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RESUMEN

Objetivo: Analizar, mediante un enfoque meta-analitico, la capacidad diagndstica de los
biomarcadores mdltiples en saliva para la deteccion de la periodontitis en sujetos
sistémicamente sanos.

Material y métodos: La busqueda de articulos se realizd en varias bases de datos
electrénicas. Los articulos elegibles fueron aquellos que presentaban una tabla de
contingencia binaria o valores de especificidad y sensibilidad en individuos con un
diagnostico clinico de periodontitis. La calidad metodolégica se evalué mediante la
herramienta "Quality Assessment of Diagnostic Studies” (QUADAS-2).

Resultados: La combinacion de dos biomarcadores salivales formada por IL1beta e IL6,
e IL6 y MMP8 se asociaron a porcentajes de sensibilidad del 94%-77% y especificidad del
98-72%. La combinacion IL1beta y MMP8 presentd una sensibilidad del 88-76% y una
especificidad del 97-72%. La combinacion de tres biomarcadores salivales formada por
IL1beta, IL6 y MMP8, presentd un porcentaje de sensibilidad del 94-76% y especificidad del
97-74%. La combinacion de cuatro biomarcadores salivales formada por IL1beta, IL6,
MIPlalpha y MMP8 presentd porcentajes de sensibilidad y especificidad que oscilaron entre
80-72.5% y 80-72.5%.

Conclusiones: IL1beta e IL6, IL6 y MMP8, e IL1beta y MMP8 son las combinaciones
de biomarcadores salivales mas investigadas en el diagnéstico de periodontitis. El uso
combinado de estos biomarcadores presenta una capacidad excelente o buena para detectar la
periodontitis, y excelente o aceptable para detectar la condicion de no periodontitis; esta
capacidad diagnostica no se incrementa al incorporar otros biomarcadores. Se constata que el
uso en conjunto de estas combinaciones de dos biomarcadores salivales parece incrementar su
rendimiento en el diagnostico de periodontitis en comparacion con el uso de estos mismos
biomarcadores de forma individual, aunque debido a la heterogeneidad de los resultados
encontrados se precisa mayor evidencia que corrobore estas observaciones.

Palabras clave: multibiomarcadores, periodontitis, precision diagnostica, valores
predictivos, prevalencia, sensibilidad, especificidad, revision sistematica, saliva.



RESUMO

Obxectivo: analizar, mediante un enfoque meta-analitico, a capacidade diagnostica dos
biomarcadores multiples en saliva para a deteccion da periodontite en suxeitos sistémicamente
sanos.

Material e métodos: a busqueda de artigos realizouse en varias bases de datos
electronicas. Os artigos elixibles foron aqueles que presentaban unha taboa de continxencia
binaria ou valores de especificidade e sensibilidade en individuos cun diagndstico clinico de
periodontite. A calidade metodoldxica evaluouse mediante a ferramenta "Quality Assessment
of Diagnostic Studies”" (QUADAS-2).

Resultados: A combinacion de dous biomarcadores salivais formada por IL1beta e IL6, e
IL6 e MMP8 asociaronse a porcentaxes de sensibilidade do 94%-77% e especificidade do 98-
72%. A combinacion IL1beta e MMP8 presentou unha sensibilidade do 88-76% e unha
especificidade do 97-72%. A combinacion de tres biomarcadores salivais formada por
IL1beta, IL6 e MMP8, presentou unha porcentaxe de sensibilidade do 94-76% e
especificidade do 97-74%. A combinacion de catro biomarcadores salivais formada por
IL1beta, IL6, MIPlalpha e MMP8 presentou porcentaxes de sensibilidade e especificidade
que oscilaron entre 80-72.5% e 80-72.5%.

Conclusions: IL1beta e IL6, IL6 e MMP8, e IL1beta e MMP8 son as combinacions de
biomarcadores salivais mais investigadas no diagnostico da periodontite. O uso combinado
destes biomarcadores presenta unha capacidade excelente ou boa para detectar a periodontite,
e excelente ou aceptabel para detectar a condicion de non periodontite; esta capacidade
diagndstica non se incrementa ao incorporar outros biomarcadores. Constatase que 0 uso en
conxunto destas combinacions de dous biomarcadores salivais parece incrementar o seu
rendemento no diagnostico da periodontite en comparacion co uso destes mismos
biomarcadores de forma individual, ainda que debido a heteroxenidade dos resultados
encontrados precisase dunha maior evidencia que corrobore estas observacions.

Palabras chave: multibiomarcadores, periodontite, precision diagndstica, valores
preditivos, prevalencia, sensibilidade, especificidade, revision sistematica, saliva.



SUMMARY

Objective: to analyze, through a meta-analytic approach, the diagnostic capability of
multibiomarkers in saliva for the detection of periodontitis in systemically healthy subjects.

Material and methods: the search for articles was performed in several electronic
databases. The articles chosen were those that presented a binary contingency table or
specificity and sensitivity values in individuals with a clinical diagnosis of periodontitis. The
methodological quality was evaluated using the tool "Quality Assessment of Diagnostic
Studies” (QUADAS-2).

Results: The combination of two salivary biomarkers formed by IL1beta and IL6, and
IL6 and MMP8 were associated with percentages of sensitivity of 94%-77% and specificity of
98-72%. The combination IL1beta and MMP8 presented a sensitivity of 88-76% and a
specificity of 97-72%. The combination of three salivary biomarkers formed by IL1beta, IL6
and MMP8, presented a percentage of sensitivity of 94-76% and specificity of 97-74%. The
combination of four salivary biomarkers formed by IL1beta, IL6, MIPlalpha and MMP8
presented percentages of sensitivity and specificity ranging from 80-72.5% to 80-72.5%.

Conclusions: IL1beta and IL6, IL6 and MMP8, and IL1beta and MMP8 are the most
researched combinations of salivary biomarkers in the diagnosis of periodontitis. The
combined use of these biomarkers presents an excellent or good capacity to detect
periodontitis, and excellent or acceptable capacity to detect the condition of non-periodontitis;
this diagnostic capacity is not increased by incorporating other biomarkers. It is noted that the
combined use of these two salivary biomarkers appears to increase performance in the
diagnosis of periodontitis compared to the use of these same biomarkers individually,
although due to the heterogeneity of the results found, more evidence is needed to corroborate
these observations.

Keywords: multibiomarkers, periodontitis, diagnostic accuracy, predictive values,
prevalence, sensitivity, specificity, systematic review, saliva.
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INTRODUCCION

1. Periodontitis: epidemiologia, clasificacion, impacto y tratamiento

La periodontitis esta reconocida como una de las enfermedades cronicas mas prevalentes
de todo el mundo (Dentino et al, 2013), afectando a més del 50% de la poblacién adulta y con
una prevalencia del 11% en sus grados mas severos (Tonetti et al, 2015). En 2010, se estimd
que la periodontitis severa era la sexta enfermedad mas prevalente en el mundo, afectando a
743 millones de personas (Kassebaum et al, 2014).

La periodontitis es una inflamacion de los tejidos de soporte del diente con una pérdida
progresiva del nivel de insercion y destruccion de hueso, lo que da lugar a la pérdida de los
dientes (Cekici et al, 2014, Dentino et al, 2013). La gravedad de la periodontitis depende de
diversos factores de riesgo, tanto ambientales como del huésped, que pueden ser modificables
(por ejemplo, el habito de fumar) o no modificables (por ejemplo, la susceptibilidad genética).
Recientemente se ha publicado una nueva clasificacion de las enfermedades y condiciones
periodontales y periimplantarias (Caton et al, 2018), diferenciandose tres formas de
periodontitis: la periodontitis (que incluye las reconocidas anteriormente como "crénicas" o
"agresivas"; ahora agrupadas en una sola categoria), la periodontitis necrotizante y la
periodontitis como manifestacion de una enfermedad sistémica. Esta clasificacion de la
periodontitis se caracteriza por un sistema multidimensional de grados y estadios (Caton et al,
2018).

Las enfermedades periodontales no sélo afectan a la salud bucal de los pacientes, sino
que también comprometen su estética y su calidad de vida (Al-Harthi et al, 2013). Ademas, en
los dltimos afios, la periodontitis se ha vinculado de forma bidireccional a la patogénesis de
diferentes enfermedades sistémicas, como la diabetes (Chapple & Genco, 2013) o las
enfermedades cardiovasculares (Tonetti, 2009).

El tratamiento de la periodontitis incluye el raspado y alisado radicular u otros
procedimientos de cirugia periodontal, la eliminacion o reduccion de los factores de riesgo y
un mantenimiento periodontal adecuado. Entre las nuevas modalidades de tratamiento que se
estan explorando destacan la terapia antimicrobiana, la terapia de modulacion del huésped, la
terapia con laser y la ingenieria tisular para la reparacion y regeneracion de tejidos (Sanz &
Teughels, 2008).

2. Diagnostico de periodontitis en base a parametros clinicos

El concepto de diagnoéstico se define como "la identificacién de la naturaleza de una
enfermedad u otro problema mediante el anélisis de los sintomas”. En Periodoncia, el primer
reto para el tratamiento de la periodontitis es un diagndstico precoz y preciso, ya que la
pérdida de hueso y de tejido blando es progresiva e irreversible (Kinane et al, 2017).

Los parametros clinicos tradicionales nos proporcionan informacion para evaluar la
severidad de la periodontitis y la respuesta al tratamiento, y, entre ellos, figuran: la presencia
de placa o el nivel de higiene bucal; la inflamacion gingival y el indice de sangrado al sondaje
(ISS); la profundidad de sondaje periodontal (PSP) y la supuracion; la pérdida de insercién



clinica (PIC); vy, la pérdida d¢sea (PO) observada radiograficamente (Chatzistavrianou & Blair,
2017, Kinane et al, 2017).

Actualmente, estos parametros clinicos y radiogréaficos tradicionales son las mejores
medidas disponibles para diagnosticar y controlar tanto el curso de la enfermedad como la
eficacia del tratamiento (Tonetti et al, 2018). No obstante, estos parametros sélo pueden
evaluar signos tardios de la periodontitis, su extension actual y su gravedad; pero no nos
permiten obtener informacion fiable sobre la actividad bioldgica actual de la enfermedad ni
sobre su evolucion futura. Ademas, la progresion de la periodontitis es intermitente (“a
brotes™) y esto hace que sea complicado evaluar de manera precisa el estado actual de la
enfermedad. Ademas, el diagnostico clinico es un procedimiento tedioso que debe repetirse
regularmente y requiere de multiples registros manuales asi como de profesionales expertos
en el diagnostico de la enfermedad (Alassiri et al, 2018). Por ello, la practica del diagnostico
clinico de periodontitis requiere mucho tiempo, esta sujeto a posibles errores en la medicion
de los parametros y, frecuentemente, es mal tolerado por los pacientes (Miller et al, 2010).

En este sentido, la comunidad cientifica esta promoviendo cada vez mas el
descubrimiento de biomarcadores que sean cuantificables de forma objetiva en los fluidos
orales para el diagnostico precoz y el seguimiento de la periodontitis, los cuales reflejen de
manera fiable el estado fisiopatoldgico del surco gingival (Ghallab, 2018).

3. Prueba(s) de diagnostico basadas en biomarcadores salivales

El término "biomarcador" se refiere a una caracteristica que se mide objetivamente,
representando un indicador de un proceso fisioldgico, un proceso patoldgico o de respuesta a
una intervencion terapéutica (Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Debido a que la
recoleccion de saliva es un proceso no invasivo y sencillo, ya que se realiza sin necesidad de
un equipo especial, este fluido se considera util para posibles pruebas de deteccion de la
periodontitis no tratada y tratada (Barros et al, 2016).

Actualmente se sabe que, aunque el factor desencadenante de la periodontitis es una
disbiosis polimicrobiana (Camelo-Castillo et al, 2015), su patogénesis se debe al desarrollo de
una respuesta inmunoldgica e inflamatoria crénica del huésped (Ebersole et al, 2013, Jaedicke
et al, 2016). Numerosos articulos han demostrado la presencia de diversos mediadores
moleculares en la saliva, confirmando de esta forma la existencia de un perfil diferente
asociado a la periodontitis y como este perfil se ve alterado tras la realizacion de un
tratamiento periodontal (AlMoharib et al, 2014, Korte & Kinney, 2016). Algunas de estas
investigaciones se centraron en estudios de precision diagnostica (Johnson et al, 2016, Wu et
al, 2018).

Centrandonos en revisiones sistematicas sobre estudios de precision diagnéstica de
biomarcadores salivales, solo tenemos conocimiento de la existencia de dos revisiones a este
respecto. La primera de ellas fue realizada por de Lima et al. (2016), y estos autores llegaron a
la conclusion de que actualmente no existe una evidencia que confirme la capacidad de los
biomarcadores salivales para diagnosticar la periodontitis. La segunda revision sistematica fue
recientemente publicada por nuestro grupo de investigacion, siendo el primer meta-analisis
sobre este tema (Arias-Bujanda et al, 2020). Los resultados de nuestro trabajo pusieron de
manifiesto que las metaloproteinasas de matriz 8 y 9, las interleuquinas lbeta y 6, y la
hemoglobina eran biomarcadores salivales con buena capacidad para detectar la periodontitis



en sujetos sistémicamente sanos; la metaloproteinasa matriz 9 y la interleuguina lbeta
también mostraron una buena capacidad para detectar la condicion de no-periodontitis.

Sin embargo, hasta el momento, no hay ninguna revision sistematica sobre la precision de
maltiples biomarcadores moleculares en saliva para el diagnostico de la periodontitis. Por
consiguiente, el presente trabajo es esencial para demostrar la hipétesis de que la capacidad de
diagnosticar la periodontitis puede aumentar cuando se combinan al menos dos biomarcadores
moleculares salivales. Nuestra pretension final es guiar el desarrollo de estudios bien
disefiados de precision diagndstica de biomarcadores moleculares, que pueden representar
herramientas prometedoras para el diagndstico de la periodontitis.

OBJETIVOS

El principal objetivo de esta revision sistematica es estudiar la bibliografia existente con
el fin de determinar la precision de mdltiples biomarcadores moleculares, derivados del
huésped y de la microbiota detectada en la saliva, para el diagndstico de la periodontitis.

La pregunta PICO formulada (paciente, prueba biomarcador, comparacion, resultado) fue
la siguiente: "En sujetos sistémicamente sanos, ¢la expresién de una combinaciéon de
biomarcadores moleculares en la saliva muestra capacidad de diagnosticar la periodontitis en
comparacion con los pardmetros clinicos?".

METODOS

Esta revision sistematica se ha realizado de acuerdo con los parametros establecidos para
una revision sistematica de estudios de precision de pruebas diagndsticas (Declaracion
PRISMA-DTA) (Mclnnes et al, 2018) y el manual Cochrane para revisiones sistematicas
sobre los test de precision diagnostica, version 1.0.0 (Deeks & Bossuyt, 2013). EI nimero de
registro en PROSPERO es CRD42020175021.

1. Criterios para la inclusion de estudios en esta revision

e Tipos de estudios de precision

Se consideraron todos aquellos estudios que evaluaban de forma combinada mas de un
biomarcador molecular en la saliva, aportando resultados de precision diagnostica de
individuos que presentaban una periodontitis diagnosticada clinicamente. En los estudios de
precision diagnostica, los resultados derivados de la prueba de diagnostico permiten clasificar
a los pacientes segun tengan o no la condicidn objetivo (por ejemplo, periodontitis frente a



salud periodontal). Por consiguiente, se incluyeron todos aquellos estudios de precision
diagnostica observacionales y transversales, asi como los longitudinales y de intervencion.

Se excluyeron aquellos estudios que no proporcionaban una tabla de clasificacion binaria
(ndmero de verdaderos positivos, numero de verdaderos negativos, niumero de falsos positivos
y nimero de falsos negativos) y no mostraban los tamafios muestrales de los grupos y los
porcentajes de sensibilidad y especificidad, a partir de los cuales se pudiera calcular la tabla
de clasificacion.

e Participantes

Los participantes incluidos en esta revision fueron pacientes sin un diagndéstico explicito
de patologia sistémica y con un diagnostico periodontal clinico. Se excluyeron los estudios
sobre pacientes con sindromes genéticos o enfermedades o afecciones sistémicas, asi como
los estudios sobre modelos experimentales in vitro.

e Condiciones objetivo y control

Siguiendo la clasificacion de las enfermedades periodontales y las diferentes condiciones
adquiridas establecidas por Armitage (1999), en esta revision se evaluaron los siguientes tipos
de periodontitis:

- Periodontitis crénica
- Periodontitis agresiva

Se consider6 cualquier grado de periodontitis (leve, moderada o grave) como “condicion
objetivo”. Se excluyeron los estudios cuyas condiciones objetivo fueron la gingivitis, la
periimplantitis u otras condiciones periodontales que no fuesen la periodontitis. En relacion a
la condicién control se incluyeron pacientes con diagndstico de salud periodontal y/o
gingivitis.

e Estandar de referencia

El estandar de referencia para el diagndstico de la periodontitis se basd Unicamente en
pardmetros clinicos (PSP y PIC) o en parametros clinicos y radiograficos (pérdida 6sea -PO-),
independientemente de los criterios diagndsticos aplicados. Por tanto, debido a la ausencia de
criterios homogeneos en la literatura, se consideraron las definiciones basadas en los criterios
comunicados por el autor.

En estos estudios de precision diagnostica, tanto la condicion control como la condicion
objetivo implicaron un diagnostico clinico del paciente de salud periodontal y/o gingivitis o
periodontitis respectivamente.

Los estudios que no especificaron ningun estandar de referencia para el diagndéstico de la
condicion periodontal se excluyeron de la presente revision. Tampoco, se consideraron
aquellos estudios en los que no se evaluo el estado periodontal utilizando al menos uno de los
parametros clinicos (PSP o PIC).
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e Prueba(s) de diagnostico

Se considero cualquier estudio que analizd, desde el punto de vista de la precision, la
combinacion de al menos dos biomarcadores moleculares detectados en la saliva, siendo al
menos uno de ellos un biomarcador molecular; a cada combinacién de biomarcadores se le
defini6 como una prueba de diagndstico. Se excluyeron los estudios de precision sobre un
unico biomarcador, aquellos que combinaron biomarcadores moleculares con parametros
clinicos periodontales o con preguntas sobre el estado periodontal contestadas por los propios
pacientes, o aquellos detectados en otros fluidos, como la sangre.

e Otros criterios de exclusion

Se excluyeron los siguientes tipos de estudios: tesis, disertaciones, revisiones, cartas,
opiniones personales, capitulos de libros, comunicaciones cortas, resimenes de conferencias y
patentes.

e Otras consideraciones

No se aplicaron restricciones en la fecha de publicacion de los estudios, en el tipo de entorno
donde se desarrollaba la investigacion o en el estado de la publicacion. Solo se incluyeron
articulos escritos en inglés.

2. Meétodos de busqueda para la identificacion de los estudios

2.1. Busquedas electronicas. Estrategia de busqueda

La basqueda se realizd a traves de las bases de datos electronicas PUBMED
(MEDLINE), EMBASE, Cochrane Central Register of Controlled Trials and trial protocols
LILACS, SCOPUS y Web of Science.

Las estrategias de busqueda se desarrollaron siguiendo las recomendaciones establecidas por
el Grupo Cochrane para las Revisiones Sistematicas de las Pruebas de Precision Diagnoéstica
(Cochrane Group for Systematic Reviews of Diagnostic Test Accuracy) (Deeks & Bossuyt,
2013). Por lo tanto, la estrategia de busqueda para identificar estudios de precision estuvo
formada por tres conjuntos de términos: (i) términos definitorios de la condicion objetivo
(periodontitis); (ii) términos definitorios de las pruebas de diagnostico (biomarcadores
moleculares); (iii) términos definitorios del tipo de muestra oral analizada (saliva). Para
reducir al minimo la pérdida de cualquier estudio relevante, se evito el uso de cualquier "filtro
de busqueda” basado en los términos metodologicos. También se verificaron las referencias
de todos los estudios incluidos asi como de otras revisiones relevantes sobre el tema

La estrategia de busqueda, que se aplico en las diferentes bases de datos electronicas, se
muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Estrategia de busqueda, que se utilizo en las diferentes bases de datos.

e Términos para la condicién objetivo

. Periodontitis
. Periodontal

Términos para el tipo de muestra oral a analizar

1
2
3. 1or2 AND
[ ]
4

. Saliva

e Términos para las pruebas de diagnéstico

5. Amino acid 15. Activating factor 54. Hydroxyproline

6. Antibody 16. Adipocytokine 55. Interferon

7. Enzyme 17. Adiponectin 56. Interleukin

8. Immunoglobulin 18. Albumin 57. Keratin

9. Marker 19. Aminopeptidase 58. Lactoferrin

10. Mediator 20. Aminotransferase 59. Laminin

11. Metabolite 21. Amylase 60. Leptin

12. Peptide 22. Antitrypsin 61. Leukotriene

13. Protein 23. Arginase 62. Lysozyme

14. Substance 24. Arylsulfatase 63. Macroglobulin
25. Ascorbate 64. Melatonin
26. Calcium 65. Metalloproteinase
27. Calgranulin 66. Microglobulin
28. Calprotectin 67. Myeloperoxidase
29. Cathepsin 68. Neopterin
30.CD14 69. Neurokinin
31. Chemokine 70. Nitrate
32. Chitinase 71. Nitric oxide
33. Chondroitin 72. Nitrite
34. Collagenase 73. Osteocalcin
35. Complement C 74. Osteonectin
36. Cortisol 75. Osteopontin
37. Creatine 76. Osteoprotegerin
38. Creatinine 77. Peptidase
39. Cystatin 78. Peroxidase
40. Cytokine 79. Phosphatase
41. Dehydrogenase 80. Plasminogen
42. Dipeptidyl peptidase 81. Prostaglandin
43. Elastase 82. Protease
44, Esterase 83. Proteinase
45. Fibronectin 84. Pyridinoline
46. Gingipain 85. RANKL
47. Glucuronidase 86. RANTES
48. Glycosaminoglycan 87. Resistin
49. Glycosidase 88. Stromelysin
50. Growth factor 89. TIMP
51. Hexosaminidase 90. Transferrin
52. Hyaluronic 91. Urate
53. Hydroxydeoxyguanosine 92. Visfatin

93.50r6o0r70r8o0r9or10orl11orl2orl13orl4orl15o0ri16or 17 or18or 19 or 20 or 21 or 22 or
23 0or 24 or 25 or 26 or 27 or 28 or 29 or 30 or 31 or 32 or 33 or 34 or 35 or 36 or 37 or 38 or 39 or 40 or 41
or 42 or 43 or 44 or 45 or 46 or 47 or 48 or 49 or 50 or 51 or 52 or 53 or 54 or 55 or 56 or 57 or 58 or 59 or
60 or 61 or 62 or 63 or 64 or 65 or 66 or 67 or 68 or 69 or 70 or 71 or 72 or 73 or 74 or 75 or 76 or 77 or 78
or 79 or 80 or 81 or 82 or 83 or 84 or 85 or 86 or 87 or 88 or 89 or 90 or 91 or 92

94.3 AND 4 AND 93
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RECOPILACION Y
ANALISIS DE DATOS

1. Seleccion de estudios de precision diagnostica en saliva

La seleccion de los estudios se llevd a cabo por dos revisores (MCP y TBP), aplicando
los siguientes pasos:

1. Seleccion inicial de los titulos y resimenes potencialmente adecuados en funciéon de la
lista de palabras positivas y negativas (Tabla 2) con la finalidad de identificar los estudios que
puedan ser relevantes.

Tabla 2. Lista de palabras positivas y negativas usadas para la seleccion de los articulos.

Accuracy, sensitivity, specificity, threshold, area under curve,
receiver operating, operating characteristic, positive predictive
value, negative predictive value, true positive, true negative,
false positive, false negative, point of care, chairside test,
diagnostic test, prognostic test, logistic regression, canonic
correlation, odd ratio, neuronal network, support vector
machine, performance measure, predictive model, accurate,
prediction, regression, discriminant, cluster, clustering,
variance

Positive words

Negative
words

Dog, cat, animal, mouse, rat, vitro, monkey, pig, rabbit

En esta seleccidn inicial, se aplicaron procesos automatizados de “data mining”, asi como
procedimientos manuales.

2. Seleccion de los estudios completos identificados como posiblemente relevantes en el
analisis inicial. El andlisis de los estudios completos se efectu6 de forma manual.

Después del paso 2, en caso de desacuerdo entre los revisores (MCP y TBP), la decision
sobre la eleccidn de los estudios se adoptd llegando a un consenso entre ellos. En aquellos
casos en los que permanecio el desacuerdo, un tercer revisor (ITC) decidid la inclusion del
estudio. Se registraron las diferentes razones por las cuales un estudio se excluyé.

2. Extraccion y manejo de datos

Dos investigadores extrajeron los datos de forma independiente utilizando un formulario
de recopilacion de datos estandarizado.

Concretamente, se registraron los siguientes datos de cada estudio:
- Tipo de estudio (transversal, longitudinal o de intervencion).

- Condiciones objetivo y control (nimero y tipo de pacientes periodontales y de
controles).

- Estandar de referencia (parametros clinicos registrados, parametros radiograficos
registrados, calibracion).

- Criterios diagnosticos segun el estandar de referencia aplicado.
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- Caracteristicas de los grupos de pacientes (edad, tabaquismo).

- Caracteristicas de la muestra salival (saliva estimulada o no estimulada, o mediante un
enjuague bucal; condiciones de almacenaje de la muestra).

- Pruebas de diagnostico (caracteristicas de la combinacion de biomarcadores analizada,
tipo de técnica para la deteccion de biomarcadores).

- Resultados de los estudios (verdaderos positivos, verdaderos negativos, falsos positivos,
falsos negativos, cualquier resultado (S) equivoco (s), retirada, valores de sensibilidad y
especificad, umbral de clasificacion de los biomarcadores).

3. Evaluacion de la calidad metodoldgica

Dos revisores (MCP y TBP) evaluaron de forma independiente la calidad metodoldgica
de los estudios de precision diagndstica incluidos utilizando la “checklist” Quality
Assessment of Diagnostic Accuracy Studies (QUADAS-2) (Whiting et al, 2011). La
presencia de algun tipo de desacuerdo, se resolvié mediante la discusién o consultando a un
tercer revisor (ITC). Esta “checklist” evalla la calidad metodoldgica de los estudios de
precision diagndstica en cuatro dominios clave: seleccion de pacientes, prueba de diagnostico,
estandar de referencia y flujo y tiempo de los participantes a traves del estudio.

Esta herramienta establece un "riesgo de sesgo” (“alto”, "bajo" o "incierto") para cada
dominio. Si las respuestas a todas las preguntas clave dentro de un dominio son "si" (lo que
indica un bajo riesgo de sesgo para cada pregunta), entonces se considera que el dominio tiene
un bajo riesgo de sesgo. Si en alguna pregunta clave se responde "no", lo que indica un alto
riesgo de sesgo, el dominio se califica como de alto riesgo de sesgo. A continuacién se valoré
la aplicabilidad de los dominios “seleccion de pacientes”, “pruebas de diagndstico” y
“estandar de referencia” a la cuestion planteada en la presente revision. Tras el andlisis de las
caracteristicas metodoldgicas de un pequefio nimero de estudios incluidos, se modifico la
“checklist QUADAS-2”, eliminandose la primera pregunta del dominio “pruebas de
diagnostico”.
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Tabla 3. Riesgo de sesgo y evaluacion de la aplicabilidad a la presente cuestion de revision (checklist QUADAS-2).

DOMINIO SELECCION DE PRUEBAS DE REFERENCIA FLUJO Y TIEMPO
PACIENTES DIAGNOSTICO ESTANDAR
Descripcién Describe los métodos Describe los Describe el Describe a los pacientes
de seleccion de los biomarcadores estandar de que no recibieron las
pacientes estudiados y como fue referenciay pruebas de diagndstico o
i ) llevada a cabo e coémo fue el estandar de referencia
De.scr1b.e los pacientes interpretada llevada a cabo e | o que fueron excluidos
incluidos (pruebas interpretada de la tabla 2X2
previas, presentacion, (consultar el diagrama
intencion de uso de la de flujo)
prueba de diagnéstico,
y el ajuste) Describe el intervalo y
cualquier intervencion
entre las pruebas de
diagnostico y el estandar
de referencia
Preguntas Los pacientes Si se utilizo un umbral, ;Es fiable el ¢Hubo un intervalo
clave (si, reclutados, ;fueron ¢se especificod estandar de apropiado entre la
no, o elegidos de forma previamente? referencia para prueba de diagnostico y
incierto) aleatoria o clasificar el estandar de
consecutiva? correctamente referencia?
i _ la condicion
¢Se evito el disefio de objetivo? ¢{Todos los pacientes
un estudio de casos- fueron diagnosticados
controles? iSe mediante el estandar de
) interpretaron referencia?
¢Evito el estudio los resultados
exclusiones del estandar de {Todos los pacientes
inapropiadas? referencia sin recibieron el mismo
conocimiento de | estandar de referencia?
los resultados Se inclu todos |
de la pruebade | <. yeron todos 057
diagnéstico? pacientes en el analisis?
Riesgo de ;Podria haber ¢Podrian haber ;Podrian haber ;Podria haber
sesgo (alto, introducido sesgos la introducido sesgos la introducido introducido sesgos el
bajo o seleccion de pacientes? interpretacion de la sesgos la flujo de pacientes?
incierto) prueba de diagnostico? interpretacion
del estandar de
referencia?
Problemas | ;Existe la preocupacion | ;Existe la preocupacion ;Existe la
de de que los pacientes de que la prueba de preocupacion de

aplicabilida
d (alto, bajo
o incierto)

seleccionados no se

correspondan con la

pregunta clave de la
revision?

diagnéstico
(biomarcadores), su
comportamiento o su
interpretacion difieran
de la pregunta de la
revision?

que la condicioén
objetivo

definida por el
estandar de

referencia no se

corresponda con

la pregunta de
la revision?
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4. Andlisis estadistico y sintesis de datos

La unidad de andlisis fue cada prueba de clasificacion binaria de una combinacion de
biomarcadores salivales. La evaluacion de una determinada prueba de clasificacion binaria se
realizd por paciente. La precision diagndstica de una combinacion de biomarcadores salivales
se evalué midiendo su capacidad para detectar la presencia o la ausencia de la condicion
objetivo (en este caso, presencia o ausencia de periodontitis).

Se considerd la posibilidad de que un mismo estudio pudiera proporcionar diferentes
pruebas de clasificacion binaria. Se elabord una tabla de Excel con los datos referentes a los
valores de verdaderos positivos, verdaderos negativos, falsos positivos y falsos negativos para
cada combinacion de biomarcadores de cada estudio. Si en un estudio no se detallaban los
datos de la tabla de clasificacion diagnostica, se efectu6 el calculo de esta tabla teniendo en
cuenta los valores de sensibilidad y especificidad, y el tamafio de la muestra de los grupos
control y periodontal. En aquel caso en el que los valores de las tablas de contingencia
calculadas mostraban valores decimales, éstos fueron redondeados, procediéndose a
continuacion al recalculo de los valores de sensibilidad y especificidad.

Las estimaciones de la precision se expresaron como sensibilidad y especificidad junto
con intervalos de confianza del 95% para cada combinacion de biomarcadores (prueba de
diagndstico) y se representaron graficamente mediante “forest plots”. También se calcularon
con los datos extraidos de cada articulo otros parametros de precision como el valor
predictivo positivo (VPP), el valor predictivo negativo (VPN), la razén de verosimilitud
positiva (LR+), la razon de verosimilitud negativa (LR-), la odds ratio diagnostica (DOR) y el
indice de Younden. La interpretacion de los diferentes parametros de precision diagndstica se
efectud aplicando las directrices establecidas por de Luca de Canto et al. (2015) las cuales son
definidas en la Tabla 4.

Tabla 4. Parametros de clasificacion diagnostica (de Luca Canto et al, 2015).

INDICES DE LA PRUEBA INTERPRETACION DE LOS DATOS
Sensibilidad >80 % excelente, 70-80 % bueno, 60-69 % aceptable, <60 % bajo
Especificidad >90 % excelente, 80-90 % bueno, 70-79 % aceptable, <70 % bajo
LR (Razon de Verosimilitud) LR+> 3 y un LR- <0,3-> aceptable precision del test diagnostico

LR+> 10 y un LR- <0,1-> excelente precision del test diagnodstico

DOR (0Odds Ratio Diagnoéstica) El valor de un rango DOR oscila entre el 0 y el infinito, y los
valores mas altos indican un mayor rendimiento de la prueba. Un
valor de 1 en el test significa que este no es capaz de diferenciar
entre los pacientes que presentan la enfermedad y aquellos que
no. Valores inferiores a 1 no permiten una adecuada
interpretacion de la prueba.

indice de Younden (J Index) Los valores cercanos a 1 indican una elevada precision del test;
un valor de 0 no nos aporta ninguna informacion e indica que el
test tiene un valor diagndstico nulo.
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RESULTADOS

1. Seleccion de los estudios de precision diagnostica en la saliva

En total, tras la eliminacion automatizada de los duplicados, se obtuvieron 4.846 articulos
de las seis bases de datos electrénicas. Luego, el 91% de los resimenes se evaluaron mediante
técnicas de mineria de datos y el 9% restante con un procedimiento manual; se evalué la
elegibilidad de un total de 173 articulos en texto completo. Ademas, se detectaron seis mas
tras analizar las referencias de una lista de resefias y articulos de texto completo. En la fase de
elegibilidad, se excluyeron 172 articulos por diversas razones, lo que significa que se
evaluaron 7 publicaciones y 40 tablas de contingencia en un andlisis cualitativo. Si
consideramos los requisitos previamente establecidos para la realizacion de un meta-analisis,
no hubo ninguna combinacion de biomarcadores que pudiese ser meta-analizada. En la Figura
1 se muestra un diagrama de flujo detallado.

2. Caracteristicas de los estudios de precision diagnostica en la saliva

De los 7 articulos seleccionados se ha extraido 40 combinaciones de biomarcadores
salivales, de las cuales 18 son diferentes entre si. La combinacion formada por 2
biomarcadores fue la méas frecuente (40.0%), seguida por la de 3 y 4 biomarcadores (30.0%
cada una).

La condicién de control mas comun fue el estado de gingivitis (47.5%), seguido del
estado de salud periodontal (40.0%); el restante 12.5% pertenecia al grupo de pacientes “no
periodontales”. La condicion objetivo mas comdn fue la periodontitis (82.5%), seguida de la
periodontitis crénica (12.5%) y, por altimo, con un 2.5 % cada una, un grupo que engloba la
periodontitis crénica y la agresiva y una condicion que retne periodontitis leve, moderada y
severa. En cuanto al habito tabaquico en uno de los siete articulos no se nos aportan datos
sobre el mismo. De los 6 restantes, la mayoria de los pacientes control eran no fumadores
(66.0%) mientras que en el caso de los pacientes periodontales la mayor parte eran fumadores
y no fumadores (83.0%). En cuanto al tipo de muestra salival analizada, hubo un predominio
de saliva no estimulada ya que en 5 de los 7 articulos incluidos se utiliz6 este método (72%);
en uno de ellos, la muestra fue de saliva estimulada (14%); y del otro, no habia datos relativos
al tipo de saliva utilizada para la toma muestral (14%). En cuanto al almacenamiento de estas
muestras la forma mas habitual de hacerlo fue a -80°C (en el 42.8% de la serie). La técnica
mas utilizada para la identificacion de biomarcadores salivares fue la citometria
multiparamétrica (72.5%) seguida de una combinacién de esta junto con ELISA (20%) (Tabla
5).
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Busqueda

Revisados

Elegidos

Incluidos

43871 Articulos de saliva identificados a través de blusquedas en bases de datos ]

Pu:ned Embtse Scotus Wts Coc#’ane Liljcs
[ 12779 ] [ 10939 ] [ 10077 ] [ 8631 ] [ 1114 ] [ 331 ]
v v v v v v

4846 Articulos después de eliminar los duplicados ]

|

v v

4410 Extracciones de datos de los ] [ 436 Procedimientos manuales para ]

resumenes revisar los resumenes

{ . . ey . . .
Analisis de las palabras positivas y negativas. Los articulos seleccionados fueron
aquellos con al menos una palabra positiva y ninguna negativa

\.

- v 6 Articulos adicionales obtenidos
173 Articulos con texto completo + de una lista de resenas y
evaluados para su eleccién articulos con texto completo
4 179 Articulos completos evaluados. 172 articulos excluidos por cualquiera de las )

siguientes razones:
1. Pacientes con diagndstico explicito de enfermedad sistémica, alcoholismo o embarazo (n=57)
2. No se han especificado los valores de sensibilidad y especificidad para el diagnésticode la
periodontitis o los datos son insuficientes para calcular la tabla de contingenciade 2 x 2 (n=49)
3. Biomarcadores salivales basados en bacterias (n=10)
4. Condiciones objetivo distintas de la periodontitis: gingivitis, periimplantitis o grupos mixtos de
gingivitis mas periodontitis (n=11)
5. Estudios genéticos o epidemioldgicos, o estudios in vitro (n=7)
6. Falta de definicion de los parametros clinicos utilizados para el diagnéstico (n=2)
7. Biomarcadores salivales utilizados para predecir la progresion de la periodontitis ola respuesta
al tratamiento (n=5)
8. Diferentes medios biolégicos (n=2)
9. Estudios de precisién en modelos de un solo biomarcador (n=23)
10. Condiciones de control distintas a salud periodontal o gingivitis (n=1)

kﬂ . Estudios de revision (n=5) J

|

7 Articulos incluidos en el analisis cualitativo ]

Figura 1. Diagrama de flujo detallado sobre la seleccion de los estudios de precision diagnostica en saliva.
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Tabla 5. Biomarcadores multiples analizados simultaneamente en saliva, caracteristicas clinicas de los grupos

7 articulos).
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Abreviaturas relacionadas con las pruebas de diagnostico (en orden alfabético):

IL: interleuquina; Lactate,

GABA, Butyrate: lactato, acido gamma aminobutirico, butirato; 3-hidroxy fatty acids: acidos grasos con grupo
-OH en la posicion 3; MIP: proteina inflamatoria de los macrofagos; MMP: metaloproteinasa de la atriz; OPG:

osteoprotegerina; ra: antagonista de los receptores; RANKL: ligando de receptor activador para el factor

nuclear k B, TNF: factor de necrosis tumoral.
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Tabla 5 (continuacién). Biomarcadores multiples analizados simultaneamente en saliva, caracteristicas clinicas
de los grupos control y con periodontitis y técnica aplicada para la deteccion de biomarcadores (N

articulos).
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Abreviaturas relacionadas con las condiciones control y objetivo: PAg: periodontitis agresiva; SP: salud

periodontal; G: gingivitis; P: periodontitis; PC: periodontitis cronica; No-P: no periodontitis. Abreviaturas

relacionadas con el tipo de técnica aplicada (en orden alfabético):

ligado a enzimas; NMR: resonancia magnética nuclear.

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion
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3. Evaluacion de la calidad de los estudios de precision diagnéstica en saliva

En el &mbito de la seleccion de pacientes, 6 de los 7 articulos (85.7%) presentaban un alto
riesgo de sesgo ya que eran estudios casos-controles mientras que 1 de ellos presentaba un
riesgo bajo de sesgo (14.3%) al ser un estudio de cohortes. En el dominio de las pruebas de
diagndstico, la pregunta referida a la aplicacion de un umbral preestablecido tuvo como
respuesta "no™ en los 7 articulos (100.0%), lo que indica un alto riesgo de sesgo. La referencia
estandar clasifico correctamente el estado periodontal sin conocimiento de los resultados de
las pruebas diagndsticas en 6 de los 7 articulos (85.7%), por lo que en estos articulos, el
dominio de referencia estandar se relaciond con un bajo riesgo de sesgo. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que sélo en tres estudios (42.8%) los autores confirmaron la
presencia de profesionales calibrados para el registro del estado clinico. En 4 de los 7
articulos no se muestran datos para saber si ha existido un periodo de tiempo adecuado entre
la toma de la muestras y el diagnostico clinico, por lo que el riesgo de sesgo para ese dominio
es incierto en un 57.1% de los articulos; en 2 de ellos ha habido un intervalo de tiempo
apropiado por lo que el riesgo de sesgo es bajo (28.5%) mientras que el 14.2% restante, es
decir, un articulo, presenta un riesgo de sesgo alto para el dominio flujo y tiempo.

Los problemas sobre la aplicabilidad de todos los dominios para todos los articulos
incluidos recibieron una respuesta de "bajo", excepto un articulo para el dominio de la
referencia estandar, ya que los autores aplicaron el sistema CPITN como referencia estandar
para el diagnostico (Figura 2). Considerando el tamafio de la muestra como un parametro de
calidad metodologica, las series entre 31 y 70 pacientes con la condicién control
prevalecieron en el 70.0 % de las tablas de contingencia; las series con <30 pacientes en el
27.5 %y las de més de 70 pacientes en el 2.5%.

En cuanto al numero de sujetos con la condicion objetivo, los grupos de estudio
estuvieron compuestos por: <30 pacientes en el 17.5% de las tablas de contingencia; entre 31
y 70 en el 30.0%; y >71 en el 52.5% (Tabla 5).
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Figura 2. Evaluacion de la calidad segun la herramienta QUADAS-2: riesgo de sesgo y problemas de
aplicabilidad.

4. Sintesis de los analisis cualitativos de las combinaciones de biomarcadores
salivales

La combinacién de dos biomarcadores salivales estuvo representada por 16 tablas de
clasificacion diagndstica, siendo las combinaciones mas frecuentes las formadas por dos
interleuquinas inflamatorias o una interleuquina inflamatoria y una enzima: IL1beta e IL6,
IL1betay MMP8 e IL6 y MMP8.

En el estudio de Ebersole et al. (2013), dos de estas combinaciones, IL1betae IL6 e IL6 y
MMP8, fueron las que se asociaron a porcentajes de sensibilidad del 94% vy especificidad del
97% y 98%, respectivamente, asi como valores predictivos por encima del 90%. Los valores
LR+ de estas combinaciones de biomarcadores fueron 28.2 y 57.3, respectivamente, y los
valores LR- de 0.0 para ambas. La combinacién IL1beta y MMP8 presentd una sensibilidad
del 88% y una especificidad del 97%, unos VPP y VPN de 98% y 83% y unos valores de LR+
y LR- de 26 y 0.1. Estos mismos autores, en un trabajo posterior (Ebersole et al, 2015),
encontraron que estas mismas combinaciones de biomarcadores salivales mostraban peores
valores con porcentajes de sensibilidad y especificidad oscilando entre 81-76% y 77-72%,
VPP y VPN, entre 84.5-82% y 72.5-56% y LR+ y LR-, entre 3.5-2.7 y 0.3-0.2 (Figura 3 y
Tabla 6).
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Figura 3. Forest plot con la precision diagnostica (sensibilidad, especificidad e intervalo de confianza del
95%) de cada combinacion de dos biomarcadores salivales. IL: interleuquina; MIP: proteina inflamatoria de los
macrofagos; MMP: metaloproteinasa de la matriz; OPG: osteoprotegerina; RANKL: ligando de receptor

activador para el factor nuclear k B.

Ebersole et al, 2015; [D]: Ebersole et al, 2013; [E]: Ochanji et al, 2016.

Los valores de sensibilidad y especificidad fueron redondeados. [A]:

La ratio RANKL/OPG, aunque se asocio a una sensibilidad del 95%, su especificidad fue
muy baja, de tan solo el 6%; los valores predictivos también fueron bajos (positivo, 52%;
negativo, 56%) y el LR+ y LR- de 1.0 y 0.7, respectivamente (Ochanji et al, 2016) (Figura 3y

Tabla 6).
Tabla 6. Parametros de clasificacion diagnostica de la combinacion de dos biomarcadores.

o | Comac0n | w0 | e | go || oo | e
chr.],aggét RANKL, OPG 77181 51.9 95.1/6.5 | 51.7/55.6 | 1.0/0.7 1.3 0.01
ngrsgtl; 5 IL1beta, IL6 30/50 95.0 | 94.0/96.7 | 97.9/90.6 | 28.2/0.0 | 454.3 | 0.9
Ela)lersg:; 3 IL6, MMP8 30/50 95.7 | 94.0/98.4 | 98.9/90.9 | 57.3/0.0 | 940.0 | 0.92
Eglersg:; 3e ' IL1beta, MMP8 30/50 91.3 88.0/96.7 | 97.8/82.9 | 26.4/0.1 | 212.6 | 0.84
E:ﬁr,sg:)iset IL1beta, IL6 65/101 79.5 81.2/76.9 | 84.5/72.5 | 3.5/0.2 | 14.3 0.58
Ela)lersg:)i 5 IL6, MMP8 65/101 777 | 81.2/72.3 | 820712 | 29702 | 11.2 | 0.53
ngrscz):)i 5et IL6, MiP1alpha 43/101 77.8 81.2/69.8 | 86.3/61.2 2.6/0.2 9.9 0.51
ngrscz):)i 5et IL1beta, MIPTalpha | o5/ 104 77.7 79.2/75.4 | 83.3/70.0 3.2/0.2 11.6 0.54
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E:lersg(l)e1 5 | L6 MPtalpha 65/101 78.3 | 79.2/76.9 | 84.2/70.4 | 3.4/02 | 126 | 0.56
E:lersg(l)e1 5 | ILibeta, Mwps 65/101 777 | 78.2/76.9 | 84.0/69.4 | 33702 | 119 | 0.55
E:lersg(l)e1 . IL6, MMP8 43/101 76.4 | 78.2/721 | 86.8/58.5 | 2.8/0.3 | 9.2 0.50
E:lersg(l)e1 . IL1beta, IL6 43/101 77.4 77.2/76.7 | 88.6/58.9 | 3.3/02 | 114 | 0.54
E:lersg(l)e1 5 | ILibeta, Mwps 43/101 750 | 76.2/72.1 | 86.5/56.4 | 2.7/03 | 8.2 0.48
ngrsgéﬁ 5 | ILibeta, MPtalpha | o, 76.4 | 75.2/79.1 | 89.4/57.6 | 3.5/03 | 11.4 | 0.54
ngrsg}; 5 | Mws MPtalpha | (oo, 729 | 70.3/76.9 | 82.6/62.5 | 3.0/03 | 7.8 0.47
ngrsg}; 5 | MWes MPtalpha | o 63.9 | 64.4/62.8 | 80.2/42.9 | 1.705 | 3.0 0.27

GC: grupo control; GP: grupo periodontal; PREC: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo
positio; VPN: valor predictivo negativo; LR: razon de verosimilitud; DOR: odds ratio diagnéstica.

La combinacion de tres biomarcadores salivales estuvo representada por 12 tablas de
clasificacion diagnostica, siendo la combinacion més frecuente la formada por dos
interleuquinas inflamatorias y una enzima: IL1beta, IL6 y MMP8.

En el estudio de Ebersole et al. (2013), esta combinacién, IL1beta, IL6 y MMP8, presento
un porcentaje de sensibilidad del 94% y especificidad del 97%, asi como valores predictivos
por encima del 90%. Los valores LR+ y LR- fueron 28.2 y 0.0. Estos mismos autores, en un
trabajo posterior (Ebersole et al, 2015), encontraron que esta misma combinacién de
biomarcadores mostraban peores valores con porcentajes de sensibilidad y especificidad
oscilando entre 78-76% Yy 77-74%, VPP y VPN, entre 84-87.5% y 69-57% y LR+ y LR-, entre
3.3-2.9y0.3-0.2.

Biomarcadores Sensibilidad Especificidad

[D] IL1Beta_IL6_MMP8 }—m{ 0.94[0.84, 0.98) |——e4 0.97(0.83,0.99]
[F] Lactate_GABA_Butyrate ——=— 088[0.71,0.96] ———e— 0.72 [0.52, 0.86]
[A] IL1Beta_IL6_MIP1alpha b 0.80 [0.71, 0.87] e 0.78[0.67, 0.87]
[C) IL1ra_MMP9_TNFalpha ——=—  080[063,080)] |j——e—— 0.78 [0.59, 0.89]
[A] IL6_MMP8_MIP1alpha —a— 0.79[0.70, 0.86] e 0.74[0.62, 0.83]
[A] IL1Beta_IL6_MMP8 —a— 0.78 [0.69, 0.85] —— 0.77 (0.65, 0.85]
[A] IL1Beta_IL6_MIP1alpha —a— 0.78 [0.69, 0.85] ——e— 0.79(0.65, 0.89]
[A] IL1Beta_IL6_MMP8 - 0.76[0.67,0.83) |——e— 0.74 [0.60, 0.85]
[C] IL1Beta_IL1ra_MMP9 —a 0.73[0.56, 0.86] ———e—{ 0.89[0.72,0.96]
[A] IL6_MMP8_MIP1alpha e 072[063,080) ——@— 0.74 (0.60, 0.85]
[C) IL1Beta_IL1ra_TNFalpha —e— 0.70 [0.52, 0.83] ————e— 089(0.72 0.96]
[C] IL1Beta_MMP9_TNFalpha }—— | 0.60 [0.42, 0.75] |——e 0.98(0.82,0.99]

[ I I I 1 T T 1T 1
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Figura 4. Forest plot con la precision diagnostica (sensibilidad, especificidad e intervalo de confianza del
95%) de cada combinacion de tres biomarcadores salivales. Butyrate: butirato; GABA: Acido y-aminobutirico;
IL: interleuquina; Lactate: lactato; MIP: proteina inflamatoria de los macrofagos; MMP: metaloproteinasa de la
matriz; ra: receptor antagonista; TNF: factor de necrosis tumoral. Los valores de sensibilidad y especificidad
fueron redondeados. [A]: Ebersole et al, 2015; [C]: Wu et al, 2017; [D]: Ebersole et al, 2013; [F]: Rzeznik et al,
2017.
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El segundo mejor valor de sensibilidad, con un porcentaje del 88.5%, fue aportado por la
combinacion de biomarcadores lactate, GABA y butyrate, aunque su especificidad fue del
72%; el VPP y VPN del 77% y 86%, y el LR+ y LR- del 3.1 y 0.1 (Rzeznik et al, 2017)
(Figura4 y Tabla 7).

Tabla 7. Parametros de clasificacion diagnostica de la combinacion de tres biomarcadores.

ngrs%ﬁ ;’t IL1beta, IL6, MMP8 | 30/50 95.0 | 94.0/96.7 | 97.9/90.6 | 28.2/0.0 | 454.3 | 0.90
Rzeznik et Lactate, GABA, 25/26 80.4 | 88.5/72.0 | 76.7/85.7 | 3.1/0.1 19.7 0.60
al., 2017 Butyrate

Egﬁtsggﬁgt ILA:\F;t:(pLL:’ 65/101 | 79.5 | 80.2/78.5 | 85.3/71.8 | 3.7/02 | 147 | 0.8
Wuzgﬁ;l" 'L}L""F’am?’ 27/30 | 78.9 | 80.0/77.8 | 80.0/77.8 | 3.6/02 | 14.0 | 0.57
Egﬁtsggﬁgt ';?51mi§ 65/101 | 774 | 79.2/73.8 | 82.5/69.6 | 3.0/0.2 | 10.7 | 0.53
Egﬁtsggﬁgt IL1beta, IL6, MMP8 | 65/101 77.7 | 78.2/76.9 | 84.0/69.4 | 3.3/0.2 11.9 0.55
Egﬁtsggﬁgt ILA:\F;t:(pLL:’ 65/101 | 785 | 78.2/79.1 | 89.8/60.7 | 3.7702 | 135 | 0.57
Ezﬁtsggjset IL1beta, IL6, MMP8 | 43/101 75.7 | 76.2/74.4 | 87.5/57.1 | 2.9/0.3 9.3 0.50
Wuzgﬁ;"l" 'L1beA;fA’PLL"a’ 27/30 | 807 | 73.3/88.9 | 88.0/75.0 | 6.6/0.3 | 22.0 | 0.6
Ezﬁtsggjset '&?ﬁﬁ’[‘;’i’ 83101 | 729 | 72.3/74.4 | 86.9/53.3 | 2.8/03 | 7.5 0.46
Wuzgﬁ;"l" '“?ﬁtFaa’l;tya’ 27/30 | 78.9 | 70.0/88.9 | 87.5/72.7 | 6.3/0.3 | 18.6 | 0.58
Wuzgﬁ;"l" '“?eNtF"j‘;lng"’ 27/30 | 772 | 60.0/9.3 | 94.7/68.4 | 16.2/0.4 | 39.0 | 0.56

GC: grupo control; GP: grupo periodontal; PREC: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo
positio; VPN: valor predictivo negativo; LR: razon de verosimilitud; DOR: odds ratio diagnostica.

La combinacion de cuatro biomarcadores salivales estuvo representada por 12 tablas de
clasificacion diagnostica, siendo la combinacion mas frecuente la formada por 2
interleuquinas inflamatorias, 1 quimioquina y 1 enzima: IL1beta, IL6, MIPlalpha y MMPS.

En los estudios de Ebersole et al. (2015) y Nagarajan et al. (2015), esta combinacion,
IL1beta, IL6, MIPlalpha y MMP8 presentd porcentajes de sensibilidad y especificidad que
oscilaron entre 80-72.5% y 80-72.5%, VPP y VPN, entre 90-74% y 78-61% y LR+ y LR-,
entre 3.7-2.9y 0.3-0.2.

Ferrando et al. (2005) describieron que la combinacion de 4 acidos grasos con grupo OH
presentaba una sensibilidad y especificidad de 93% y 97%, un VPP y VPN del 98% y 90%, y
un LR+ vy LR-del 34 y 0.0 (Figura5y Tabla 8).
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Figura 5. Forest plot con la precision diagnostica (sensibilidad, especificidad e intervalo de confianza del
95%) de cada combinacion de cuatro biomarcadores salivales. 3-hidroxy fatty acids: acidos grasos con grupo -
OH en la posicion 3; IL: interleuquina; MIP: proteina inflamatoria de los macrofagos; MMP: metaloproteinasa de
la matriz; ra: receptor antagonista. Los valores de sensibilidad y especificidad fueron redondeados. [A]
Ebersole et al, 2015; [B]: Nagarajan et al, 2015; [C]: Wu et al, 2017; [G]: Ferrando et al, 2005.

Si comparamos los porcentajes de sensibilidad y especificidad de las combinaciones de
dos, tres o cuatro biomarcadores salivales mas frecuentes, observamos que esos valores no
varian entre las combinaciones de 2 o0 3 biomarcadores (sensibilidad: 94-76% versus 94-76%;
especificidad: 98-72% versus 97-74%), e incluso son inferiores en la combinacion de 4
biomarcadores (sensibilidad y especificidad: 80.0% y 72.5%).
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Tabla 8. Parametros de clasificacion diagnostica de la combinacion de cuatro biomarcadores.

COMBINACION N° GC/ PREC SENS/ VPP/ LR+/

ESTUDIO BIOMARCADORES N°GP | (%) | ESPEC (%) | VPN (%) LR- DOR | J Index
Ferrando et 3-OH-C12:0, 3-OH-

al. 2005 C14:0, 3-0OH-Ci17:0, 3-

v OH-C17:0 18/27 94.5 92.6/97.3 98.0/90.0 34.2/0.0 450.0 0.89
Nagarajan IL1beta, IL6,
et al., 2015 MIP1alpha, MMP8 40/40 76.3 80.0/72.5 74.4/78.4 2.9/0.2 10.5 0.52
Ebersole et IL1beta, IL6,
al., 2015 MIP1alpha, MMP8 43/101 78.3 78.2/78.5 84.9/69.9 3.6/0.2 13.0 0.56
Ebersole et IL1beta, IL6,
al., 2015 MIP1alpha, MMP8 43/101 78.5 78.2/79.1 89.8/60.7 3.7/0.2 13.5 0.57
Nagarajan IL1beta, IL6,
et al., 2015 MIP1alpha, MMP8 40/40 76.3 77.5/75.0 75.6/76.9 3.1/0.3 10.3 0.52
Nagarajan IL1beta, IL6,
et al., 2015 MIP1alpha, MMP8 40/40 76.3 77.5/75.0 75.6/76.9 3.1/0.3 10.3 0.52
Nagarajan IL1beta, IL6,
et al., 2015 MIP1alpha, MMP8 40/40 77.5 77.5/77.5 77.5/77.5 3.4/0.2 11.8 0.55
Nagarajan IL1beta, IL6,
et al., 2015 MIP1alpha, MMP8 40/40 76.3 77.5/75.0 75.6/76.9 3.1/0.3 10.3 0.52
Wu et al., IL1beta, IL1ra, MMP9,
2017 TNFalpha 27/30 82.5 76.7/88.9 88.5/77.4 6.9/0.2 26.2 0.65

Nagarajan IL1beta, IL6,
et al., 2015 MIP1alpha, MMP8 40/40 76.3 75.0/77.5 76.9/75.6 3.3/0.3 10.3 0.52
Nagarajan IL1beta, IL6,
et al., 2015 MIP1alpha, MMP8 40/40 76.3 75.0/77.5 76.9/75.6 3.3/0.3 10.3 0.52
Nagarajan IL1beta, IL6,
et al., 2015 MIP1alpha, MMP8 40/40 76.3 72.5/80.0 78.4/74.4 3.6/0.3 10.5 0.52

GC: grupo control; GP: grupo periodontal; PREC: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo
positio; VPN: valor predictivo negativo; LR: razon de verosimilitud; DOR: odds ratio diagnostica.
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DISCUSION

1. Observacién de la heterogeneidad y de la calidad de los estudios de precision
diagndstica en saliva

El uso de un proceso dual (computarizado y manual) para la seleccion de los articulos
permitié observar que la precision diagnostica de los biomarcadores salivares en la
periodontitis representa alrededor del 3.7% de la literatura obtenida en nuestra busqueda.
Posteriormente, encontramos que casi el 30% de los estudios de precision diagndstica en
saliva no cumplian con las exigencias metodologicas descritas anteriormente para su inclusion
en este tipo de revision sistematica (Macaskill et al, 2010).

En cuanto a la calidad metodoldgica de los estudios (Whiting et al, 2011), alrededor del
86% de los articulos incluidos eran estudios casos-control. Este tipo de estudios corren un
mayor riesgo de sesgo que los estudios de cohortes (Dinnes et al, 2005). Sin embargo, en
practicamente todos los trabajos incluidos se ha realizado la verificacion del diagndstico
periodontal utilizando un mismo estandar de referencia lo cual es un aspecto positivo a la hora
de minimizar el riesgo de sesgo (Reistma et al, 2009). Este hecho contribuye a controlar los
posibles desequilibrios entre los valores de sensibilidad y especificidad (Leeflang, 2014).

Los autores no aplicaron umbrales preestablecidos de los biomarcadores moleculares
salivares en ninguno de los 7 articulos incluidos en esta revision sistematica, si no que fueron
seleccionados para optimizar la sensibilidad y la especificidad. Por tanto, esto nos lleva a una
sobreestimacion de la precision de la prueba (Whiting et al, 2011), que posteriormente puede
evaluarse mediante un analisis de validacién (interno o externo) (Moons et al, 2015), lo cual
fue realizado en el 57% de los articulos incluidos, 4 de los 7 estudios.

Aunqgue no es un aspecto evaluable en la herramienta QUADAS-2 (Whiting et al, 2011),
creemos que uno de los principales problemas metodoldgicos podria ser el pequefio tamafio de
las muestras utilizadas lo cual puede condicionar la fiabilidad de los parametros de
clasificacion calculados. Sin embargo, en la presente revision, la mayoria de las tablas de
clasificacion diagndstica, tanto de los pacientes controles como de los pacientes periodontales,
presentaron un tamafio muestral entre 31 y 70 individuos (70% y 82% de las tablas de
clasificacion diagnostica, respectivamente)

Al estandar de referencia utilizado para el diagndstico clinico de la condicién periodontal
se le considerd el "gold standard”, lo cual implica un 100% de sensibilidad y de especificidad
(Reistma et al, 2009). Sin embargo, es obvio que el estandar de referencia que se utiliza para
el diagndstico de periodontitis no es perfecto (Miller et al, 2010), por lo que existe la
posibilidad de que se provoquen errores de verificacion que condicionen los pardmetros de
rendimiento de los biomarcadores diagnosticos, con tendencia a la subestimacion. Esta
tendencia se produce ya que los posibles errores asociados al diagnostico clinico no estan
relacionados con los posibles errores asociados al diagnéstico molecular de los biomarcadores
(Reistma et al, 2009).

Con el fin de asegurar un espectro adecuado de pacientes y controlar asi el riesgo de
sobreestimacion en los parametros de clasificacion diagndsticas (Reistma et al, 2009), al igual
que en otras revisiones sistematicas realizadas por nuestro grupo (Arias-Bujanda et al, 2019,
Arias-Bujanda et al, 2020), en el presente trabajo se consideraron como condiciones control
tanto a los sujetos con salud periodontal como a los sujetos con salud periodontal y gingivitis;
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en el caso de la condicion objetivo, a los diferentes grados de extension y gravedad de la
periodontitis. Con la finalidad de hacer viable la realizacion de la presente revision
sistematica, hubo que aceptar la variabilidad de las definiciones del fenotipo clinico de la
periodontitis presente en los estudios de precision diagnostica.

La pretension de analizar la saliva radica en evaluar la capacidad de ésta para reflejar el
estado periodontal de un paciente (Buduneli & Kinane, 2011, Ghallab, 2018), por lo que
obviamente el andlisis es a nivel sujeto. La mayoria de los estudios incluidos en la presente
revision (mas del 70%) analizaron muestras de saliva no estimulada, cuyo uso es preferido
ante otros tipos de muestras, como la saliva estimulada o el enjuague. Esta preferencia se
sustenta en el hecho de que se evita una posible dilucion de la muestra salival, lo que podria
posiblemente afectar a la cuantificacion de biomarcadores de interés (Miller et al, 2010).

2. Precision de los biomarcadores salivales para el diagndstico de la periodontitis

Después de revisar la literatura, encontramos tres revisiones sistematicas sobre la
exactitud de los biomarcadores salivales para el diagnostico de la periodontitis, las publicadas
por Arias-Bujanda et al. (2020), de Lima et al. (2016) y Sukriti et al. (2020). Ademas
encontramos una revision sobre la precision de estos biomarcadores en fluido crevicular
publicada por Arias-Bujanda et al. (2019).

En cuanto a los criterios de inclusion aplicados a los estudios encontrados vemos
diferencias de criterio entre las diferentes revisiones sistematicas. De Lima et al. (2016) y
Sukriti et al. (2020) excluyeron aquellos trabajos en los que el estado periodontal fue evaluado
por s6lo una de las medidas clinicas establecidas (PPD o CAL) o el indice de Necesidad de
Tratamiento Periodontal de la Comunidad (CPITN). Por el contrario, al igual que en las
anteriores revisiones sobre la tematica (Arias-Bujanda et al, 2019, Arias-Bujanda et al, 2020),
en el presente estudio decidimos incluir inicialmente estos estudios para que posteriormente
pudieran ser evaluados metodoldgicamente.

En las revisiones de Arias-Bujanda et al. (2019), Arias-Bujanda et al. (2020) y de Lima et
al. (2016) se analizaron la precision de biomarcadores actuando de forma individual,
detectados tanto en el fluido gingival crevicular como en la saliva, en el diagnostico de
periodontitis. Por el contrario, en la presente revision, la perspectiva era analizar la precision
diagndstica de combinaciones de al menos 2 biomarcadores salivales con la de verificar la
hipdtesis de si esta precision diagnostica podria verse incrementada al evaluar conjuntamente
varios biomarcadores en saliva.

Actualmente, la MMP8 se considera uno de los candidatos prometedores para
diagnosticar y predecir la progresion de la periodontitis (Alassiri et al, 2018, Franco et al,
2017, Zhang et al, 2009). La conclusion obtenida en la revision de Arias-Bujanda et al. (2019)
corrobora esta afirmacion, ya que los resultados del meta-analisis reflejaron que la MMP8
detectada en el fluido gingival crevicular mostro una buena sensibilidad (77%) y una
excelente especificidad (92%) para detectar la periodontitis en sujetos sistémicamente sanos.

Aunque estan descritas las dificultades metodoldgicas asociadas a la deteccion y
cuantificacion de las citoquinas en los fluidos orales debido a la presencia de bajas
concentraciones (Jaedicke et al, 2016), segun Arias-Bujanda et al. (2019), varias citoquinas
pro-inflamatorias presentes en el fluido, como la ILlalpha y la ILbeta, en base a sus
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parametros de precision diagnostica se posicionan como biomarcadores prometedores para el
diagnostico de la periodontitis.

Arias-Bujanda et al. (2020) concluyeron que a nivel individual los biomarcadores
salivales més investigados para el diagndstico de la periodontitis fueron: MMP8 e IL1beta,
seguidos por MMP9, IL6 y hemoglobina. En linea con este hallazgo, en la presente revision
comprobamos como algunas de estas moléculas, especificamente MMP8, IL1beta e IL6 son
los biomarcadores salivales que mas se han investigado combinandose entre ellos o con otros,
como MIP1alpha.

Los resultados de la revision de Arias-Bujanda et al. (2020) sobre biomarcadores
salivales revelaron que MMP8, MMP9, IL1lbeta, IL6 y hemoglobina, actuando como
biomarcadores individuales, mostraron una buena capacidad para detectar la condicion de
periodontitis (>70%) en pacientes sistémicamente sanos, mientras que MMP9 y IL1beta
también mostraron una buena capacidad para detectar la condicion de no periodontitis
(alrededor del 80%).

En consonancia con estas aportaciones previas (Arias-Bujanda et al, 2020), en la presente
revision, las combinaciones que mejores porcentajes de sensibilidad y especificidad mostraron
fueron IL1beta e IL6 (94% y 97%, respectivamente), e IL6 junto a MMP8 (94% y 98%,
respectivamente) (Ebersole et al, 2013). Estos porcentajes se mantuvieron similares, cuando
combinamos tres biomarcadores, IL1lbeta, IL6 y MMP8 (sensibilidad del 94% vy
especificidad del 97%) (Ebersole et al, 2013). Estos resultados concuerdan con los aportados
en la Unica revision sistematica previamente publicada en la que se analizaron combinaciones
de biomarcadores salivales, que fue la de Sukriti et al. (2020), y constatan la excelente
capacidad de estas combinaciones de biomarcadores salivales para detectar la periodontitis y
la no periodontitis.

Sin embargo, los hallazgos sobre una mayor precisién diagndstica asociada a la
combinacion de dos o tres biomarcadores salivales deben ser interpretados con cautela por
dos motivos principales: el primero, todos estos resultados provienen de un mismo estudio, el
realizado por Ebersole et al. (2013); y, el segundo, estos mismos autores en un estudio
posterior en el que utilizaron tamafios muestrales mayores obtuvieron que estas mismas
combinaciones de biomarcadores salivales se asocian a peores valores de sensibilidad y
especificidad con respecto a los encontrados en la serie anterior (combinaciones de 2
biomarcadores, sensibilidad: 81-76% y especificidad: 77-72%; combinaciones de 3
biomarcadores, sensibilidad: 78-76% Yy especificidad: 77-74 %; lo que se interpreta en ambas
combinaciones como una buena y aceptable capacidad para detectar la periodontitis y la no
periodontitis, respectivamente) (Ebersole et al, 2015). Por otro lado, la combinacion de los
biomarcadores salivales IL1beta, IL6, MIPlalpha y MMP8 tampoco supuso mejoras en los
valores de sensibilidad y especificidad encontrados con respecto a las combinaciones de dos o
tres biomarcadores, las cuales oscilaron entre 80-72.5% y 80-72.5%, respectivamente
(Ebersole et al, 2015, Nagarajan et al, 2015).

En lineas generales, si comparamos estos datos con los aportados con los biomarcadores
salivales individuales (Arias-Bujanda et al, 2020), el uso en conjunto de mas de un
biomarcador salival parece incrementar su capacidad de diagnosticar la periodontitis en
comparacion con el uso de biomarcadores individuales. Estas combinaciones con mayor
capacidad predictiva son IL1beta e IL6, IL6 y MMPS8, e IL1beta y MMP8, no existiendo
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diferencias sustanciales entre estas combinaciones y las combinaciones de 3 biomarcadores
(IL1beta, IL6 y MMP8) o 4 biomarcadores (IL1beta, IL6, MIPlalpha y MMP8).

Otras moléculas, como los &cidos grasos con OH en la posicion 3 se identificaron como
biomarcadores salivales prometedores (Ferrando et al, 2005), pero es necesario seguir
investigando para confirmar estos hallazgos.

3. Implicaciones para la practica y perspectiva futura

Recientemente, Tonetti et al. (2018) afirmaron que los biomarcadores podrian
desempefar un papel esencial en la deteccion temprana de la periodontitis y en la evaluacion
de su grado de severidad. Por tanto, conseguir una herramienta de diagndstico salival
supondria tener una prueba no invasiva, sensible, especifica y Gtil como complemento para el
cuidado y mantenimiento del paciente (Miller et al, 2010). También puede ayudar a la hora de
detectar la presencia de periodontitis en grandes poblaciones (Ghallab, 2018).

Si la progresion natural de la periodontitis complica sustancialmente el descubrimiento de
biomarcadores en el fluido crevicular (Kinane et al, 2017), es razonable pensar que esta
dificultad sera ain mayor en la saliva, lo cual pudo ser comprobado con la MMP8 (Arias-
Bujanda et al, 2019, Arias-Bujanda et al, 2020). Aunque las ventajas asociadas al uso de la
saliva son evidentes (Miller et al, 2010), también debemos saber que hay aspectos negativos
que hay que tener en cuenta (Al-Tarawneh et al, 2011, Giannobile, 2012, Srivastava et al,
2017). Por otro lado, debido a la gran complejidad etiopatogénica de la periodontitis parece
altamente improbable el encontrar un Unico biomarcador que permita diagnosticarla y
predecir su evolucion, y ain menos en la saliva (Zhang et al, 2009). Por lo tanto, la utilizacién
de combinaciones de mas de un biomarcador podria proporcionar no sélo una valoracién mas
precisa del estado periodontal del paciente, sino que también podrian ser Gtiles para predecir
su progresion (Ghallab, 2018).

Desde un punto de vista del desarrollo de un kit con aplicabilidad clinica, la mejor
combinacién de biomarcadores seria aquella formada por el menor nimero de biomarcadores
posibles, es decir, dos biomarcadores que se asociaran a una alta precision diagndstica.
Centrandonos en las combinaciones de dos biomarcadores mas investigadas, y desde la
perspectiva de la utilidad de un kit diagnostico constituido por IL1beta e IL6, IL6 y MMPS8, 0
IL1beta y MMP8, del total de test positivos entre el 99-98% detectarian a pacientes con
periodontitis y del total de test negativos entre 91-83% detectarian a pacientes con la
condicion de no periodontitis (Ebersole et al, 2013). Estos valores predictivos tan altos fueron
inferiores en otras series posteriores, especialmente la capacidad del test de detectar la
condicion de no periodontitis. De tal forma, que el VPP oscil6 entre un 89-82% vy el VPP
entre 72.5-56% (Ebersole et al, 2015). Destacar de forma importante que la capacidad
diagndstica de estos posibles tests no vario ostensiblemente con la combinacion de tres
biomarcadores (IL1beta, IL6 y MMP8: VPP, entre 98-84%, VPN, entre 91-57%) o la
combinacion de 4 biomarcadores (IL1beta, IL6, MIPlalpha y MMP8: VPP, entre 90-78%,
VPN, entre 74-61%).

A pesar del gran interés que ha mostrado la comunidad cientifica por el tema de los
biomarcadores en el diagndstico de la periodontitis, la principal limitacion de esta revision fue
el pequefio numero de articulos incluidos ya que la mayoria fueron descartados al no analizar
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combinaciones de biomarcadores, por lo que se requiere una mayor evidencia a este respecto.
Se precisan un mayor nimero de investigaciones centradas en evaluar la precision diagndstica
de combinaciones de biomarcadores salivales en la periodontitis, implicando grandes series e
incluyendo analisis de validacion (Moons et al, 2015). Igualmente, otros factores que deberian
ser considerados son la influencia de la presencia de gingivitis en la condicion control, el
tabaquismo y la presencia de enfermedades sistémicas con la finalidad de clarificar el impacto
de estas variables en la precision diagndstica de la combinacion de biomarcadores.

En conclusion, IL1beta e IL6, IL6 y MMP8, e IL1beta y MMP8 son las combinaciones
de biomarcadores salivales méas investigadas en el diagndstico de periodontitis. El uso
combinado de estos biomarcadores presenta una capacidad excelente o buena para detectar la
periodontitis, y excelente o aceptable para detectar la condicion de no periodontitis; esta
capacidad diagnostica no se incrementa al incorporar otros biomarcadores. Se constata que el
uso en conjunto de estas combinaciones de dos biomarcadores salivales parece incrementar su
rendimiento en el diagnostico de periodontitis en comparacion con el uso de estos mismos
biomarcadores de forma individual, aunque debido a la heterogeneidad de los resultados
encontrados se precisa mayor evidencia que corrobore estas observaciones.
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