobacierium spp. and Lactococcus spp. (8.5%) in G4 (P-OSA). There was
a decrease in the presence of four genera in G2 (P), G3 (0OSA), and G4 (P-OSA) com-
pared to G1 (H): Staphylococcus spp.: 3% decrease in G2 (P), 8.4% in G3 (OSA) and 11.5%
in G4 (P-OS5A); Enterococcus spp.: 2.3% decrease in G2 (P), 3.2% in G3 (OSA) and 5.7%
in G4 (P-OSA); Gemella spp.: 94% decrease in G2 (F), 6.9% in G3 (OSA) and 7.3% in
G4 (P-OSA); Lachnoanaerobaculum spp.: 7.6% decrease in G2 (), 2.6% in G3 (OSA) and
5.4% in G4 (P-OSA). Otherwise, there was an increase in the presence of five genera in
G2 (P), G3 (OSA), and G4 (P-OSA) compared to G1 (H): Alloscardovia spp.: 3.3% increase
in G2 (P) and 4.3% in G4 (P-OSA); Bifidobacterium spp.: 0.6% increase in G3 (OSA) and
6.6% in G4 (P-OSA); Corynebacterium spp.: 0.6% increase in G3 (OSA); Lactococcus spp.:
0.6% increase in G3 (OSA) and 6.6% in G4 (P-OSA); Leuconostoc spp.: 5.6% increase in
G3 (OSA) and 4.5% in G4 (P-O5A); Propionibacterium spp.: 0.6% increase in G3 (O5A) and
4.5% in G4 (P-OSA).

100+
80
a0
40
a0
L T

L
G1(H) G2(P} G3(DSA} G4 (P.0SA)

Relative frequency (%)

B2 ANoscardovia spp. B Lachnoanaerobaculum spp. O3 Pluralbacter spp.

= Afopobivm spp. B Lacfococous spp. = Propionibacterium spp.
B Bacilus spp. W Lepirolrichia spp B Frofeus spp

m Bifidobacteriim Spp. W L euconosios Spe. B Fseydopropiombactentrt Spp.
W Clostrdivm spp. B8 Megasphaera spp. B Raouwiela spp.

3 Corynebactenium spp. O MNeissena spp. = Rhodococcus spp.
B Cutbacterium spp. mEn Oiseneda spp. 3 Rothia spp.

B Enferococous spp. B Fanlosa spp. 8 Selenomonas spp.

m Gemela spp. B Farscocous spp. =3 Semratia spp.

. Hzemophilus spp BN Parascardovs spp. B Staphylococcus spp
B Kiuyveromyces Spe.

Figure 2. Microbial profile: percentage of each patient group’s relative frequency of the genus
of cultivable cryptic microorganisms (other microorganisms). G1 (H): healthy patients; G2 (P)
periodontitis patients; G3: (OSA) OSA patients; G4 (P-OSA) periodontitis and OSA patients,

Some species were only identified in one of the four patient groups: (Table S1).
Fifty-six species were found, distributed into thirty-one genera. The major diversity
of species of cryptic microorganisms was identified in dental-biofilm-induced gingivi-
tis in reduced periodontium (26 species) and in stage 111 periodontitis (25 species), with
Staphylococcus epidermidis, Cutibacterivm acnes, and Bifidobacterium denfium being the most
prevalent in both conditions (Figure 3).
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Figure 3. Microbial profile: percentage of relative frequency of each species of cultivable oral
cryptic microorganisms by periodontal condition. Healthy conditions: dlinical gingival health on an
intact periodontium, dental-biofilm-induced gingivitis, dental-biofilm-induced gingivitis in reduced
periodontium, Stable periodontal disease in reduced periodontium. Disease condition: periodontitis
Stages I-IV.

The relative frequencies of microorganisms were analyzed using agglomerative hi-
erarchical clustering (AHC) in order to classify cryptic microorganisms based on the
microbial community makeup by patient group. The results of this study are depicted as
a dendrogram (Figure 4), which illustrates the degree to which the community makeup
differs and how the cryptic microorganisms clustered for each patient group. The en-
suing G1 (H) and G2 (P) dendrograms revealed two major well-defined clusters. In
Cluster 2, Staphylococcus spp., Cutibacterium spp., and Enterococcus spp. Were shared by
both groups. G3 (OSA) displayed four clusters, while G4 (P-OSA) displayed three clusters,
with Bifidobacterium spp. Constituting Cluster 1 in G3 (OSA) and Cluster 2 in G4 (P-OSA).
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Figure 4. Microbial profiles dendrogram: clustering of oral cryptic microorganisms based on Eu-
clidean distance dissimilarity matrix and agglomeration method of Ward (agglomerative hierarchical
clustering (AHC)). The microorganisms present in two or more patient groups are indicated by
color. Those without color were only identified in a group. C: cluster; G1 (H): healthy patients;
G2 (P) periodontitis patients; G3: (OSA) OSA patients; G4 (P-OSA) periodontitis and OSA patients.

In order to observe the distributions of the cryptic microbiota in each category, PcoA
was applied to the relative abundances in each group of patients (Figures S1-54). The G1
scattering showed that Component 1 was defined by Bifidobacterium spp., Lactococcus spp. and
Gemella spp., and Enterococcus spp., and Component 2 was defined by Corynebacterium spp. How-
ever, when applying marimax rotation, this component was redefined by Lachnoanaerobaculum spp.
and Leuconostoc spp., the distribution for men and women being associated with Com-
ponent 1. The G2 scattering showed that Alloscardovia spp., Clostridium spp., Neisseria
spp., and Pseudopropionibacterium spp. Highly defined the first component, and the com-
ponent was mainly defined by Staphylococcus spp. This was maintained in rotation, being
directly associated with those of stage II periodontitis. The G3 scattering showed that
Component 1 was defined by Enterococcus spp, Leuconostoc spp., and Propionibacterium spp.,
being highly associated with moderate OSA and inversely with severe OSA and women.
Component 2 was mainly defined by Staphylococcus spp., and this is maintained in rotation,
being inversely associated with men. The G4 scattering showed that Haemophilus spp.,
Staphylococcus spp., and Raoultella spp. Defined Component 2 with an associative pattern
for men and women, while Bifidobacterium spp., Atopobium spp., and Parascardovia spp.
Defined Component 1 with an association trend with severe OSA.
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3.3. Association between Periodontal Parameters and the Cryptic Oral Microorganisms

This correlation between periodontal parameters and the genera of species of cryptic
microorganisms present in the four groups of patients evaluated was found by the analysis
of multicomponent matrices. The association can be positive (+) or negative (—) according
to the Spearman correlation range (rs). The s values over zero indicate a positive correlation
in cyan tones, whereas 15 values below zero indicate a negative correlation in purple tones.
(Figure 5, Table S2).
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Figure 5. Multicomponent matrix for the correlation of periodontal parameters and oral cryptic
microorganisms present in each of the groups of patients evaluated: (A) G1 (H), n =20; (B) G2 (P),
n =13;(C) G3 (OSA), n =18; (D) G4 (P-OSA), n =24, using the Spearman’s rank correlation coefficient
15 > 0.30, p < 0.05. The association can be positive (+) or negative (—) according to the Spearman
correlation range (rs). The r5 values over zero indicate a positive correlation in cyan tones, whereas
rs values below zero indicate a negative correlation in purple tones. M.T., Missing teeth; T.P, Teeth
with periodontitis; PD: probing depth; CAL: clinical attachment loss; BOP: bleeding of probing;
PL plaque index.
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In G1 (H), there was a positive, statistically significant correlation between miss-
ing teeth and Rothia spp. (rs = 058, p = 0.004), PD (mm), and Lachnoanaerobaculum spp.
(rs =0.38, p = 0.047), sites (%) PD >4 mm and Enterococcus spp. (rs = 0.56, p = 0.006), BOP
(%) and Leuconostoc spp. (rs = 0.38, p = 0.048), and I and Staphylococcis spp. (rs = 0.42,
p =0.032), whereas Cutibacterium spp. And missing teeth, and CAL and Gemella spp.
Showed a negative statistically significant correlation (r, = —0.56, p = 0.005 and r, = —0.42,
p =0.032, respectively) (Figure 5A). In G2 (F), there was a positive correlation with statis-
tical significance between Staphylococcus spp. And teeth with period ontitis (%) (rs = 0.46,
p =0.056), as with BOP (%) (r; = 0.56, p = 0.026) (Figure 5B). In G3 (OSA), there was a
positive correlation with statistical significance between age and Lachmoanaerobaculum spp.
(rs = 0.49, p = 0.018), missing teeth and Bacillus spp. (r; = 0.40, p = 0.05), teeth with peri-
odontitis (%), and Bifidobacterium spp. (rs = 055, p = 0.01), as with Pluralibacter spp. and
Rothia spp. (rs = 048, p = 0.022; 1 = 043, p = 0.036, respectively). In addition, PD (mm) and
Rothia spp. (rs =0.36, p = 0.011), sites (%) PD > 4 mm, and Cutibacterium spp. (rs = 0.45,
p = 0.03), whereas there was a negative statistical significance between Leuconostoc spp.
And PD (mm) (ry = —0.39, p = 0.046), as with PI (r, = —047, p = 0.023) (Figure 5C). In G4
(P-OSA), Proteus spp. Was correlated positively with missing teeth, PD (mm) and sites
(%) PD = 4 mm (rs = 0.56, p =0.026). Serratia spp. Was correlated positively with teeth
with periodontitis (%), BOF (%) and PI (r; = 0.35, p = 0.048), whereas Lactococcus spp. Was
correlated negatively with missing teeth (r; = —0.49, p = 0.008) and Propionibacterium spp.
With all the periodontal parameters (r, = —0.55, p = 0.003) (Figure 5D).

4, Discussion

This study is the first to analyze the presence of microorganisms found in oral samples
that are not often linked to oral diseases such as periodontitis related to OSA. A previous
study [11] demonstrated that there was a greater diversity of microorganisms in oral
samples from individuals with periodontitis and OSA, and showed the association between
both diseases by sharing risk factors such as comorbidities and presence of the bacteria
of the orange and red complexes, associated with Candida albicans. Additionally, this
study identified cultivable cryptic microorganisms in healthy individuals {G1), individuals
with periodontitis (G2), individuals with OSA (G3), and individuals with periodontitis
and with OSA (G4), which describe as microorganisms that are not often considered
significant oral pathogens and are not classified in Socransky’s microbial complexes [12],
nor are they associated with specific pathologies in the oral cavity; however, they could be
microorganisms that contribute to periodontitis development in OSA patients and could be
associated with other chronic pathologies. It is crucial to clarify the role and modulation
of this diverse group of microorganisms [14-21], which goes beyond those first identified
as periodontal pathogens, in both disease and pathogenicity, taking into consideration the
effectiveness of current identification technologies. It is important to consider that cryptic
microorganisms may or may not contribute to the health and emergence of periodontal
disease or may not. To clarify the role of these microorganisms, the purpose of the current
study was to analyze their presence in health or disease (periodontitis and /or O5A) and to
identify potential pathogens.

The periodontal parameters BOP (%) and PI were highest in all groups of patients,
compared to patients of G1, highlighting that the patients of G3 had an increased PI with a
statistically significant difference (p = 0.001). This evidence suggests that OSA might favor
oral biofilm formation, and is consistent with previous reports [22,23]. In addition, other
study demonstrated that periodontal parameters such as PD (mm) and CAL were higher
in patients with OSA [4], supporting the idea that OSA pathophysiology, which includes
hypoxia, hypercapnia, and oral dryness, can contribute to the development of periodontitis.

According to the new Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases and
Conditions [13], the periodontal condition of the patients of each group was determined.
The dental-biofilm-induced gingivitis in reduced periodontium was more frequent in G1
and G3 (56% and 79%, respectively). Meanwhile, stage III periodontitis was more frequent
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in G2 and G4 (65% and 85%, respectively]. These results suggest that OSA is a factor that
increases the risk of periodontitis, and it is crucial to comprehend that OSA individuals
should undergo periodic periodontal screenings. The percentage of the relative frequency of
each species of cultivable oral cryptic microorganisms showed that dental-biofilm-induced
gingivitis in reduced periodontium as a healthy condition and stage III periodontitis as a
disease condition had major diversity of species.

There was evidence that the presence and absence of certain species vary depending
on health and disease conditions, as a possible modulation between the cryptic microor-
ganisms. According to the literature, the severity of OSA may be involved in the diversity
and abundance of cifferent species and genera of microorganisms [5]. This could be related
to hypoxic episodes and an increase in CO; levels, which are consequences of apnea or
hypopnea events, reflected in AHI, which determines the severity of DSA. The oral samples
analyzed in a previous study [11] were taker. at the same time in the moming to minimize
potential influences on the microbiota’s characterization and take into consideration the
possibility of diumal oscillations in their composition and function [24]. The experimental
data obtained are reproducible once this factor is taken into consideration along with the
sample collection techniques.

Different studies have reported alterations in oral microbiota evaluating just the
saliva of patients with OSA. Nizam et al. reperted the results of 13 patients without OSA,
17 patients with mild-moderate OSA, and 22 patients with severe OSA [5]. Ko etal. con-
cluded oral microbiota changes from the saliva of 19 patients with OSA [25], and Chen
et al. found alterations in the salivary microbiome in 26 patients with OSA comorbid
hypertension [9]. In the current study, the oral microbiota data were complemented, ana-
lyzing three oral samples (saliva, subgingival plaque, and gingival sulcus) from 75 patients
categorized into four groups based on the diagnosis of periodontitis and OSA: 20 healthy
patients (G1), 13 patients with periodontitis (G2), 18 patients with OSA (G3), and 24 patients
with periodontitis and OSA (G4). Therefore, the cryptic microorganisms identified were
analyzed, according to the presence of each bacterium and its association with healthy or
disease conditions, to identify potential pathogens, which may be related to the presence of
periodontitis associated with OSA.

According to the results of the cluster corformation, periodontitis and OSA affect the
diversity and distribution of cryptic microorganisms and unique genera in each group
formed the majority of clusters. In G2 (P), botk genera Olsenells spp. And Megasphaera spp.
have been reported as periodontal pathogens. M. micronuciformis has been isolated from
women suffering from preterm birth [26,27]. In G3 (OSA), the microorganisms Paracoccus spp.,
Pantoea spp., Pluralibacter spp., and Bacillus spp. are related to biofilm formation, ab-
scess, bacteremia, pneumonia, urinary tract infection, septic arthritis, osteomyelitis, peri-
tonitis, choledochclithiasis, dacryocystitis, and endophthalmitis [28]. Bacillus sp. Have
pathogenic potential through the production of enterotoxins [15,29,30]. In G4 (P-OSA),
Selenomonas spp. And Proteus spp. are related to pathogenesis of periodontal disease [31]
and catheter-associated urinary tract infections (CAUTIs) [32], respectively. Furthermore,
other microorganisms were found in each group, but in small clusters. In G2, the genus
Neisseria spp. has been related to endocarditis and osteomyelitis [33], and N. oralis has
been identified in systemic infection and cystitis in a diabetic adult [34]. Leplotrichia sp.
(G3) has been related to periodontal disease and abscesses of the oral cavity, end ocardi-
tis, and septicemia [35], and Kluyvercimyces sp. (G3) has been identified as a yeast pro-
ducer of pGK1 killer toxin [36]. Raoultella spp. (G4) has been related to infected root
canals and urinary, gastrointestinal, hepatobiliary, and osteoarticular infections [37], and
Haemophilus spp. (G4) has been related to endocarditis, meningitis, pneumonia, otitis media,
sinusitis, and epiglottitis [38]. The PcoA idertified that Alloscardovia spp., Clostridium spp.,
Neisseria spp., and Staphylococcus spp. have been associated with stage Il periodontitis
in G2 (P). Alloscardovia spp. Has been related to dental caries [14], and Clostridium spp.
has been related to gas gangrene, bacteremia, meningitis, septic arthritis, enterocolitis,
spontaneous bacterial peritonitis, post-traumatic brain abscess, and pneumonia [16,17].
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Enterococcus spp., Leuconostoc spp., and Propionibacterium spp. have been associated with
moderate OSA in G3 (OSA). Enterococcus spp. has been related to endodontic disease, bac-
teremia, endocarditis, urinary tract infections, diabetic foot ulcers, and cholecystitis [20,21],
and Leuconostoc spp. has been related to bacterial meningitis and bacteremia [39—41]. These
results suggestthat severe conditions of periodontitis and O5A may harbor microorganisms
that favor the development of systemic infectious disease.

Regarding the cryptic microorganisms identified (Table 53) [ 18,19 42-48], Staphylococcus spp.
And Cutibacterium spp. Were the genera more common in all patient groups. However, it
was clear that their abundance was higher in G1 compared to the other patients’ groups.
Staphylococcus spp. Is frequent in skin and soft tissue infections, bloodstream infections,
endocarditis, osteomyelitis, lung infection, suppurative diseases, pneumonia, prosthetic
joint infections, and toxic shock syndrome [49-57]. 5. aureus stands out in this genus,
considered an opportunistic pathogen that is a part of the skin and nasal microbiota. It has
been related to infectious diseases of the oral cavity, such as periodontitis [26], coinciding
with the positive correlation found between Staphylococcus spp. And TP (%) and with
BOP (%) in G2, and an in vitro study determined that 5. aureus has the ability to bind
to periodontal pathogenic bacteria, such as F nucleatum and P. gingivalis, supporting the
idea that 5. aureus can become part of the complex oral microbiota and contribute to the
development of oral infections [58].

The presence of 5. epidermidis and 5. hominis is associated with skin conditions such as
atopic dermatitis or psoriasis; bloodstream infections, including endocarditis, peritonitis,
and osteomyelitis; and infections of the bones and joints [52,53]. Both bacteria have been
isolated from subgingival samples of healthy and periodontitis patients, without significant
differences between both conditions [59], also supported by our results. The current study
found that patients with periodontitis and OSA had lower levels of Staphylococcus spp. A
highly diverse microbial community that influences the microenvironment and controls this
bacterium’s growth may be responsible for this bacterium’s decline. Furthermore, a study
found that Staphylococcus spp. Increased during treatment with continuous positive airway
pressure (CPAP), the primary therapy for OSA patients [25]. This finding might explain the
increase of Staphylococcus spp. In healthy patients due to the restored microenvironment
that favors its growth.

Gemella spp. Is mainly linked to poor dental health, dental manipulation or surgery,
colorectal disease or procedures, steroid therapy, diabetes mellitus, or hepatocellular dys-
function [60,61]. Moreover, Gemella spp. Is also linked to septic arthritis and oral abscesses,
which can result in serious endovascular infections such as endocarditis and pericardi-
tis [62]. CPAP-using OSA patients were shown to have lower levels of this bacterium [25].
In contrast, the healthy patients (G1) in the current study had a higher prevalence of these
bacteria than in the other patient groups. Like this, a study found a higher proportion of
Gemella sp. In saliva from healthy patients than in the saliva obtained from periodontitis
patients. This study demonstrated that Gemella sp. in saliva is linked to periodontal health
and the protein components in Gemella's culture supernatant directly inhibited P. gingioalis's
growth in vitro [63].

In the current study, Cutibacterium spp. and Propionibacterium spp. [64] were indepen-
dently identified by MALDI-TOF. Infections in neurosurgical shunts, bone, breast, and
prostate infections; infective endocarditis; splenic and cutaneous abscesses; and chronic
blepharitis and endophthalmitis are all linked to Cutibacterium spp. [65-67]. C. acnes plays a
role in the onset and development of Alzheimer’s disease (AD) [68] and Parkinson's disease
(PD) [69], and this bacterium has been demonstrated to be able to cross the blood-brain
barrier through transcellular invasion in an in vitro study [70]. In addition, C. acnes is
recognized for its ability to form biofilms on biomaterials in implanted medical devices,
such as C. albicans [71]. These two microorganisms can establish polymicrobial biofilms
that are synergistic, which enhances yeast resistance to micafungin [72]. The frequency of
C. albicans and the percentage of biofilm were both higher in patients with periodontitis and
OSA [11]; in this scenario, C. acnes could participate as a C. albicans protector, encouraging
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the development of dysbiotic biofilms. This might lend to the notion that these opportunis-
tic microorganisms behave in a way that makes it possible for periodontopathogen bacteria
to colonize in periodontitis linked to OSA.

Propionibacterivm spp. live on human skin as well as in the gastrointestinal and oral
mucosa [73,74]. They have been linked to endocarditis and the infection of both natural
and artificial valves [75], and are present in endodontic infections with a higher prevalence
for secondary endodontic lesions [76]. In the current study, Propionibacterium spp. was
identified in patients with OSA and patients with periodontitis and OSA, increasing by
0.61% in G3 and 4.5% in G4. The presence of this microorganism in individuals with
OSA and those who also had periodontitis and OSA is reported for the first time in
this study. Another study determined the presence of Propionibacterium spp. in apical
periodontitis, forming a network of interactions with Lactobacillus spp. and different
species of Streptococcus [77]. Itis crucial to emphasize the link between the presence of this
microorganism in co-association with other periodontal pathogens in periodontitis and
OSA. According to reports [78,79], OSA is associated with chronic diseases such as AD
and PD, primarily due to its potential neurodegenerative effects. In a similar vein, studies
have suggested that periodontitis and AD may have a potential bidirectional relationship
that may be caused by microorganisms [80]. The present study opens the possibility
of establishing microbiological implications; for instance, the presence of P. acnes may
play a role in the development and progression of this type of neurological disease in
OSA patients.

Bifidobacterium spp. is usually related to dental caries, by acidogenic potential [81,82],
and is a well-adapted commensal in the gastrointestinal tract. An earlier study deter-
mined that Bifidobacterium dentium is associated with an increased risk for gastrointestinal
cancer [83], and along with Lactobacillus, Bacteroides, and Prevotella, was detected in OSA
patients. It has also been implicated in obesity and diabetes [84]. Moreover, a substantial
correlation between B. dentium abundance and pregnant women's salivary progesterone
concentrations [85] and also pregnant women who had B. dentium had greater levels of IL-6
and IL-8 [86]. G3 and G4 had the highest frequency of Bifidobacterium sp. compared to G1
and G2, and it was positively correlated with teeth with periodontitis (%) and Pl in G3 and
the presence of Cutibacterium spp. in G4, indicating its pathogenic effect in both diseases,
and microorganisms with Afopobiwm spp. [87,88] and Parascardovia spp. [89] showed an
association trend with severe OSA.

Despite these findings, more research will be required to fully understand the con-
nections between cryptic oral microorganisms and known oral pathogens in periodontitis
associated with OSA, as well as their participation as risk factors.

5. Conclusions

This study reveals the existence of cryptic microorganisms and confirms that some
of them are connected to a microbial profile of health, while others are more connected to
a microbial profile of sickness. While Gemella spp. were connected to healthy conditions,
Cutibacteria spp., Propionibacterium spp., and Bifidobacterium spp. were connected to disease
profiles. Staphylococcus spp. prevalence in all patient categories may vary depending on
the presence of other microorganisms. It was discovered that the illness profile contained
microorganisms that might be categorized as possibly pathogenic and may have a role in the
interaction between OSA, periodontitis, and other clinically significant chronic disorders or
systemic infectious diseases. Understanding whether and how they will respond to health
and disease is based on this reality.
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4.2 Capitulo 2.

4.2.1 Descripcion articulo 3:

Articulo 3: Biomarcadores de la severidad de la enfermedad periodontal en pacientes con
apnea obstructiva del suefio: IL-1 B, IL-6, IL-17A e IL-33

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio anterior, donde se establecioé un perfil
microbioldgico, con una alteracion de la microbiota oral cultivable en individuos con AOS, toma
mayor fuerza la hipétesis que las condiciones fisiopatolégicas generadas por este trastorno
(sequedad oral, hipoxia e hipercapnia), harian parte de los factores de riesgo para la periodontitis.
Al respecto, se plantea otro vinculo de asociacion entre la periodontitis y la AOS; los procesos
inflamatorios producidos en parte como respuesta a la alteracion de la microbiota oral, podrian
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-1B, IL-6, IL-17A, IL-33 y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-o) en saliva y

Fluido Crevicular Gingival (FCG) en individuos con AOS y su asociacion con la periodontitis.

A partir de la saliva y FCG de 84 adultos clasificados en cuatro grupos segun el diagnéstico
clinico: 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 realizé la cuantificacion de las cinco citocinas por el ensayo Luminex (Multiplex bead assay) y
se realizaron analisis para determinar diferencias entre las dos muestras evaluadas, la relacion
de la presencia de las citocinas con los parametros periodontales determinados para cada grupo

de individuos, la severidad de periodontitis y de AOS, y su relacion con la presencia de Candida
spp.

Se observaron niveles similares de IL-1B 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). Ademas, se evidencid una correlacion positiva significativa entre IL-33 en saliva
y periodontitis en estadio 1V 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 identific6 Candida spp., se logré
evidenciar un aumento de los niveles de todas las citocinas en FCG, en comparacién con aquellos

sujetos que no tenian 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-AQOS, de tal forma que podria empeorar la
enfermedad periodontal. Este incremento esta reportado en la inmunidad antifangica de IL-17Ay
IL-33 en respuesta a infecciones sistémicas por Candida albicans. Por un lado, el incremento de
IL-33 también podria ser la causa del aumento de la IL-1 e IL-6 y, por otro lado, la microbiota
oral disbidtica causa el aumento de la IL-17A. Los altos niveles de IL-17A se correlacionaron
positivamente con los pardmetros 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 Th1l7, que tienen una acumulacién oral
homeostatica en presencia de IL-6. La proliferacion de estas células requiere de la presencia de
IL-6 e IL-23 para aumentar la produccion de IL-17A. Esta citocina tiene potentes propiedades
osteoclastogénicas e inflamatorias de destruccién 6sea y tejido conectivo en el periodonto, debido
a su capacidad para estimular la expresion de RANKL en los osteoblastos y la destruccion del
tejido conectivo, al inducir la expresion 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 correlacion positiva con el IAH y la proteina C reactiva
(PCR), lo que sugiere que niveles elevados de IL-23 en individuos con AOS podrian estar

estimulando la produccion de la IL-17A, que esta involucrada en el desarrollo de la periodontitis.

Niveles elevados de IL-1[3 e IL-6 en saliva e IL-6, IL-17A e IL-33 en FCG en pacientes con AOS,
podrian incrementar el riesgo de desarrollar periodontitis, debido a su actividad
osteoclastogénica. Es asi, que estas citocinas podrian proponerse como biomarcadores de AOS
y periodontitis. Por ultimo, se sugiere que los individuos con AOS se sometan a examenes
periodontales regulares y los individuos con periodontitis se sometan a revisiones para el
diagnostico de AOS.
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Figura 6. Desarrollo metodoldgico Articulo 3.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Objective: This study aims to compare the salivary and gingival crevicular fluid (GCF) concen-
CY;"“"‘CS trations of five cytokines: IL-1f, IL-6, IL-17A, IL-33, and Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-) in
Saliva

patients with OSA and their association with periodontitis.

Methods: Samples of saliva and GCF were obtained from 84 patients classified into four groups
according to periodontal and OSA diagnosis: G1(H) healthy patients, G2(P) periodontitis and non-
OSA patients, G3(OSA) OSA and non-periodontitis patients, and G4(P-OSA) periodontitis and
OSA patients. The cytokines in the samples were quantified using multiplexed bead immunoas-
says. Data were analyzed with the Kruskal-Wallis test, Dunn’s multiple comparisons test, and the
Spearman correlation test.

Results: Stage 11l periodontitis was the highest in patients with severe OSA (6%%; p=0.0142).
Similar levels of IL-1) and IL-6 in saliva were noted in G2(P) and G4(P-OSA). The IL-6, IL-17A and
IL-33 levels were higher in the GCF of G4(P-OSA). There was a significant positive correlation
between IL-33 in saliva and stage IV periodontitis in G4(P-OSA) (r; = 0.531). The cytokine profile
of the patients in G4(P-OSA) with Candida spp. had an increase of the cytokine's levels compared
to patients who did not have the yeast.

Conclusions: OSA may increase the risk of developing periodontitis due to increase of IL-1p and IL-
6 in saliva and IL-6, IL-17A and IL-33 in GCF that share the activation of the osteoclastogenesis.
Those cytokines may be considered as biomarkers of OSA and periodontitis.
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1. Introduction

Periodontitis is a chronic infectious disease caused mainly by strict anaerobic microorganisms [1] that cause an inflammatory
response in periodontal tissue, developing periodontal pockets and progressive loss of periodontal insertion and destruction of teeth’s
supporting structure. These events may be a risk factor for systemic disorders such as cardiovascular disease [2], diabetes [3],
rheumatic arthritis [4], and obstructive sleep apnea (0SA) [5,0]. O8A is characterized by the collapse of the upper airway during sleep,
resulting in partial or complete obstruction of airflow [7]. OSA is the most common disturbance of sleep condition, with almost 1
billion people affected in the world, and with a prevalence exceeding 50% in some countries, like China, USA, Brazil and India. In
Colombia, the prevalence of OSA is approximately 19-26% [8,9].

0SA is associated with a considerably higher risk of cardiovascular illness, such as high blood pressure, coronary heart disease,
atrial fibrillation, stroke, diabetes, cancer and death, as well as a severe deterioration in the quality of life and functional capacity [10].
Moreover, OSA has also been associated with periodontitis. Studies in different countries determined that the prevalence of peri-
odontitis is 50-96% in patients with OSA [5,11-14]. Sanders et al. (2015) found that Latin Americans with OSA have a higher risk of
severe periodontitis than those without OSA [15]. Latorre et al. (2018) determined the clinical association between periodontitis and
0SA in patients with hypertension [16].

The prevalence of periodontitis and OSA may be linked to systemic inflammation. Patients with OSA have higher levels of in-
flammatory cytokines, adhesion molecules, and activation of circulating neutrophils [17]. The chronic inflammation that underlies
0SA might be linked to hypoxia and elevated CO2 levels [18], which could activate transcription factors like NF-xf3, promote the
generation of cytokines, reactive oxidant species, and other systemic inflammatory mediators [11,19]. Serum and saliva cytokine
levels have been evaluated as candidate biomarkers for the association between OSA and periodontal disease. The association of both
conditions might increase the severity of disease by rising the levels of salivary IL-6 [18] and IL-33 [20], changing the composition of
biofilm microorganisms, particularly in patients with moderate or severe OSA [21,22]. 1I-6 levels in the gingival crevicular fluid (GCF)
of OSA patients have not been reported. Other cytokines with pro-osteoclastogenic effects, such as IL-17, may also contribute to the
pathogenesis of periodontitis and other diseases (23], but their role in the relationship between periodontitis and OSA has not been
investigated. Furthermore, higher IL-1p levels in GCF and similar levels of TNF-xx have been demonstrated in patients with OSA and
periodontitis [5,18]. Although proinflammatory cytokine concentrations in OSA patients have been documented, some published
saliva and serum results are inconsistent. Additionally, there are no studies comparing the levels of cytokines in saliva and GCF in
individuals with periodontitis and OSA, to individuals who only have periodontitis or OSA, therefore it is unknown what function
IL-17 A plays in OSA patients.

Téllez et al. (202 2) found that patients with OSA and periodontitis are associated with medical records and that the microorganisms
of the orange and red complexes participate in this association [?']. The formation of the dysbiotic biofilm was mainly related to the
presence of these complexes in association with Candida spp., and it could be related with the inflammation as a factor shared between
08A and periodontitis. Further, the pro-inflammatory cytokine levels are increased in serum, saliva and Gingival Crevicular Fluid
(GCF) in patients with OSA due to their periodontal condition or indicating a bidirectional relationship between the two conditions,
linking periodontitis with OSA. Since both periodontitis and OSA are associated with systemic inflammations possibly involving
similar pathways, the objective of this study was to compare the expression of pro-inflammatory cytokines IL-1p, IL-6, IL-17A, IL-33,
and TNF-u simultaneously in saliva and GCF in patients with OSA as biomarkers associated with the periodontal condition and its
clinical status.

2. Materials and methods
2.1. Study population and samples

A convenience sample of 84 elegible patients that fulfilled the inclusion criteria (48 women and 36 men; aged between 30 and 71
years) were referred from the Sleep Clinic of the Hospital Universitario San Ignacio and the Sleep Clinic of the Faculty of Dentistry at
the Pontificia Universidad Javeriana-PUJ, Bogotd, D.C., Colombia. The present study was carried out following the Declaration of
Helsinki of 1975, revised in 2000, and approved by the Research and Ethics Committee of the Faculty of Dentistry (CIEFOUJ No, 005),
Following the explanation of their conditions and before to the clinical evaluation, all patients gave written their informed consent.
Oral samples (Saliva and GCF) from the patients were collected between May 2019 and March 2021.

The Sleep Clinic of the Hospital Universitario San Ignacio and the Sleep Clinic of the Faculty of Dentistry at the Pontificia Uni-
versidad Javeriana-PUJ, Bogotd, D.C., Colombia, referred a convenience sample of 84 eligible patients who fulfilled the inclusion
criteria (48 women and 36 men; aged between 30 and 71 years). The current study was conducted in accordance to the Declaration of
Helsinki of 1975, revised in 2000 and was given the go-ahead by the Faculty of Dentistry’s Research and Ethics Committee (CIEFOUJ
No. 005). All patients provided written informed permission following the description of their conditions and before to the clinical
evaluation. Patients’ oral samples (saliva and GCF) were taken between May 2019 and June 2019,

The following were the inclusion criteria: adults who were 30 years old; who had at least six teeth in their mouth; and had recently
undergone a polysomnographic exam (no more than six months before). The following standards for exclusion were stablished:
smokers; diabetics; patients who had recently taken antibiotics (in the previous three months); patients who had periodontal treatment
previous periodontal treatment (in the last three months); patients who had been treated with continuous positive airway pressure
(CPAP) or bilevel positive airway pressure (BPAP); patients who hada pharmacological or surgical treatment for OSA; patients with
autoimmune disorders and acute respiratory conditions; and patients who were pregnant.

2
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The presence and severity of OSA in the patients were determined by a polysomnographic study and the Apnea-Hypopnea Index
(AHI: mean of apneas or hypopneas per hour). Thus, 5< AHI <15 was considered mild OSA, 15< AHI <30 was considered moderate
08A, and AHI =30 was considered severe OSA [24]. For periodontal diagnosis all patients were examined at the Faculty of
Dentistry-PUJ through clinic evaluation and panoramic X-rays and classified according to the 2017 World Workshop on the Classi-
fication of Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions [25].

In the dental records the patients’ demographic and periodontal parameters were recorded, including age, sex, body mass index
(BMI), probing depth (PD), clinical attachment loss (CAL), plaque index (PI), bleeding of probing (BOP), and medical records. Ac-
cording to the severity of OSA and periodontal diagnosis, the patients were classified into four groups: Group 1 (H) healthy patients (n
=23) - G1; Group 2 (P) periodontitis and non-OSA patients (n = 17) — G2; Group 3 (OSA) O5A and non-periodontitis patients (n = 18)
- G3; and Group 4 (P-0SA) periodontitis and OSA patients (n = 26) - G4.

2.2, Oral samples collection

A 2-mL sample of unstimulated saliva collection was taken and stored at 4 °C. Then samples were centrifuged for 20 min at 4 °C at
10,000 rpm. The supernatant was collected and a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich®) was added before being stored at
—20°C until processing, The GCF sample was taken by performing relative isolation of the tooth of interest with gauze and cotton rolls,
as well as constant drying with cotton swabs to avoid saliva contamination. The sample was obtained from the deepest pocket in
periodontitis patients and from any place in healthy patients by inserting standardized absorbent paper strips (Periopapers®, Oral
Flow, Plainview, New York, USA) into the periodontal sulcus for 30 s, Bleeding-contaminated paper strips were discarded. The amount
of GCF obtained was measured using Periotron 8010%, an electronic micro-moisture meter instrument (Ora Flow R Inc., New York,
USA) (volume measure: periotron units), and the paper strips were immediately placed into 1.5 mL tubes containing 200 pL of sterile
phosphate-buffered saline (PBS) solution and a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich®). The GCF was vortexed for 10 s before
being centrifuged at 2000 rpm for 5 min at 4 °C. The supernatants were then frozen at —20 °C until use [26,27].

2.3. Andlysis of salivary and GCF cytokines

The levels of IL-1f, IL-6, IL-17 A, IL-33, and TNF-x were measured in 50 pL of saliva and GCF using multiplex bead immunoassays
(Luminex® Multiplex Assays - Immunoassays, Austin, Texas, USA) according to the manufacturer’s instructions (Milliplex MAP
Humano TH17, Millipore, Cat. No. HTH17MAG-14 K) and quantification was done in the MAGPIX equipment (Luminex Corporation,
Austin, Texas, USA). The standard calibration curve, Software Luminex 1S2.3 and Sotfware xPONENT 3.1 (Austin, Texas, USA) were
used to determine the concentrations of each cytokine (pg/mL).

2.4, Statistical analysis

Data were analyzed with statistical software GraphPad Prism 9.0.2 (GraphPad Software, California, USA), XLSTAT statistical and
data analysis solution (Addinsoft, New York, USA) and Software R 4.01 license GPNU (Free Software Foundation, Boston, USA). A
descriptive analysis using means, medians, and interquartile ranges, as well as a two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons
test, were used to analyze the demographic variables, periodontal parameters of the patients, and cytokine concentrations. The non-
parametric Kruskal-Wallis test and the Dunn test for multiple comparisons were used to evaluate the quantitative values of cytokines
and the differences among groups (GraphPad Prism 9.0.2). Spearman r rank correlation test was used to determine the correlation
between periodontal parameters and cytokine concentrations in saliva and GCF (XLSTAT). All tests were performed with p-value
<0.05 as significance level.

Table 1

Demographic variables and periodontal parameters of the patients,
Clinical variable Group 1 (H) (n=23) Group 2 (P) Group 3 (0OSA) (n=18) Group 4 (P-O8A) (n=32)

(n=17)

Age (years) 45+ 13 41 £+ 10 51+ 13 50 +11
Sex (Females/Males) (n) 16/7 1047 12/6 11/21
Teeth present 26 + 4 7 +2 24+ 6 26+6
PD (mum) L79 £ 047 26+ 043 257 £ 477 1312 £ 9717
Sites (%) PD > 4 mm 0.27 + 047 15,45 £ 9.94 201 £ 015 1312 £ 9.71%
CAL (mm} 1.33 £ 073 210 +0.99 1.52 £ 0.95 2,18 + 1.04
BOP (%) 12.04 £ 11.86 51.31 + 26.35 25.16 + 22,78 48,07 + 25,397
Pl 19.93 £ 12.06 45.24 + 25.95° 38.63 + 21.25 39.25 4+ 18.59
BMI (kg/m2) 25.65 = .38 2486 = 3.74 2618 = 4.54 28.45 = 4.09

Values are given as mean + standard deviation,
PD: probing depth; CAL: clinical attachment loss; PI: plaque index; BOP: bleeding of probing; BMI: body mass index.
The statistical analysis was performed with Two-way ANOVA. Tukey’s multiple comparisons test. p<0.05,

? Significantly different from Group 1.

b Significantly different from Group 2.

© Significantly different from Group 3.
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3. Results
3.1. Demographic data and clinical periodontal parameters

The demographic variables and periodontal parameters of the study population are displayed in Table 1. There was a higher
frequency of men in G4(P-OSA) than in the other groups. The probing depth - PD (mm) was significantly higher in G4(P-OSA)
compared with the other groups (p = 0.0049). Furthermore, sites (%) PD > 4 mm and BOP (%) showed statistically significant dif-
ferences bertween G2(P) and G4(P-08A) (p < 0.001) vs. G1(H).

It was found that 31% of individuals with mild OSA had periodontitis, 77% of individuals with moderate OSA had periodontitis,
and 75% with severe OSA had periodontitis. The stage III periodontitis was statistically significant with severe OSA (p = 0.0142)
(Fig. 1).

3.2, Cytokines concentration in saliva and GCF

Salivary IL-1p was the highest of all in G4 (P-0SA) with a slight significance (p = 0.057), and there were no significant differences in
GCF IL-1p. Salivary IL-6 was significantly highestin G2 (P) (p = 0.0044), with differences between G1 (H) (p = 0.026) and G3{0SA) (p
= 0.0168). There was no significant difference with G4 (P-OSA). In addition, salivary TNF-« was highest in G2 (P) (p < 0.0001), with
differences with G3 (0OSA) and G4 (P-OSA) (p = 0.0004 and p = 0.0009, respectively). In GFC, G3 (0SA) and G4 (P-OSA) had the
greatest [L-6 levels; GCF IL-17A was highest in G3 (OSA) patients while GCF [L-33 was elevated in G4 (P-OSA) patients, but with no
statistically significant differences, In GCF, patients of G2 (P) and G4 (P-OSA) exhibited similar levels of salivary IL-1p; IL-1 level was
higher in G2 (P}, followed by G3 (OSA). Similarly, levels of salivary IL-6 were higher in G2(P) and G4(P-OSA), whereas levels of GCFIL-
& were higher in G3 (0SA) and G4 (P-08A) (Table 2).

No concentrations of IL-17A were detected in saliva; however, GCF IL-17 A levels were higher in G3 (0OSA) and G4 (P-OSA). Salivary
IL-33 levels were lower in all groups of patients, but G4 (P-0SA), followed by G3 (OSA) exhibited higher levels in GCF. Similarly,
salivary TNF-alevels were lower in all groups of patients; however, G1 (H) and G3 (OSA) exhibited higher TNF-u levels, whereas G2 (P)
and G4 (P-0SA) exhibited lower levels. There was a statistically significant difference in IL-6 and IL-33 concentrations between GCF
and salivary cytokines being more evident in GCF (Fig. 2).

3.3. The tendency of the cytokine concentrations in each group of patients

The percentile plots indicate the tendency of the cytokine concentrations (pg/mL) in each group of patients evaluated. Higher
salivary concentrations of IL-1p, IL-6, and TNF-xx (62, 5, and 1.4 pg/mL, respectively) were detected in 80% of patients of G2 (P).

Regarding GCF, 80% of patients of G4 (P-OSA) showed the highest concentration of IL-1 (=100 pg/mL). Also, highest concen-
trations of IL-6 (27 pg/mL), IL-17A (50 pg/mL) and [L-33 (40 pg/mL) were detected in 80% of patients of G3 (0OSA), followed by G4 (P-
08A): IL-6 (27 pg/mL), IL-17A (49 pg/mL) and IL-33 (38 pg/mL). A higher concentration of TNF-x was detected in 80% of patients of
G3 (0SA) and G4 (P-OSA) (34 pg/mL) (Fig. 3).

Percantage (%)

Non-Periodontitis <

Stage | Perlodontitis (Mild)

Stage Il Periodontitis (Moderate)

Stage Il Periodontitis (Severe)

Stage IV Perlodontitis (Advanced)

Non=0SA Mild OSA Moderate 034 Severe OSA

Fig. 1. Percentage of the periodontal condition of the patients according to apnea diagnosis; Two-way ANOVA, “p-value = 0.0142,

4
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Fig. 2. Salivary and GCF concentrations of cytokines in the study groups and samples. Box and whiskers plots represent the median and mini-
mum-maximum values, horizontal bars indicate the significant differences between groups. G1: Group 1 (H); G2 Group 2 (P); G3: Group 3 (0SA);
G4: Group 4 (P-0SA). Saliva: §; Gingival Crevicular Fluid: GCF. Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test: * p-value <005 ** p-
value <0.01; *** p-value <0,001; **** p-value <0.0001.

3.4. Correlations of periodontal parameters and cytokine concentrations in saliva and GCF

There were significant positive correlations of periodontal parameters and cytokine concentrations in saliva between PI and IL-6 in
G3 (0SA) (rs = 0.675), PD and TNF-xin G1 (H) (r; = 0.572), and a significant negative correlation between BOP (%) and TNF-x inG3
(OSA) (r; =-0.543). Significant negative correlations between periodontal parameters and cytokine concentrations in GCF were found
between Pl and IL-6 (r; = —0.549) and Pl and IL-33 in G1 (H) (r; = —0.556) and between all periodontal parameters and IL-6, IL-17A,
IL-33 and TNF-x in G2 (P). Positive correlations between IL-1§ and all the periodontal parameters were found only in G2 (P), whereas
positive correlations between IL-6, IL -17A, IL-33, TNF-x and periodontal parameters PD and BOP (%) were found in G3 (0SA) and G4
(P-0SA) in GCF and saliva (Table 3). Furthermore, Fig. 51 shows graphically the linear positive association (p < 0.05), how cytokines
change in saliva and GCF in each group of patients, and how they correlate with each other (Fig. 51).

4. Cytokines levels in saliva and GCF, periodontal disease stage and severity of OSA

Periodontal disease stages and severity of OSA were related with the cytokines levels in G2 (P), G3 (OSA) and G4 (P-OSA) (Table 4).
There was a significant positive correlation between stage [V periodontitis and salivary [L-33 (r; = 0.531) in G4 (P-0SA), and there was
a significant negative correlation between stage 11 periodontitis and GCF IL-1p (r; = —0.510, p < 0.05) in G2 (P). Moreover, there were
only significant positive correlations between mild OSA and IL-1 (r; = 0.516), IL-6 (r; = 0.487), [L-33 (r, = 0.487), and TNF-u (r; =
0.539) in GCF of G3 (0SA).

4.1. Concentrations of cytokines and presence of Candida spp. in oral microbiota

Based on the microbiological profiles of six G4 (P-OSA) patients, three of them positive for Candida spp. and three of them negative
[21], the cytokine concentrations profile showed that the patients with Candida spp. had higher cytokine levels relative to those
patients who did not have the yeast. In particular, all cytokines concentrations in GCF were the highest (=40 pg/mL), and only IL-1p in
saliva was higher in one patient (=60 pg/mL). Regarding to the patients without Candida spp., the cytokine concentration profiles were
similar in the three patients, with higher levels of cytokines in GCF (20-50 pg/mL) (Fig. 4).

5. Discussion
To elucidate the association between OSA and periodontitis, this study compared the salivary and gingival crevicular fluid (GCF)
concentrations of five pro-inflammatory cytokines (IL-13, IL-6, [L-17 A, IL-33, and TNF-x) in patients with and without OSA and their

association with periodontal condition. The present study demonstrated a high prevalence of stage III periodontitis in patients with

[
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Fig. 3. Percentile graph of the cytokine concentrations in saliva and GCF in each group of patients evaluated. Each point represents the cytokine
concentration in all patients of each group. The x-axis represents the percentiles and the y-axis the cytokine concentrations in pg/mL. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

severe OSA (69%, p = 0.0142). This result is comparable to what Gamsiz-Isik et al. reported (2017) [5], who demonstrated a higher
prevalence of severe periodontitis in patients with OSA (48.2%, p < 0.001), with moderate-to-severe OSA being more prevalent
(52.2%), similarly to results reported by Seo et al. (2013) [12] who determined that 60% of patients with periodontitis had 0SA, and
Stazic et al. (2022) [28] who concluded that patients with moderate-to-severe OSA had more severe stages of periodontitis (stages I11
and IV) (p = 0.043).

Moreover, in the present study, PD (>4 mm) and BOP (%) were significantly increased in patients with OSA (G3) compared to
healthy patients (G1), as reported by Seo etal. (2013) [12] who determined that PD (>4 mm; p < 0.005) and CAL (=6 mm; p < 0.008)
were significantly higher in patients with OSA. This evidence suggests that the OSA condition and its physiopathology might be a risk
factor for the progression of periodontitis.

Furthermore, different studies have evaluated the immunological relationship between periodontitis and OSA, determining the
levels of pro-inflammatory cytokines in saliva, GCF and serum [5,18,20]. As well as the present study, Nizam et al. (2014) reported no
statistically significant difference in salivary IL-1/ concentrations between a group of healthy patients and a group of patients with OSA
[20]. However, our study found high concentrations of [L-1[ in saliva (p = 0.057) from G2 (P) and G4 (P-0SA) compared to G1 (H) and
found that 80% of patients of both groups had the highest concentration of IL-1( (40-60 pg/mL), a determinant cytokine in
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Table 3
Correlations (ry) of periodontal parameters and cytokines concentrations,
Peripdontal IL-1B 1L-6 IL-17A 1L-33 TNF-o
paramelerl S
cytokine Gl G2 G3 G4 GI G2 G G4 GI G2 G G4 | GI G2 G3 G4 GI G2 G3 4
Sites (%) PD | Saliva | 0.28 0446 0081 0095|0141 0002 0232 0042| - - : . © 0280 0304 -0030| 0353 0156 0261 -0030
>4 mm GCF o.mz- 0002 0164 | -0.05% 096 0073|0434 D340 0010 -0.037 -0.090--0.116 0.083
. Saliva | 0316 0210 0087 0,198 0222 0075 0189 0048| " = : ; T D061 D066 -0.184
mm
e GCF o.w- 0254 -0.103 | 0.069 0357 0231 o.oa,m 0296 0.100 -o.ooo- 03885 0238
Sk Saliva | 0240 0373 0207 0233|0215 0084 011 0194| © g : 5 T MR 0081 0029| 0302 0211 0180 0129
(mm A
) Tock | otes 0137 0010 | oou JRE 0360 0072|0195 0348 0063 0082 | 0017 [ORE 038 0070
Saliva | D77 0,196 0142| 0105 0194 0337 0032 ° : : : T 014D 0242 0166
BOP (%)
GCF 0.100 0133 0005 | 0,082 0024 0233 ] 0185 0214 027 0076 | 0.008 - 0031 0232
- Saliva | 0032 0282 0030 -0.029|-0024 -0226 0366| - : : . T 08K 0047 DI98| 0257 0077 0109 0198
GCF 0086 0417 0319 -0.287 0401 -0.189 | -0.087 0382 0128 -0.162 038K -0201 | -0411 0398 -0.191
p Saliva 0494 0018 0002 - . : ? 0271 0399 0095 0380 0095
’ GCF 0278 0,002 0,352 0128 0242 -0.109 0322 -0.022
i Saliva 0494 0018 0,102 0182 0454 0288 0.195 0243
GCF 0278 0173
Saliva = ¥
IL-17A —
GCF 0352 0510 | 0128 0173 -0.181 0041
o Saliva - 027 -0.189 0182 0454 0439 0310 0335 8400
GCF 0.242 0,181
Saliva 0380 0095 0288 0,198 0243 T 0310 0335 0400
TNF-0
GCF 0322 -0.041

Coefficient values in bold are significant at a 0.05 significance level. Spearman rank correlation (#,). The blue tones represent a positive correlation
and the red tones represent a negative correlation. G1: Group 1 (H). n=23; G2: Group 2 (P). n=17; G3: Group 3 (OSA). n=18; G4: Group 4 (P-OSA).
n=26. PD: probing depth: CAL: clinical attachment loss: BOP: bleeding of probing: PI: plaque index.

'(rbabrrl:la:lom (rs) between cytokines levels in saliva and GCF vs, periodontal disease status and grade of OSA.
Periodontal diagnosis OSA diagnosis
Cytokines ?,:‘:i':';;‘ Stage | Stage Il Stage 111 Stage 1V c;::i:?“:‘ Mild OSA Moderate  Severe
periodontitis periodontitis periodontitis periodontitis OSA OSA
IL-1$ G2 -0.187 .18

-0.039 -0.265

(Saliva)
IL-6 (Saliva)
IL-33
(Saliva)
TNF-.
(Saliva)
IL-1B (GCF)
IL-6 (GCF)
G2 -0.204 i

IL-17 (GCF) P T

5 G2 0.162 -0.194 -0.04
Lkl G4 -0.007 0.091
TNF-o. G2 0.051 -0.297 0.113
(GCF) G4 -0.026 0.062

0.076

0.052
-0.072
0.113

0.1
-0.134

Coefficient values in bold are significant at a 0.05 significance level. The red tones represent a negative correlation and the blue tones
represent a positive correlation. Spearman’s rank correlation coefficient (). G1: Group 1 (H). n=23: G2: Group 2 (P). n=17; G3: Group 3
(OSA). n=18; G4: Group 4 (P-OSA). n=26
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Fig. 4. Cytokine concentrations in saliva and GCF in three patients without Candida spp. and three patients with Candida spp. These patients were
classified in the G4 (P-OSA).

periodontitis. Although there were no significant differences between the concentrations of IL-1j from G2 (P) and G4 (P-OSA), there
was a high level of this cytokine in patients with periodontitis and OSA (G4, P-0SA), suggesting a relationship between OSA and
periodontitis.

Similarly, the salivary IL-6 was highest in G2 (P) and G4 (P-OSA), as reported by Nizam et al. (2014, 2016) in patients with OSA,
and its concentration was statistically significant in G2 (P) [18,20]. On the other hand, a positive correlation was observed between
salivary [L-6 and PI (rs = 0.675; p < 0.05) in G3 (0SA), and BOP (%) and Pl in G4 (P-0SA), which may be explained by the existence of a
biofilm in these individuals that increases IL-6 levels as well as the risk of inducing a local inflammatory response; thus, IL-6 could
serve as an early salivary biomarker of periodontitis associated to OSA.

Otherwise, the IL-6 in GCF was higher in patients of the G3 (0SA) and G4 (P-0SA) and positively correlated with PD in G3 (0SA)
and with PD and BOP (%) in G4 (P-OSA), in comparison with G2 (P) which had lower levels and negative correlations with all
periodontal parameters. Our finding of a high concentration of IL-6 in GCF from patients with OSA and periodontitis has not been
reported before in literature, Regarding IL-1 in GCF, a possible explanation for the local inflammation is that dryness of mouth caused
by OSA, leads to a bacterial colonization as reported by Gamsiz-Isik et al. (2017) [5].

In addition, the present study reports for the first time that concentrations of IL-17 A in GCF were high in patients with OSA (G3) and
(P-08A) (G4), with a positive correlation in PD (mm) and BOP (%) in both groups. The IL-17A is secreted by resident memory T helper
17 cells (TH17 cells), which have a homeostatic oral accumulation in presence of IL-6. However, the periodontitis-associated TH17
cells proliferation requires of IL-6 and IL-23 [29] to increase the production of IL-17 A. This cytokine has potent osteoclastogenic and
inflammatory bone destruction properties due to its capacity to stimulate the expression of RANKL in osteoblasts because it mediates
the destruction of connective tissue by inducing the expression of matrix metalloproteinases —3, —9 and —13 (MMP-3, 9, 13) in fi-
broblasts [30].

Furthermore, there are studies that have shown a significant increase of IL-23 levels in serum of patients with OSA, and its positive
correlation with AHI and C-reactive protein (CRP) [31,32], suggesting that high levels of IL-23 in patients with OSA can stimulate the
production of pro-inflammatory cytokines by TH17 cells, like IL-17 A, which is involved in the development of periodontitis [29].

The present study found lower concentrations of IL-33 in saliva in all groups of patients, while Nizam et al. (2014) found that the
concentrations of IL-33 in saliva were higher in patients with OSA, regardless of the severity of the OSA [20]. However, the levels of
IL-33 in GCF in the present study were higher in patients from G3 (0SA) and G4 (P-OSA) with positive correlations with periodontal
parameters in PD in G3 (0OSA) and PD and BOP (%) in G4 (P-0SA). In periodontitis, the expression of 1L-33 in gingival epithelial and
connective tissue cells acts as an alarmin of tissue damage for the immune system, inducing RANKL expression and triggering the
recruitment of RANKL-expressing B and T cells [33,34]. Sozer et al. (2018) reported serum [L-33 concentrations significantly higher in
patients with OSA, and hypothesized that OSA influences the levels of IL-33 and is involved in the systemic inflammation produced in
OSA [35]). Nizam et al. (2014) have also shown high levels of IL-33 in saliva of patients with OSA [20]. These findings may help explain
the bidirectional relationship between periodontitis and OSA, which results from their comorbidity, where the presence of one may
cause the other to become more inflammatory. Both conditions increase the presence of IL-17 A and IL-33 that share the activation of
osteoclastogenesis mediated by RANKL/OPG axis that cause periodontal bone resorption [36,37].

Interestingly, TNF-xt plays both anti-inflammatory and pro-inflammatory roles in inflammation: initiating a strong inflammatory
response and regulating the intensity and duration of inflammatory processes, respectively. This cytokine plays a variety of roles in the
development of periodontitis, including attracting cells to sites of tissue damage and inflammation, and promoting the breakdown of
extracellular matrix and bone resorption by increasing the production of IL-1p, IL-6, collagenases, MMPs, and RANKL in gingival
epithelial cells [33]. TNF-ux levels in saliva and serum were not significantly different between patients with periodontitis and healthy
patients; in fact, TNF-x levels were lower in periodontitis patients.
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Regarding the levels of TNF-x in OSA, earlier investigations found that both OSA patients and healthy individuals had the same
amounts of TNF-wwin GCF [5], saliva [18], and plasma [32]. In contrast, other research found a strong relationship between TNF-x and
indicators of the severity of OSA and oxy gen desaturation [38] among recently diagnosed OSA patients [39]. According to the current
findings, with the exception of individuals who only had periodontitis (G2), the patients with OSA and periodontitis and OSA had
similarly low levels of TNF-ix in saliva. In contrast, the levels of TNF-u in GCF were higher in healthy patients in comparison to patients
with 0OSA and with both conditions. Given the dual functions of TNF-u« as an inflammatory mediator, these findings show that there is
still a discrepancy in the determination of the levels of TNF- in patients with periodontitis associated with OSA. This discrepancy may
be explained by variations in the demographic and clinical characteristics of the individuals. Therefore, further investigations are
required to establish a link between TNF-x levels in saliva, GCF, serum and periodontal condition in OSA assessed simultaneously in
the same patients.

According to the correlations of periodontal parameters and cytokine concentrations in saliva and GCF, there was a positive
correlation between PD and salivary TNF-w in G1 (H) (rs = 0.572; p < 0.05). TNF-a may be acting as an anti-inflammatory cytokine in
the homeostatic process in healthy individuals.

The anti-inflammatory function of TNF-t in patients without periodontitis may also explain the negative correlation between BOP
(%) and TNF-x in G3 (OSA) (rs = —0.543; p < 0.05). Furthermore, there was a negative correlation between PI and GCF IL-6 (rs =
—0.549; p < 0.05) and between PI and GCF IL-33 in G1 (H) (rs = —0.556; p < 0.05). These findings might support the homeostatic
function of IL-6, although it is unclear whether IL-33 works on the same principle in healthy individuals. Nevertheless, it is important
to emphasize the positive correlation between levels of [L-33 and the other cytokines analyzed in patients with OSA and individuals
who also have periodontitis, and in the same way, the positive correlation between salivary IL-33 with stage IV periodontitis and
moderate OSA in G4 (P-OSA). Further research is necessary to support the role of [L-33 in the physiopathology of OSA in patients with
periodontitis.

Despite some authors still concluding that there is little evidence of a possible relationship between periodontitis and OSA, both
cause-and-effect and their pathophysiological mechanisms [40], other studies have proposed different mechanisms involving genetic,
microbiological, and immunological factors as possible cause-and-effect relationships between OSA and periodontitis [6,18,21,22,41,
42]. Both conditions, periodontitis and OSA, may be related by systemic inflaimmation. Patients with OSA exhibit an increased pro-
liferative potential of natural killer (NK) and CD4 T cells and a decreased capacity of neutrophils to phagocytose bacteria and produce
ROS [43,44]. Even the levels of the other enzymes released by neutrophils during inflammation, such as matrix metalloproteinases
(MMPs), are significantly lower in patients with severe OSA [44]. Hypoxia and hypercapnia present in patients with OSA have been
shown to be related to the apoptosis of periodontal cells [45], that may increase the production of pro-inflammatory cytokines and
stimulate transcription factors such as the nuclear transcription factor (NF-k[}) [46]; this factor is involved in the periodontal bone loss
[47,48] mediated by the increase of RANKL/OPG (Receptor activator of NF-kfiligand /Osteoprotegerin) axis ratio that activates the
osteoclastogenic process [37].

Additionally, the presence of Candida spp. in the oral microbiota of patients with periodontitis and OSA [21] might well be
responsible for the high levels of IL-17A and IL-33 in GCF, worsening periodontal disease. Previous studies have reported the role of
IL-17A and IL-33 in response to systemic Candida albicans infections, promoting antifungal immunity [49,50]; however, other authors
have described the pro-inflammatory function of these cytokines, demonstrating how IL-33 stimulates the production of other cyto-
kines like [L-1 and IL-6 [51], and how the presence of a dysbiotic microbiota causes an increase in IL-17 A, which in turn triggers the
osteoclastogenic process [52].

In spite of using sensitive multiplex bead immunoassays, the present study faced a limitation in determining values smaller than 5
pe/mL of [L-17 A and IL-33 in saliva. Also, comparisons between the two sexes are not possible using the data from this study; hence itis
advised to do additional research in the future with alarger sample size and age- and sex-stratified analyses. Analyses based on oxygen
saturation and microarousals based on the severity of OSA should also be included. However, the findings of the present study suggest
that periodontitis and OSA have a bidirectional-relationship: OSA may increase the risk of developing periodontitis, and periodontitis
worsens the inflammatory process in OSA. The pro-inflammatory cytokines IL-6, [L-33 and IL-17A can be proposed as biomarkers of
both conditions in GCF due to their ability to trigger the activation of osteoclastogenesis in periodontitis (Fig. 52).

6. Conclusions

The present study suggests a bidirectional and comorbid link between OSA and periodontitis. There was a higher prevalence of
stage [l periodontitis and severe OSA, as well as higher levels of periodontal parameters (Pl and BOP), and expression of IL-1p and IL-6
in saliva and IL-6, IL-17A, and IL-33 in GCF, in patients with periodontitis and OSA. These cytokines may be considered biomarkers of
both conditions, emphasizing the association between IL-33 and stage IV periodontitis.

Our results suggest that there is a potential diagnosis of association between individuals with OSA and periodontitis; individuals
with OSA should get a periodontal screening, and individuals with periodontitis should get a sleep study to determine OSA. Further
studies are necessary to analyze the role of pro-inflammatory cytokines in the physiopathology of OSA in patients with periodontitis.
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4.1 Capitulo 3.

4.1.1 Descripcion articulo 4

Articulo 4: Actividad anti-biopelicula in vitro de nanofibras Policaprolactona: Poli (acido
lactico-co-glicélico) cargadas con anfotericina B, péptido antimicrobiano LfcinB (21-25)pa

y 6xido de zinc para el tratamiento local de la periodontitis asociada con la AOS

Los hallazgos descritos en el capitulo anterior sugieren cambios especificos microbiol6gicos e
inmunolédgicos 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
biopelicula y aumento de citocinas proinflamatorias en los individuos con ambas condiciones.
Teniendo en cuenta estos resultados se propuso establecer un modelo de biopelicula
polimicrobiana in vitro, conformada por nueve bacterias y C. albicans, obtenidas de aislados
clinicos de muestras de cavidad oral de individuos con Periodontitis y AOS, para evaluar la
actividad antimicrobiana y anti-biopelicula de nanofibras de PCL/PLGA incorporando tres
compuestos: un antifingico, como Anfotericina B (AMB); un péptido antimicrobiano, LfcinB (21-

25)pa (Nombrado en este trabajo como P61); y Oxido 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-Zn0O; y Nf 7: ZnO. Las nanofibras exhibieron una apariencia similar,
textura suave, buena estabilidad mecanica y facil manipulacion, con una distribucién de diametro
de fibra homogénea (de 233 a 533 nm), siendo notorio un menor diametro en aquellas nanofibras
gue contenian ZnO. El caracter hidrofébico se mejord en la Nanofibra 6, la cual contenia 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. Ademas, la viabilidad celular mejor6 con el tiempo de exposicion 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 accién antimicrobiana de la AMB, la cual incorporada en las
nanofibras logré disminuir la viabilidad del cultivo microbiano mixto y de la biopelicula
polimicrobiana. A pesar que las nanofibras de P61 no mostraron actividad antimicrobiana, las
nanofibras cargadas P61 mas AMB mostraron un aumento de la actividad, lo que indica una
potencial sinergia entre las dos sustancias, la cual podria mejorar con el aumento de la

concentracion de P61 disponible en las nanofibras y con la presencia de ZnO.

Por otro lado, la Nf 2 presentd 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 exposicion (72h) y la Nf 6 tuvo la
mejor actividad anti-biopelicula, la cual aumenta con el tiempo de exposicion, mostrando una

disminucion del 40% de la viabilidad de la biopelicula polimicrobiana a las 72 h.

En este sentido, los resultados sugieren que la Nanofibra 6, la cual esta 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 suefio.

Los resultados de este articulo estdn bajo el acuerdo de confidencialidad, por lo tanto, sera

sometido a publicacion una vez se haga el respectivo depdsito de propiedad intelectual.
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Figura 7. Desarrollo metodoldgico Articulo 4
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4 1.1.1 Manuscrito articulo 4

In-vitro antibiofilm activity of Polycaprolactone- Poly (lactic-co-glycolic acid) nanofibers
loaded Amphotericin B, antimicrobial peptide LfcinB (21-25)pai and Zinc oxide for local
treatment of periodontitis associated with obstructive sleep apnea
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Highlights

e PCL/PLGA Nanofibers delivered AMB, LfcinB (21-25)pa and ZnO, antimicrobial agents
against polymicrobial biofilm related to periodontitis associated with obstructive sleep apnea.

e PCL/PLGA Nanofibers loaded with AMB, LfcinB (21-25)pa and ZnO were not cytotoxic on
periodontal ligament fibroblastic cells.

e PCL/PLGA Nanofibers loaded with AMB, LfcinB (21-25)pa and ZnO exhibited good
physicochemical properties

e PCL/PLGA Nanofibers loaded with AMB, LfcinB (21-25)pa 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 Il 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)pa (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 gPCR, 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 111 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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(e-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)pai: 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)pa, 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)pa, 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 e-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 (CHCI3) and methanol
(CH40) 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)pa1) was supplied by SAMP-UNAL (Group Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas
at Universidad Nacional de Colombia). Zinc oxide (ZnQO) 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 Odontologicas (ClO) of the Faculty of Dentistry at the Pontificia Universidad
Javeriana-PUJ, Bogota, 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 - CHCLa:
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



120

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 (HPALF) (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% CO. kept 37°C. After being
subcultured to 80% confluence, the HPALF 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 pL 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% CO.. The formazan crystals were then dissolved
using 100 pL 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 pL 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% CO>) 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 pL
of mixed microorganism’s culture and 50 pL of culture broth. Then, the plates were incubated for
24,48 and 72 h at 37 °C in an anaerobic environment (90% nitrogen, 10% CO>). After incubation
time, the nanofiber disks were carefully removed from the 96-well plates. Each well was covered
with 100 pL 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% CO,). 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 Invitro 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
CELLview™ 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 pL of inoculum prepared and incubated in an anaerobic
environment (90% nitrogen, 10% CO>) 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
pL 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% CO>) 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 pL of sterile PBS, in order to eliminate nonadherent microorganisms. Then,
biofilms were stained with LIVE/DEAD® BactLight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen) and
LIVE/DEAD™ Yeast Viability Kit (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions.
Total fluorescence staining of the micrographs taken by the Olympus F\VV1000 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
uL of microorganisms’ inoculum adjusted (OD 600 nm, 0.8-1.0), and incubated in an anaerobic
environment (90% nitrogen, 10% CO,) 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.



123

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)pa 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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Element Mass % Atomic % Error %
Oxygen 704 89.7 15.5
o Zinc 271 8.45 42
Aluminium 2.49 1.88 20.50
" w "

s
Energy [keV]

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-Zn0O, (E) Nf 5: AMB-P61, (F) Nf 6: AMB-P61-ZnO, (G) Nf 7. Representative EDS analysis
of Nf 6.



%)

Weight (

Weight (%)

125

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 Magalhaes 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].

. : 28
100 | 4 787% Pure AMB Zn0O { e
| =z 08 o 0] —— —'—-\—k\’: »
a0 \f{ *
N 060 o0 \ | &
a0 | \ 422.83°C & g | g
| \ A = | s
! | V) } il 3
1 ‘ ' so-41% 042 £ Il ro e £
404 | A 5 i :
| /) i — & I ¢
[l o\l Residue: a o 1§
|253.89°C / \ 14.12% | \
s3arc || oa b} (0.7261mg) 0z | o~
A | U/ \ o A A anzing o
2 / | 000 2 \k - o
0 ~ A . 00 1 — _
! : . . . e ™ P S e e s s e e e e s a0 R e S e S e .  Emammma T - - - T + 0%
o 200 400 800 800 1000 ) mo 400 00 800 1000 (] 20 00 @0 00 1000
Temperature (C) Universal V4 5A Temperature ("C) [P — Temperature ("C) U V.54 T wavamens
3 120 5 12 3
Ms0c Nf 2 t 44043'C Nf 3 ssxrc Nf 4 t
oo —— - | ™ srad 20 w] — s | I
X . \/ La
&0 | I 80 15 L “\ i |
5 s 5
IL [ z 2 3 \ £
a0 l[ 1 B £ w iz 1 )
I P P x !
| = H S 3 | EIvs >
) I g i | i
w i 0 0s |
i
- L — | L
P
1 e 1 ‘
P L 10553k - » o i
| priey
b 10 080X
(S
____________________ . s 1,
a0 ) 500 800 1000 600 800 1000 0 “ e m e '.\n?f‘ "
Temperature (‘C) S T s Temperature ("C)  UnhesalVasa TA nstuments Temperature (*C) U AT Inuse
B
2
g
)
£
=
§
&
0
200 400 600 800 1 [] 200 400 600 800 1000 Ll a0 40 600 800 1

Temperature (°C) un Temperature ('C) [RA—— Temperawre (') Ueessw o Th bt

Figure 2. TG and DTG curves of PCL/PLGA nanofibers and pure AMB.
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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.

Nf 1: | = . l
e: 109.01 = | 9818

Nf 5 E Nf 6 I
e: 110.88 - e:81.43

Figure 3. Images of the contact angle (©) 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.

120+
* * =3 24 hours
El 48 hours
100 p Hm 72 hours
g 80 E }
> =
Z b ' B
g 60
>
©
O 40+
20+
0
FLP Nf 1 Nf 2 Nf 3 Nf 4 Nf 5 Nf 6 Nf 7

Figure 4. Viability of HPALF in presence of nanofibers’ eluates measured by the MTT (DOag2nm)
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 I11 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.
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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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treatment times. Data was generated from a Mixed effects analysis, followed by Tukey’s multiple
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different times: Green color: live cells; Red color: dead cells.
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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 (HPALF) 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 Capitulo 4

Mapeo y prospeccion tecnolédgica simplificada del uso de nanofibras con

actividad antimicrobiana para el tratamiento de la periodontitis

4.2.1 Mapeo tecnologico

Se realizé una busqueda del estado de arte (articulos cientificos) 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 tecnologias para el tratamiento de la

periodontitis con posibilidades de adaptacion al tratamiento de AOS.

Se hizo una busqueda de la literatura publicada sobre sistemas de liberacion controlada de
farmacos como nanofibras cargadas con sustancias con actividad antimicrobiana para el
tratamiento de la periodontitis en los ultimos 20 afios, en las bases de datos Lens.org y Scopus,
teniendo en cuenta las palabras clave, Nanofibra, péptido, 6xido de zinc, anfotericina B,
periodontitis y enfermedad periodontal. Se establecié la siguiente ecuacion de busqueda:
(nanofiber* AND ("zinc oxide" OR "ZnO") OR ("LfcinB" OR lactofe*) OR ampho*) AND
("periodontitis" OR "periodontal disease"). Los datos fueron extraidos y sometidos a analisis y

visualizacion en el Software VOSviewer version 1.6.18.

El mapa de palabras clave refleja la estructura semantica del campo de investigacion de interés,
através de los descriptores elegidos por los autores y las revistas cientificas. Mediante el software
VOSviewer se mide la ocurrencia por palabras citadas por los autores y la fortaleza entre las
palabras, segun el porcentaje del total de citaciones de un articulo con respecto al total de todos
los articulos encontrados en la base de datos. Las Figura 8 y 9 muestran el mapeo de articulos
cientificos usando la ecuacion de busqueda mencionada, utilizando las bases de datos Lens.org,

y Scopus.

Usando la ecuacion de busqueda, fueron encontrados 174 articulos cientificos en la base de
datos Lens.org, de los cuales fueron extraidos datos completos de titulo, nombres de autores,

afio de publicacién, DOI, palabras clave, citaciones, entre otros datos. A partir del mapa fueron
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visualizadas 901 palabras clave, con un minimo de cinco ocurrencias por palabra citadas por los
autores. Las palabras clave fueron agrupadas en “clusters”, diferenciados por colores, mediante
el calculo de frecuencias de co-ocurrencias, de tal forma que permitio la visualizacion de los flujos
con mayor interaccion entre los articulos. A mayor tamafo del cluster, mayor frecuencia de las
palabras clave. En el mapa analizado se visualizan cinco clusters: 1) Cluster amarillo: asociado
al uso de la nanotecnologia, nanoparticulas y biomateriales en la ingenieria tisular; 2) Cluster
azul: asociado a la metodologia Electrospinning y su aplicacién en regeneracion tisular y de hueso
en periodontitis; 3) Cluster rojo: asociado a las propiedades quimicas y fisicas de las nanofibras;
4) Cluster verde: asociado al uso de las nanofibras como sistemas de liberacién de sustancias
antimicrobianas, como antibioticos; y 5) Cluster morado: asociado a la terapia periodontal en
modelo animal (Figuras 8). Se destaca que los flujos de interaccion a partir de la palabra clave
“periodontitis” se relaciona principalmente con “ingenieria de tejidos”, “regeneracion tisular’ y

“regeneracion de hueso” (Figura 9).
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Figura 8. Mapa de palabras clave encontradas en la base de datos Lens.org.
Visualizacion de las del uso nanofibras como sistemas de liberacién controlada para el
tratamiento de la periodontitis.

(Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer)
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Figura 9. Flujos de interaccion 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 articulos cientificos con 1103 palabras
claves registradas y visualizadas, con un minimo de cinco ocurrencias por palabra citadas por los
autores, agrupandose en cinco clusters. El cluster amarillo determinado por la palabra clave
Electrospinning, siendo la de mayor co-ocurrencia asociada a periodontitis, regeneracién osea, y
ZnO. El cluster azul se definié por la actividad antibacteriana, metronidazol y nanoparticulas de
plata. El cluster verde se definio por el uso de biomateriales como quitosano con hidroxiapatita y
doxiciclina para andamios. El cluster rojo determinado por el uso de la nanotecnologia para el

desarrollo de sistemas de liberacion controlada. Y el cluster morado se definié por el uso de
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nanofibras con actividad antimicrobiana y antiinflamatoria (Figura 10). Los flujos de interaccion a
partir de la palabra clave “periodontitis” se relaciona con “regeneracion de hueso” y “Oxido de
zinc”, “nanofibras” con actividad “antiinflamatoria” y con antibiéticos como “metronidazol”’ y

“doxiciclina” (Figura 11).
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Figura 10. Mapa de palabras clave encontradas en la base de datos Scopus.

Visualizacion de las del uso nanofibras como sistemas de liberacion controlada para el
tratamiento de la periodontitis (Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer)
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Figura 11. Flujos de interaccion a partir de la palabra clave “periodontitis” Scopus
(Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer)

La buUsqueda realizada en Lens.org mostré ampliamente los campos relacionados con el uso de
nanofibras en la terapia periodontal, la cual estuvo frecuentemente relacionada con la ingenieria
de tejidos y regeneracion de hueso. La blusqueda realizada con Scopus arrojo mayor cantidad de
registros de articulos, enfocados al uso de la técnica Electrospinning para la produccion de
nanofibras con propiedades regenerativas de tejido y hueso. Se observé 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 ultimos afios se ha intensificado la publicacion de articulos

cientificos relacionados con el uso de nanofibras para la terapia periodontal, principalmente como

herramienta para la regeneracion 0seay de tejidos (Figura 12).
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Figura 12. Mapa de palabras clave reportadas en los ultimos 6 afios.
Base de datos (A) Lens.org y (B) Scopus
(Figura realizada por Téllez M.; Fuente: Software VOSviewer).

El interés en el campo de investigacion se ha incrementado a lo largo del tiempo, sin embargo, ha
empezado a decrecer en los Ultimos 3 afios (Figura 13). Reino Unido y Estados Unidos son los paises
con mayor numero de publicaciones en el campo de la investigacion; 34 y 30 publicaciones,
respectivamente. Brasil y Colombia han reportado once y un estudio, respectivamente (Figura 14).

Las instituciones que mas han publicado en el &rea son la Universidad de Sheffield - U.K., Universidad



Institution Country/Region
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de Indiana — U.S., Universidad de Ljubljana — Eslovenia y Universidad de Michigan — U.S., cada una

con 14, 13, 9y 5 publicaciones, respectivamente (Figura 15).
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Figura 13. Publicacién de articulos a lo largo del tiempo.
(Tomado de Lens.org)
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Figura 14. Paises mas activos segun el no. de publicaciones.
(Tomado de Lens.org)
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Amirkabir University of Budapest University of COMSATS Institute of

Technology Banaras Hindu University Technology and Economics Information Technology Dankook University

3 13 3 3 3

French Institute of Health GELERIGNTT e ST T Isfahan University of Medical — Kermanshah University of

and Medical Research University Indianapolis Sciences Medical Sciences Mahatma Gandhi University
3 4 3 3 3

National Taiwan Ocean Polytechnic University of

University Turin Sao Paulo State University Teagasc University of Georgia

3 9 5 3 14

University of Leeds University of Ljubljana University of Michigan University of Milan University of Sheffield

Figura 15. Instituciones relacionadas con el nimero de publicaciones.
(Tomado de Lens.org)

En la tabla 2 se resaltan catorce estudios publicados en los Ultimos 12 afios sobre el uso de las
nanofibras como sistemas de liberacion controlada de farmacos para la aplicacién en la terapia

periodontal, con resultados relacionados a la actividad antimicrobiana.



Tabla 2. Articulos que evalian nanofibras para terapia periodontal
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Autores Polimero Sustancia Modelo evaluado Metodologia Tiempo Conclusién
usado antimicrobiana evaluado
(Zamani et PCL Metronidazol Evaluaron las 19 dias La conductividad aumenta, mientras que la
al., 2010). (MET) propiedades fisicas- viscosidad y el diametro de las nanofibras disminuye
guimicas de las al aumentar las concentraciones de metronidazol.
nanofibras Reportaron una liberacion sostenida de metronidazol
de las nanofibras durante al menos 19 dias.
(Verma et PCL MET In vivo: surco Medicion de 15y 30 dias Las nanofibras con MET sirven como coadyuvante en
al., 2012) gingival de parametros la terapia de raspado y alisado radicular al disminuir
individuos con periodontales los pardmetros periodontales en los individuos con
periodontitis periodontitis crénica.

(Chaturve PCL Doxiciclina In vivo: surco Medicién de 15y 30 dias La combinacién de la terapia de alisado y raspado
di et al., (DOX) gingival de parametros radicular mas las nanofibras con DOX mejoran los
2013) individuos con periodontales parametros periodontales (PD, Pl y GI) de los

periodontitis individuos con periodontitis.
(Bottino et PDS Ciprofloxacina In vitro: Viabilidad 4 dias No se detectdé ningun efecto inhibitorio de los
al., 2014) (CIP) y MET S. salivarius (S.s) y biopeliculas de S.s'y antibiéticos probados sobre la formacion de
L. casei (L.c) L.c sobre la biopeliculas de las bacterias orales comensales. Las
(biopelicula). F. nanofibras. nanofiboras que contenian CIP inhibieron el
nucleatum (F.n) y Difusion en disco crecimiento de F. nucleatum y
A.a sobre F.ny A.a A.actinomyctemcomitans (A.a). El porcentaje de

liberacion de CIP fue mayor (>90%) a los 7 dias.
(Miinchow PCLy ZnO In vitro: Difusién en disco 5 dias El ZnO en nanofibras de PCL/Gel puede ser Util para
etal., PCL/Gel P. gingivalis (P.g) y la inhibicion de bacterias periodontopatégenas e
2015) (Gelatina F.n incluso pueden aplicarse potencialmente para la
tipo B de regeneracion de tejido y hueso, debido al estimulo de
piel la viabilidad de células madre de pulpa dental
bovina)

(Ranjbar- PLGA- Clorhidrato de In vitro: Difusion en disco. 24 horas Las nanofibras inhibieron el crecimiento de S. aureus.
Mohamma Goma tetraciclina S. aureus (S.a) y La tasa de liberacion de tetraciclina de las nanofibras
dietal, tragacanto (OTC) P. aeruginosa de PLGA-GT aumenté con el incremento de la
2016) (GT) (P.a) proporcion de GT, y fue prolongada hasta por 75 dias
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(Deepak PVA-HA MET y In vitro: Conteo de UFC/MI In vitro: El complejo metronidazol-plata con la matriz
etal., MET-plata P.a. 24,48y 72 polimérica tienen una liberacién in vitro constante.
2018) In vivo: horas. Los estudios in vitro e in vivo muestran una actividad
Surco gingival de In vivo: antimicrobiana de amplio espectro del complejo MET-
ratas infectadas 2,4y 7dias plata y se demostré el potencial de la hidroxiapatita
conP.a para rellenar los defectos periodontales.
(Zupancic PCL MET, CIP y In vitro: Difusion en disco 1-5 dias La hidrofobicidad de las nanofibras de PCL y su
etal., MET-CIP E. coli (E.c), espesor son las caracteristicas clave en la liberacion
2018) S. mutans (S.m), prolongada de farmacos hidrofilicos. La liberacién del
Aa, F.nyP.g MET se incrementdé en las nanofibras con ambos
antibidticos, las cuales mostraron mayor espectro de
accion antibacteriana comparada a la accion de los
antibiéticos individuales.
(Magalhae PCL OTCy OTC con In vitro: Difusién en disco y 24y 48 horas Las nanofibras de PCL con OTC y ZnO fueron mas
s Dias et ZnO (OTCz) Cultivo mixto de Microdilucién en efectivas en la liberacion de la OTC de manera
al., 2019) A.a, F.n,Pgy caldo sostenida hasta por 5 dias. Sin efectos citotoxicos
P. intermedia (P.i) sobre células fibroblasticas y con actividad
antimicrobiana contra el cultivo bacteriano mixto.
(Zupanci¢  Quitosan- CIPy MET In vitro: Difusién en disco 24 horas Liberacion sostenida de CIP y MET partir de
etal., Oxido de EcyAa nanofibras de doble capa permitié la inhibicion del
2019) polietileno crecimiento de las bacterias evaluadas.
(POE)y
PCL
(Budai- PLA MET In vitro: Difusién en disco Cada 24 Las nanofibras fueron efectivas para inhibir el
Szics et F.n, P. micra horas por 14  crecimiento de las bacterias, siendo mas efectiva y
al., 2020) (P.m), dias prolongada la inhibicion de las bacterias sensibles al
E. corrodens antibidtico (F. nucleatum y P. intermedia) hasta por
(E.co), Aay P.i 13 dias.
(Mirzaeei PCL- METy In vitro: In vitro: In vitro: Las nanofibras con ambos antibiéticos tuvieron
etal., PLGA Amoxicilina E.cy S.a. Difusién en disco. 24 horas. actividad antimicrobiana contra E. coli y S. aureus.
2021) (AMX) Ensayo de In vivo: andlisis de In vivo: Las nanofibras pudieron liberar su contenido de
liberacién nanofibras por 1-14 dias farmaco de manera controlada y manteniendo una
In vivo: HPLC. Andlisis de concentracion adecuada liberada durante un periodo
Implantacion tejido subcutaneo de 7 a 10 dias en un modelo animal.

subcutanea de las
nanofibras en las
ratas.

tratado con las
nanofibras
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(Ho et al., PDLLA AMX In vitro: In vitro: In vivo: Las nanofiboras de PDLLA-AMX inhibieron el
2021) S. sanguinis (S.sa) Microdilucion en 24 horasy5 crecimiento de S. sanguinis y P. gingivalis.
y P.g. caldo. dias. Promovieron la viabilidad de las células de ligamento
In vivo: In vivo: Invitro: 4y 7  periodontal. En el modelo animal, las nanofibras de
ratas con ligadura  Andlisis de tejido dias PDLLA-AMX redujeron la inflamacion y aceleraron la
por 7 dias gingival tratado con reparacion periodontal por el estimulo de la expresion
las nanofibras de Colageno tipo | en una etapa temprana.
(Di Cristo PLA Quercetina: In vitro: Microdilucién en 9,24,48y 96 Las nanofibras de PLA-Quercetina inhibieron el
etal., flavonoide P.a,S.m.y caldo. horas. crecimiento de S. mutans, mas no de P. aeruginosa.
2022) Biopelicula Ensayo con cristal La actividad anti-biopelicula fue demostrada al inhibir

violeta y ensayo
colorimétrico MTT

la formacion de la biopelicula de cada bacteria
después de 9 horas de incubacion, con una reduccién
en la viabilidad de las biopeliculas en un 50%. La
actividad antimicrobiana se acompafi6 con la
actividad antinflamatoria, demostrada mediante la
disminucién de la expresibn de marcadores
inflamatorios como IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a en
células Fibroblastos gingivales humanos

Doce articulos evaluaron antibiéticos de amplio espectro como sustancia antimicrobiana, uno evalué ZnO y otro evallo Quercetina,

ninguno articulo evalto antifiingicos o péptidos antimicrobianos. Un articulo sélo evallo las propiedades fisico-quimicas de las

nanofibras y no evalto actividad antimicrobiana. Ocho articulos evaluaron PCL como el polimero de elecciéon para realizar las

nanofibras. Todos los articulos refieren una constante y prolongada liberacion controlada de las sustancias antimicrobianas. Dos

articulos determinaron si las nanofibras mejoraron los parametros periodontales en individuos con periodontitis. Tres articulos utilizaron

un modelo in vivo en ratas, dos de ellos evaluaron tejido gingival y uno evalu6 citotoxicidad subcutanea. Ocho articulos usaron Difusién

en disco, como el principal método para evaluar la actividad antimicrobiana de las nanofibras. A pesar que todos los articulos hicieron

referencia al uso de las nanofibras para la terapia periodontal, solo dos articulos evaluaron la formacién de biopeliculas, sin embargo,

ninguno utilizé6 un modelo de biopelicula polimicrobiano con bacterias periodontopatégenas y levaduras.
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4.2.2 Prospeccion tecnolégica

Las tecnologias de administracion de farmacos basadas en nanofibras, se han convertido en
alternativas promisorias en el ambito odontoldgico para proporcionar terapias antimicrobianas con
concentraciones adecuadas de farmacos, dirigidos directamente al sitio de accién como el tejido
periodontal. Entre los materiales de mayor interés para fabricar las nanofibras se encontrg el
polimero PCL junto a antibidticos de amplio espectro, como sustancias antimicrobianas de
eleccion. Con el objetivo de evaluar el potencial tecnologico y describir el grado de madurez de
las actuales innovaciones relacionadas con la fabricacion de nanofibras para la aplicacién en la
terapia periodontal, fue realizado un estudio de prospeccion tecnoldgica de las nanofibras como
sistema de liberacion contralada de sustancias antimicrobianas, utilizando una plataforma
internacional paga para la busqueda y andlisis de patentes Orbit Intelligence. Los parametros de

busqueda se registraron en la tabla 3.

Tabla 3. Parametros de blsqueda de patentes

Parametros de Datos
blusqueda
Ecuacion de busqueda "nanofiber" OR "electrostatic" "spinning" OR "electrospinning"
AND “periodontitis
Base de datos Orbit Intelligence
Intervalo de tiempo 2002-2022
Tipo de documentos Patentes
Fecha de basqueda Noviembre 22 de 2022
Resultados 191 familias de patentes

En la figura 16 se ilustra la evolucion de las aplicaciones o depésitos de las patentes en los Gltimos
20 afos, indicando la dinamica de inventiva del uso de nanofibras en la periodontitis. Entre los
aflos 2003 y 2012 se observa una tendencia en el aumento exponencial de los depésitos de
patentes indicando que se inici6 la exploraciéon de tecnologias relacionadas con las nanofibras.
Entre los afios 2015 y 2018 se observa una estabilizacién del nimero de depdsitos de patentes,
gue puede estar explicado por la estabilizacion de los presupuestos de 1+D, lo que conduce a un
flujo de solicitudes de patentes mas o menos constante sin demasiada selectividad en la solicitud

de patentes. En el afio 2019 hay un incremento sustantivo en el depoésito de las patentes, sin
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embargo, se hace evidente que a partir de 2020 hay una disminucién en el nUmero de patentes
registradas, que puede estar asociada a la disminucion sustancial en los presupuestos de I+D o
propiedad intelectual. Ademas 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 comenzé en
este afio.

Es asi que en los ultimos 20 afios 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 mostré
un interés continuo de los solicitantes en el campo y es un signo de madurez del campo de
invencion. Por el contrario, la disminucién del nimero de solicitudes presentadas, fue indicativo
de la desvinculacién de los solicitantes en el campo. Vale aclarar que los picos y valles en el
namero de solicitudes presentadas, pueden estar relacionados a los presupuestos de I1+D o
cambios econémicos.

Investment trend
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Figura 16. Depdsito de patentes en los ultimos 20 afios.
(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 aln estan activos con solicitudes y/o patentes concedidas aun 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 compafia con solicitudes y patentes concedidas. Esta compafiia suiza desarrolla y
comercializa nuevos sistemas de remineralizaciébn de esmalte y dentina para el tratamiento de

lesiones de caries y enfermedades relacionadas.

Key players by legal status

UNIVERSITY OF MICHIGAN
CREDENTIS 1
DARTMOUTH COLLEGE 1
MIT - MASSACHUSETTS INSTITUTE OF TECHNOLOGY
UNIVERSITY OF CALIFORNIA 2
ZHEJIANG UNIVERSITY 1
COLUMBIA UNIVERSITY
KINGS COLLEGE LONDON 1
PEKING UNIVERSITY SCHOOL OF STOMATOLOGY 2
SHANGHAI STOMATOLOGICAL DISEASE CENTER
SICHUAN UNIVERSITY 1
CALIFORNIA INSTITUTE OF TECHNOLOGY
CELLARTGEN 2 |
CORNING 2 |

DONGHUA UNIVERSITY

KYUNGPOOK NATIONAL UNIVERSITY INDUSTRY ACADEMIC C...
MATREGENIX

NANFANG HOSPITAL OF SOUTHERN MEDICAL UNIVERSITY
NATIONAL CENTER FOR GERIATRICS & GERONTOLOGY

PENG YANYAN

POP TEST ONCOLOGY

SEOUL NATIONAL UNIVERSITY INDUSTRY FOUNDATION
SOUTH CHINA UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

SREE CHITRA TIRUNAL INSTITUTE FOR MEDICAL SCIENCES...
TONGII UNIVERSITY

YALE UNIVERSITY

ZHONGKE KANGCI MEDICAL TECHNOLOGY SUZHOU

3-D MATRIX

A STAR - AGENCY FOR SCIENCE TECHNOLOGY & RESEARCH
AFYX THERAPEUTICS

Assignees

Count of patent families

Pending [l Granted [l Dead [ other

Figura 17. Principales solicitantes segun el estado legal de las patentes.
(Tomado de Questel by Orbit Intelligence)
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Fueron identificados los principales paises 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 paises latinoamericanos con
mayores depdsitos de patentes. Se demuestra la estrategia de proteccién de los solicitantes,

permitiendo identificar los mercados objetivo que deben protegerse (Figura 18).

Markets & competitors location

1 69
B

Figura 18. Patentes activas protegidas en las distintas Oficinas nacionales
(Tomado de Questel by Orbit Intelligence)

Los principales cédigos IPC de las patentes que se analizaron se identifican en la figura 19. Aqui
se resaltan las principales tecnologias protegidas en el conjunto de documentos encontrados, de
tal forma que permite la identificacion de las areas teméticas en las que se puede buscar
proteccion de las nanofibras para el tratamiento de la periodontitis
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tratamiento de nanoestructuras

Figura 19. Distribucidn de los principales cdodigos IPC contenidos en las patentes
(Tomado de Questel by Orbit Intelligence)

Andlisis tecnoldgico:

De acuerdo a los resultados de la busqueda de patentes, no se encontraron registros de
nanofibras con AMB, LfcinB (21-25),a (P61) y ZnO para la inhibicion de biopeliculas

polimicrobianas disbidticas asociadas a la periodontitis, por lo tanto, se establece el siguiente

andlisis de la tecnologia propuesta en esta tesis doctoral, definiendo la idea tecnoldgica, recurso

y beneficios, y sus aspectos innovadores.

Idea tecnologica:

Uso de nanofibras de PCL:PLGA cargadas de AMB, LfcinB (21-25),a (P61) y ZnO, de liberacion
sostenida con actividad anti-biopelicula para el tratamiento de la periodontitis.
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Recursos y beneficios:
e Actividad antimicrobiana contra biopeliculas polimicrobianas disbibticas, con baja
actividad citotoxica.
e Proteccién contra la inactivacion de los agentes antimicrobianos en la cavidad oral.
e Eficacia para la administracion sostenida de los agentes antimicrobianos in situ en la
cavidad oral.

e Biocompatibilidad y biodisponibilidad.

Aspectos innovadores de la tecnologia:

e Uso sinérgico de la Anfotericina B como un agente antimicrobiano que inhibe el
crecimiento de bacterias y levaduras, junto a la LfcinB (21-25)pa (P61), péptido
antimicrobiano y ZnO como coadyuvante en la inhibicion de la biopelicula y liberaciéon
sostenida.

e Sistema de liberacién adaptable para el tratamiento de la periodontitis in situ.
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5. DISCUSION GENERAL

La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria crénica multifactorial que es causada
por la presencia de comunidades microbianas patégenas, denominadas microbiota disbidtica,
organizadas en biopeliculas polimicrobianas estratificadas (Haffajee et al., 2008; Ximenez-Fyvie
et al., 2000b), gue provocan una respuesta inflamatoria crénica del tejido periodontal, resultando
en la formacién de bolsas periodontales, pérdida progresiva de la insercién periodontal con
destruccion de los tejidos blandos y duros de soporte periodontal y posterior pérdida de los
dientes (Hajishengallis & Korostoff, 2017). En los dltimos afos, enfermedades y trastornos
sistémicos como la apnea obstructiva del suefio (AOS) se han relacionado con la periodontitis
(Bianchi et al., 2022; Khodadadi et al., 2022). La AOS es un trastorno respiratorio del suefio,
causado por la interaccion de factores genéticos con factores anatomicos obstructivos,
neuromusculares o inflamatorios que obstruyen las vias respiratorias, bloqueando el paso del aire
(Ralls & Grigg-Damberger, 2012). Este trastorno ocurre cuando los tejidos blandos alrededor de
la via 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 afio. A pesar que han sido realizados en diferentes zonas
geograficas (Australia, Corea, Estados Unidos, Colombia, Turquia, Croacia y Paises bajos),
reportan resultados similares, al determinar que la periodontitis es comun 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). Ademas, los estadios Il y IV de periodontitis son los més frecuentes en pacientes con AOS
severa (Stazi¢ et al., 2022). Estos resultados concuerdan con la condicién presentada por los
pacientes evaluados en este estudio. El 75% de los pacientes que tenian AOS severa, sufrian de

periodontitis estadio lIl.

Numerosos estudios sisteméticos y de meta-andlisis han propuesto varias causas plausibles para
la relacion entre la periodontitis y la AOS: 1. La hipoxia intermitente puede proporcionar las
condiciones para la inflamacion sistémica y el estrés oxidativo. 2) La sequedad de la boca
provocada por la respiracion 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 colonizacion microbiana y, en consecuencia, el desarrollo y acumulacion de placa
dental. 4) La composicion y la ecologia de la microbiota oral pueden verse influenciadas por la
inflamacién asociada con la AOS y la disminucién intermitente de la oxigenacién, promoviendo el
desarrollo de la periodontitis. Y 5) Tanto la AOS como la periodontitis estan asociadas con la
inflamacion sistémica, otro factor que explicaria la conexién 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 liberacion controlada de farmacos
(nanofibras) de un antifingico, Anfotericina B (AMB), un péptido antimicrobiano palindromico,
Lactoferricina Bovina (LfcinB (21-25)pa), (nombrado “P61”) y 6xido de zinc (ZnO) para inhibir la
formacion de biopeliculas polimicrobianas in vitro relacionadas con Periodontitis asociada a
Apnea Obstructiva del Suefio, 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
microbioldgico, asi como, cuantificar y comparar la concentracion de citocinas proinflamatorias,
con el fin de comprender los posibles mecanismos microbiol6gicos e inmunolégicos involucrados
en la relacién entre la periodontitis y la AOS. En una segunda fase, el trabajo se enfocé en
establecer una biopelicula polimicrobiana in vitro relacionada con la microbiota caracterizada en
los pacientes con periodontitis y AOS, desarrollar nanofibras como sistemas de liberacion
controlada de AMB, LfcinB (21-25),a (P61) y ZnO, para inhibir las biopeliculas polimicrobianas
establecidas. Y una ultima fase, fue desarrollada para realizar un analisis tecnoldgico del uso de
las nanofibras cargadas de AMB, LfcinB (21-25).a (P61) y ZnO para la aplicacion en la terapia

periodontal en pacientes con AOS.

Los datos clinicos obtenidos de los pacientes evaluados en el presente trabajo, también
permitieron conocer como esta afectada su salud oral. Entre los pardmetros periodontales
evaluados se destacé un aumento en el porcentaje de biopelicula en los pacientes con
periodontitis, con AOS y con ambas condiciones, respecto a los pacientes sanos (p<0.05), lo que
concuerda con la relacion significativa entre la presencia de AOS y el porcentaje de biopelicula
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). Ademas, en el presente estudio,
la profundidad de sondaje (PD> 4 mm) y el sangrado al sondaje (BOP%) aumentaron

significativamente en pacientes que solo tenian AOS en comparacion con los pacientes sanos,
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resultados similares a los obtenidos por Seo y colaboradores en el 2013, quienes determinaron
gue la PD >4 mm (p<0,005) y el nivel de insercién clinica (CAL>6 mm) (p<0,008) eran
significativamente mayores en pacientes con AOS (Seo et al., 2013). Estas evidencias sugieren
gue la condicion de AOS vy su fisiopatologia podrian ser un factor de riesgo para la progresion de

la periodontitis.

Por otro lado, el perfil microbiolégico en la periodontitis estd muy bien reconocido por la presencia
de bacterias denominadas periodontopatdgenas, las cuales pueden desencadenar una respuesta
inflamatoria por si 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 biopeliculas, cuya patogenicidad esta
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 biopeliculas 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, acidofilos y fermentadores lacticos; complejo azul: conformado por especies de
Actinomyces, intimamente asociados con el anterior mediante coagregacién; Complejo purpura:
comprende bacterias del género Veillonella, asociadas a las anteriores, una vez consumido el
oxigeno en la biopelicula; Complejo verde: compuesto de anaerobios caracteristicos de
biopeliculas 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 mas profundas de la placa,
consideradas bacterias “puente” entre los primeros colonizadores y las bacterias caracteristicas
de biopeliculas patégenas maduras; y por ultimo, el complejo rojo: compuesto por P. gingivalis,
T. forsythia, y T. denticola, denominadas periodontopatdgenas, las cuales son invasivas en

contacto con la mucosa oral y estan relacionadas estrechamente con la respuesta inflamatoria.

Ahora bien, cada vez emergen nuevos estudios, donde se ha determinado la participacion 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 estan clasificados en los complejos de colores, ni se ha establecido su papel

en la microbiota oral.

La composicion de la microbiota oral difiere significativamente entre individuos que tienen AOS y
aquellos que no, con la presencia de patdgenos periodontales especificos. Los individuos con
AOS pueden albergar cantidades mas altas de patdgenos periodontales, particularmente en AOS
severa, en comparacion 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 periodontopatégenos, 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 respiracion por la boca y la sequedad oral, serian caracteristicas
que podrian contribuir a las diferencias en la ecologia microbiana, influyendo en la aparicion y/o

progresion de enfermedades orales, como la periodontitis. (Nizam et al., 2016).

A pesar de los limites que conlleva el haber realizado la identificacion 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 hip6tesis que la
AOS influye en la colonizacion de una microbiota disbiética potencialmente infecciosa en la

cavidad oral, como otros autores lo plantean segun sus resultados.

Es asi que, en la primera fase del presente trabajo, para facilitar la caracterizacién de la microbiota
oral en pacientes con periodontitis y con AOS, se realizé6 un andlisis agrupando los
microorganismos identificados en los complejos microbianos establecidos por Socransky,
adicionando tres categorias Candida spp., Lactobacillus spp. y Otros microorganismos o
“microorganismos cripticos”, los cuales rara vez se consideran patégenos orales significativos y
no se han categorizado previamente, ni estan conectados con enfermedades en la cavidad oral.
Se logro determinar una mayor frecuencia relativa de los complejos de microbianos, Amarillo,
Azul, Verde, Naranja y Rojo en la placa subgingival y del complejo Purpura, Candida spp,
Lactobacillus spp. y otros microorganismos en saliva; resultados que concuerdan con el modelo
de biopelicula 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 COa,.
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Aungue se evidencié que los complejos y categorias de microorganismos estan en todos los
grupos de pacientes evaluados, se destacé una mayor diversidad microbiana en los pacientes
gue sufren de ambas condiciones, con diferentes porcentajes de presencia de los
microorganismos, incluso con diferencias segun la muestra evaluada (saliva, placa subgingival o
surco gingival), planteando una posible “modulacion” de los microorganismos presentes
dependiendo del estado de salud o enfermedad (Curtis et al., 2020; Sigmund S Socransky &
Haffajee, 2005). Se concluy6 que bacterias periodontopatégenas del complejo naranja, como
Prevotella melaninogenica y la levadura Candida albicans, posiblemente estan 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 vinculo entre las
levaduras y las bacterias periodontopatégenas podria ayudar a explicar por qué las personas con
AOS severa tienen un riesgo tan alto de periodontitis estadio Ill. Esto nos lleva a plantearnos una
nueva hipotesis y es que en presencia de ambas condiciones, C. albicans pueda ser mas
patégena (Kuriyama et al., 2003) y tener un comportamiento que permita la colonizacion de dichas
bacterias periodontopatégenas, como se demuestra en estudios in vitro, donde esta levadura
modula el microambiente, generando ambientes andxicos, favoreciendo el crecimiento de
bacterias anaerobias estrictas y promoviendo sinérgicamente la formacion de biopeliculas
disbidticas (Diaz et al., 2012; Fox et al., 2014; Sztukowska et al., 2018)

Adicionalmente, el presente estudio revel6 la existencia de microorganismos cripticos y confirma
que algunos de ellos estan conectados a un perfil microbiano de salud mientras que otros estan
mas conectados a un perfil microbiano de enfermedad. Mientras que Gemella spp. se relacion6
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 descubri6 que el perfil de la enfermedad contenia
microorganismos que podrian clasificarse como posibles patégenos y pueden tener un papel en
la interaccion entre la AOS, la periodontitis y otros trastornos crénicos clinicamente significativos
o enfermedades infecciosas sistémicas, los cuales han sido previamente propuestas como
factores de riesgo comunes para periodontitis y AOS. No obstante, comprender la funcién de los

posibles patégenos en la microbiota oral requerira mas investigacion.

En cuanto al perfil inflamatorio de los pacientes con periodontitis y AOS, se determiné un aumento
de la IL-1B 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 indice de placa (Pl) en los pacientes con ambas
condiciones, y el BOP% y el Pl en pacientes que solo tienen AOS. También se evidencié un
aumento de la IL-6 en FCG en pacientes con solo AOS y con ambas condiciones. Cabe resaltar
gue 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-1pB 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 correlacion 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 acumulacién oral homeostéatica en presencia de IL-6. Sin embargo, la
proliferacién de células TH17 asociada a la periodontitis requiere de IL-6 e IL-23 (Dutzan et al.,
2018) para aumentar la produccién de IL-17A. Esta citocina tiene potentes propiedades
osteoclastogénicas e inflamatorias de destruccion 6sea debido a su capacidad para estimular la
expresion de RANKL en los osteoblastos porque media en la destruccién del tejido conectivo al
inducir la expresion 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 correlaciéon positiva con el
IAH y la proteina C reactiva (PCR) (Can & Guven, 2016; Huang et al., 2016), lo que sugiere que
niveles elevados de IL-23 en los pacientes con AOS podrian estimular la produccién de citocinas
proinflamatorias por parte de las células TH17, como la IL-17A, que esta involucrada en el

desarrollo de la periodontitis (Dutzan et al., 2018).

Ademas, el presente estudio encontrd concentraciones mas 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 mas 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 parametros periodontales en PD en AOS y PD y BOP% en
periodontitis y AOS. En la periodontitis, la expresion de IL-33 en las células epiteliales gingivales
y del tejido conjuntivo actia como una alarma del dafio tisular para el sistema inmunitario,

induciendo la expresion de RANKL y desencadenando el reclutamiento de células By 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 mas altas en pacientes con AOS,
y plantearon la hipétesis de que la AOS influye en los niveles de IL-33 y esta involucrada en la
inflamacién 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 relacion 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 mas 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 reabsorcion 6sea periodontal (Patil & Desai, 2014; Sirisereephap et
al., 2022).

Con respecto a los niveles de TNF-a en AOS, investigaciones anteriores encontraron que tanto
los pacientes con AOS como los individuos sanos tenian las mismas cantidades de TNF-a en
FCG (Gamsiz-Isik et al., 2017), saliva (Nizam et al., 2016) y plasma (Huang et al., 2016). Por el
contrario, otra investigacion encontré una fuerte relacion entre el TNF-a y los indicadores de la
gravedad de la AOS y la desaturacion de oxigeno, entre los pacientes con AOS recientemente
diagnosticados (Minoguchi et al., 2004; Wali et al., 2021). Segun los hallazgos actuales, con la
excepcion de las personas que solo tenian periodontitis, los pacientes con AOS y con ambas
condiciones tenian niveles igualmente bajos de TNF-a en la saliva. Por el contrario, los niveles
de TNF-a en FCG fueron mas altos en pacientes sanos. Dada la doble funcion del TNF-a. como
mediador inflamatorio, estos hallazgos muestran que aln existe una discrepancia en la
determinacion de los niveles de TNF-a en pacientes con periodontitis asociada a AOS. Esta
discrepancia puede explicarse por variaciones en las caracteristicas demograficas y clinicas de
los individuos. Por lo tanto, se requieren mas investigaciones para establecer un vinculo entre los
niveles de TNF-a en saliva, FCG, suero y la condicién periodontal en AOS evaluados

simultdneamente en los mismos pacientes.

Es asi que IL-1B, IL-6, IL-17A, e IL-33 pueden considerarse biomarcadores de ambas
condiciones, destacando la asociacion entre IL-33 y periodontitis en estadio IV. Nuestros
resultados sugieren que existe un diagnéstico potencial de asociacion entre individuos con AOS
y periodontitis. Las personas con AOS deberian someterse a un examen periodontal periédico; y

las personas con periodontitis deberian hacerse un estudio del suefio 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 podria 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-17Ay la IL-33 en respuesta a infecciones sistémicas por Candida albicans, promoviendo la
inmunidad antifungica (Conti & Gaffen, 2015; Park et al., 2016); sin embargo, otros autores han
descrito la funcién proinflamatoria de estas citocinas, demostrando cémo la IL-33 estimula la
produccion de otras citocinas como IL-1B e IL-6 (Gabryelska et al., 2019), y cémo la presencia de
una microbiota disbidtica provoca un aumento de IL-17A, la cual desencadena el proceso

osteoclastogénico (Gaffen & Moutsopoulos, 2020).

Es asi que, a partir de estos resultados, se desarroll6 la segunda fase del presente trabajo,
seleccionando un conjunto de microorganismos para establecer una biopelicula polimicrobiana in
vitro para evaluar nanofibras de PCL/PLGA cargadas de AMB, P61y 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
biopeliculas maduras a las 72 horas, siguiendo los pardmetros de Sanchez y colaboradores
(Sanchez et al., 2011). Por otro lado, se elaboraron las nanofibras utilizando dos polimeros
aprobados por la FDA, reconocidos por ser biodegradables, no téxicos, biocompatibles, que al
ser mezclados presentan mayores propiedades hidrofilicas, con mejores propiedades mecanicas,
una mayor eficacia en la liberacién controlada de farmacos (Gao et al., 2019; Garzén et al., 2022;
Pawlik et al., 2019), y son utilizados en la realizacién de nanofibras para el tratamiento in situ de
enfermedades de la cavidad oral, ya que ofrece la posibilidad de recargar varios farmacos o
sustancias con actividad bioldgica, tiene una facil adaptacion en los sitios requeridos, de mejor
absorcion y adecuadas para las condiciones de la cavidad oral (Y. Wang et al., 2021). Ademas,

su proceso de fabricacion es reproducible y de bajo costo (Garzén et al., 2022).

Las nanofibras de PCL/PLGA elaboradas en el presente trabajo, exhibieron un aspecto similar,
de textura suave, buena estabilidad mecéanica y facil manipulacién, con una estabilidad térmica
hasta los 350°C, sin cambios sustanciales al agregarse AMB, o0 ZnO, resultados similares a los
obtenidos por Magalhées et al. y Souza, et al. (Magalhdes Dias et al., 2019; Souza et al., 2018).
Todas las nanofibras, a excepcion de la que contenia P61-ZnO (Nf 4) y AMB-P61-ZnO (Nf 6)
mostraron un caracter hidrofilico, posiblemente por la mezcla de P61 e incluso ZnO, el cual ha
demostrado disminuir la hidrofobicidad de nanofibras de PCL, a concentraciones de 5y 15%

peso/peso (Minchow et al., 2015). Ademas, la distribucion del diametro de las nanofibras fue
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relativamente homogénea (de 233 a 533 nm). Sin embargo, fueron observados pequefios
granulos, posiblemente formados por la presencia de AMB y P61, como ya fue reportado por
Souza y colaboradores, en nanofibras de PLGA con AMB (diametro promedio: 638 + 94 nm) y
Roméan y colaboradores, en nanofibras de Pullulan con LfcinB (21-25)pa (200-300 nm) (Roméan et
al., 2019). No obstante, al incorporar ZnO, se redujo el diametro de fibra promedio, en
comparacion de las nanofibras libres de ZnO. Estos resultados concuerdan con otros autores, los
cuales determinaron una reduccion del diametro de las nanofibras tras la incorporacion de

particulas de ZnO (Magalhaes Dias et al., 2019; Minchow et al., 2015).

Las nanofibras elaboradas son ligeramente citotoxicas sobre fibroblastos de ligamento
periodontal humano, sin embargo, se consideraron citocompatibles con una viabilidad mayor al
50% (Mlnchow et al., 2015). Sorpresivamente, la viabilidad celular mejoré con el tiempo de
exposicion a los eluatos de las nanofibras. Este resultado podria explicarse por la presencia de
AMB, P61y ZnO, que podrian estimular el crecimiento celular. Se ha informado que la viabilidad
y la osteodiferenciacion de las células madre del ligamento periodontal estan soportadas por la
presencia de particulas de ZnO, sin afectar negativamente sus caracteristicas 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 difusién en disco se demostré 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 combinacion con
Zn0, incrementaron su efecto inhibitorio. En cambio, las nanofibras de P61 (Nf 3) y P61-ZnO (Nf
4), no tuvieron resultados positivos en la inhibicion, a pesar que el P61 tiene actividad
antimicrobiana reportada (Vargas Casanova et al., 2017). Estos resultados pueden ser atribuibles
a la concentracién disponible del péptido dentro de las nanofibras o a la poca difusién del péptido
sobre el agar. Sin embargo, mediante el ensayo Microdilucion 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 exposicion, efecto que puede
ser atribuible a la mayor difusiéon de los compuestos en el medio de cultivo utilizado. De igual
forma la nanofibra con AMB-ZnO (Nf 2) mostré actividad, mejorando los resultados obtenidos por

la nanofibra solo con AMB, lo que demuestra que en este caso el ZnO, mejoré la actividad de la
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AMB, como un efecto sinérgico, incluso permitiendo una mayor difusién del antifungico. Esta
ultima hipotesis debe ser validada por pruebas de liberacion, sin embargo, resultados publicados
por Magalhdes y colaboradores, demostraron que las nanofibras cargadas de Oxitetraciclina
(OTC) y ZnO aumentan su capacidad de liberacién con respecto a las nanofibras cargadas de
solo OTC (Magalhées 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 disminuyé la viabilidad, probablemente por

la accion 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 difusién en disco, por el contrario, esta nanofibra mostré actividad antimicrobiana
por el método de Microdilucion, reduciendo en un 15% la viabilidad de los microorganismos
mixtos. Resultados similares demostraron actividad antibacteriana de nanofibras cargadas con
particulas de ZnO contra A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis y P. intermedia,
mediante la prueba Microdilucion en caldo (Magalhdes Dias et al., 2019) y P. gingivalis y F.

nucleatum mediante la prueba difusién en disco (Miinchow et al., 2015).

A partir de estos resultados se seleccionaron las nanofibras 1, 2, 5y 6 para evaluar la actividad
anti-biopelicula, usando la técnica CLSM, con la cual se cuantifica la viabilidad microbiana en

funcién de la integridad de la membrana celular.

La nanofibra cargada con AMB-P61-ZnO (Nf 6) demostr6 tener mayor actividad anti-biopelicula
comparada con las otras nanofibras, y aumentando su actividad con el tiempo de exposicion
disminuyendo un 40% la viabilidad de la biopelicula 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 menciono anteriormente. Por otro lado, la nanofibra cargada con AMB-ZnO (Nf 5)

tiene mejores resultados con un mayor tiempo de exposicién (72 horas).

Existe evidencia limitada sobre la actividad anti-biopelicula contra biopeliculas polimicrobianas,
gue incluyen levaduras y bacterias como patégenas periodontales. La mayoria de las
investigaciones que se han reportado sobre el uso de nanofibras para la terapia periodontal
evaluaron la actividad antimicrobiana de nanofibras cargadas de antibiéticos de amplio espectro,

como Metronidazol, Doxiciclina, Tetraciclina y Ciprofloxacina, contra bacterias planctonicas 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-biopelicula (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 biopeliculas relacionadas con periodontitis, la
propuesta del trabajo cobra importancia, debido a que se plantea el uso de un antifingico y un
péptido antimicrobiano, capaces de inhibir biopeliculas polimicrobianas, que incluyan bacterias y

levaduras.

El estudio actual mostr6 actividad antimicrobiana y anti-biopelicula de nanofibras de PCL/PLGA
cargadas de AMB, P61 y ZnO contra microorganismos relacionados a periodontitis y AOS, con
baja citotoxicidad. Segun el mapeo tecnolégico y la prospeccién tecnoldgica 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 suefio y por ende ayudando a

disminuir los casos de periodontitis en personas que sufren este trastorno respiratorio.
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6. CONCLUSIONES

La asociacién entre periodontitis y AOS se evidencié al compartir factores de riesgo como
comorbilidades, siendo los mas afectados los hombres. Hubo una mayor prevalencia de

periodontitis estadio Il y AOS severa.

La microbiota oral de los pacientes con periodontitis y AOS, se alteré en términos de
diversidad y aumento de microorganismos como bacterias de los complejos naranja y rojo,
y Candida spp., siendo Candida albicans la especie mas prevalente. Se destaca que esta
levadura se correlaciond positivamente con la periodontitis. Ademas, estos

microorganismos se correlacionaron positivamente con el porcentaje de biopelicula.

Los niveles de IL-1B 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 disbiética podria causar
un aumento de las citocinas proinflamatorias, donde se destacd 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
biopelicula polimicrobiano in vitro, con el cual se evalud el efecto antimicrobiano de las
nanofibras de AMB/LfcinB (21-25)pa (P61)/ZnO0.

Las nanofibras evaluadas fueron biocompatibles demostrando una viabilidad celular de
fibroblastos del ligamento periodontal humano (HPdLF) de méas del 50%. La nanofibra seis
(Nf 6), la cual contenia AMB, LfcinB (21-25)pa (P61) y ZnO, mostré mayor inhibicion
tiempo-dependiente de la biopelicula polimicrobiana in vitro, relacionada con la

periodontitis asociada a la apnea obstructiva del suefio.
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La AMB tiene la capacidad de inhibir bacterias, el péptido de LfcinB (21-25)pa (P61) vy el
ZnO aumentan la actividad anti-biopelicula. Sin embargo debido a la resistencia de
poseen las biopeliculas a agentes antimicrobianos, se logré una inhibicién no mayor del
50%.

Las nanofibras exhibieron un aspecto similar, de textura suave, buena estabilidad
mecanica y térmica, de facil manipulacion, con una distribucién de diametro de fibra
homogénea, y de naturaleza hidrofdbica, a excepcion de la nanofibra seis (Nf 6), con mejor
actividad anti-biopelicula, la cual fue hidrofilica.

La nanofibra compuesta de AMB/LfcinB (21-25),a (P61)/ZnO — (Nf 6) con mejor actividad
anti-biopelicula 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

tecnologia posiblemente patentable.
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7.PERSPECTIVAS

Mejorar la actividad antibiopelicula y disminuir la actividad citotoxica de las nanofibras
cargadas con AMB/LfcinB,a (P61) /Zn0O, y determinar cuales microorganismos se afectan
en la biopelicula polimicrobiana in vitro al estar expuesta a las nanofibras.

Determinar la liberacion de AMB y LfcinBpa (P61) a partir de las nanofibras mediante
HPLC.

Evaluar la actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora de las nanofibras cargadas con
AMBI/LfcinBpa (P61) /ZNnO.

Adaptar las nanofibras a dispositivos intraorales para el tratamiento de la periodontitis en
individuos con AOS.

Patentar la realizacién y uso de las nanofibras para la terapia periodontal.
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ANEXOS

Articulo 2
Material suplementario

Cryptic oral microbiota: What is its role as OSA-related periodontal pathogens?
6

G1 (H)

L ]
_achnoanaer

Rothia spp.

Component 2 (19,6 %)
o
|

Sorynebacterium spp.

Enterococcus spp.

'6 = T | I I |
-6 -4 -2 0 2 4 6
Component 1 (26,2 %)

Gingivitis - Dental biofilm -induced
Female

Male

Lactococcus spp.

Bifidobacterium spp.

Gingivitis - Dental biofiim-inducad inreduce perodontium
Gemella spp.

NO AOS

Lachnoanaerobaculum spp.
Leuconostocspp.

Rothiaspp.

Cutibacterium spo. I Component 1: Dim1

Age (years) B Component2: Dim2

Enterococcus spp.
Corynebacterium spp.

Staphylococcus spp.
Propionibacterium spp. G1 (H)
Stable periodontal disease inreduced pericdontum

01 02 03 04 05 06 07
cosenos al cuadredo

Variables

o

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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Species identified in each of group of patients
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propionicum

Raoultella ornithinolytica
Rhodococcus baikonurensis
Rhodococcus erythropolis
Rothia aeria

Rothia dentocariosa

Rothia mucilaginosa
Selenomonas flueggei

Serratia liquefaciens
Staphylococcus argenteus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus capitis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hominis
Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus saccharolyticus
Staphylococcus warneri
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11.32
0
22.64
1.89
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2.13

2.13

4.26

OO0 oo R

2.13
2.13

6.38

19.15

2.13

4.26
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Positive and negative correlations between the genera of microorganisms and periodontal
parameters in each group of patients

Group of
patients
G1

G2

G3

G4

Positive correlation with periodontal
parameters

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. Pl (p=0.032)
Staphylococcus spp. vs. BOP %
(p=0.026)

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)

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. Pl (p=0.048)

Negative correlation with
periodontal parameters
Cutibacterium spp. vs. Missing teeth
(p=0.005)
Gemella spp. vs. CAL (p=0.032)

Leuconostoc spp. vs. PD (p=0.046)
Leuconostoc spp. vs. Pl (p=0.023)

Lactococcus spp. vs. Missing teeth
(p=0.008)

Propionibacterium spp. vs. Teeth with
periodontitis (p=0.003)
Propionibacterium spp. vs.
(p=0.003)
Propionibacterium spp. vs. Sites % PD
(p=0.003)
Propionibacterium spp. vs.
(p=0.003)
Propionibacterium spp. vs. BOP%
(p=0.003)

Propionibacterium spp. vs. PI
(p=0.003)

PD

CAL
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Articulo 3

Material suplementario
Biomarkers for the severity of periodontal disease in patients with obstructive sleep apnea: IL-1 B, IL-6, IL-17A, and IL-33
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Figure S1. Scatter plot matrix of the statistical correlation in saliva and GCF concentrations of each cytokine of each group of patients. Each panel
is a scatter plot of one cytokine against another cytokine. The trend lines are presented for each plot along with Spearman’s rank correlation coefficient
(r,) and the red color of the data points in the scatter plots reveals a positive correlation. G1: Group 1 (H); G2: Group 2 (P); G3: Group 3 (OSA); G4:
Group 4 (P-OSA). All correlations were statistically significant at a level of p < 0.05.
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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-kB 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-1B 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-a,, Tumour Necrosis Factor-alpha; NF-kB, 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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