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Resumo
Obxectivo: Avaliar o impacto das variables clinicas de idade e hébito de fumar na

capacidade diagnostica das proteinas subxinxivais para detectar a periodontite.

Material e métodos: Recolléronse mostras de fluido xinxival crevicular (FXC) de 44
suxeitos periodontalmente sans e 40 con periodontite en estadios III-IV. As mostras foron
analizadas coa técnica protedmica “sequential window acquisition of all theoretical mass
spectra” (SWATH-MS). As proteinas identificaronse utilizando a base de datos UniProt e
avaliouse a sua capacidade diagnostica mediante o paquete “generalised additive models”
(GAM). Os modelos proteicos individuais obtidos foron calculados sen axustar e axustandose
por idade e tabaco (anos fumando e indice paquete-ano). Aplicouse validacion cruzada con tres
particions para controlar o sobreaxuste dos modelos predictivos, e calcularonse os pardmetros

de clasificacion.

Resultados: As oito proteinas avaliadas (gliceraldehido-3-fosfato deshidroxenase
[GAPDH], queratina, tipo II citoesquelética 6A, proteina do granulo de ziméxeno 16 homdloga
B [ZG16B], inhibidor da protease plasmatica C1, anhidrase carbonica 1 e as subunidades da
hemoglobina [Hbs] alfa, beta e delta) mostraron unha precision (PRE) de 64,3-91,7%
(sensibilidade/especificidade de 42,5-95,0%/68,2-88,6%) sen axustar. Axustandose por idade,
a capacidade preditiva aumentou para os oito biomarcadores (PRE: 88,1-96,4%;
sensibilidade/especificidade: 87,5-97,5%/81,8-97,7%). Segundo o habito de fumar, o
rendemento mellorou para seis proteinas (PRE: 81,0-92,9%; sensibilidade/especificidade: 67,5-
95,0%/72,7-93,2%), pero reduciuse para a GAPDH considerando os anos fumando e indice
paquete-ano (PRE: 71,4% e 85,7%; sensibilidade/especificidade: 72,5% e 87,5%/70,5% e
84,1%) e para a Hb beta considerando os anos fumando (PRE: 72,6%;
sensibilidade/especificidade: 57,5%/86,4%).

Conclusions: A idade e habito de fumar inflien na precision diagndstica das proteinas
subxinxivais para detectar a periodontite. O impacto da idade resulta mais consistente e
sistematico permitindo alcanzar valores preditivos excepcionais. O efecto do tabaco ¢ mais
variable e dependente do biomarcador. Con todo, estes resultados deben ser validados en futuras

investigacions.

Palabras chave: periodontite, biomarcadores, fluido xinxival crevicular, proteémica,

SWATH-MS, idade, tabaquismo.



Resumen

Objetivo: Evaluar el impacto de las variables clinicas de edad y habito tabaquico en la

capacidad diagnostica de las proteinas subgingivales para detectar la periodontitis.

Material y métodos: Se recogieron muestras de fluido gingival crevicular (FGC) de 44
sujetos periodontalmente sanos y 40 con periodontitis en estadios III-IV. Las muestras fueron
analizadas con la técnica protedmica “sequential window acquisition of all theoretical mass
spectra” (SWATH-MS). Las proteinas se identificaron utilizando la base de datos UniProt
evaluandose su capacidad diagnostica mediante el paquete “generalised additive models”
(GAM). Los modelos proteicos individuales fueron calculados sin ajustar y ajustandose por
edad y habito tabaquico (afios fumando e indice paquete-aiio). Se aplicd validacion cruzada con
tres particiones para controlar el sobreajuste de los modelos predictivos calculdndose los

parametros de clasificacion.

Resultados: Las ocho proteinas evaluadas (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
[GAPDH], queratina, tipo II citoesquelética 6A, proteina del granulo de zimo6geno 16 homoéloga
B [ZG16B], inhibidor de la proteasa plasmatica C1, anhidrasa carbonica 1 y las subunidades de
la hemoglobina [Hbs] alfa, beta y delta) mostraron una precision (PRE) de 64,3-91,7%
(sensibilidad/especificidad de 42,5-95,0%/68,2-88,6%) sin ajustar. Ajustdindose por edad, la
capacidad predictiva aument6 para los ocho biomarcadores (PRE: 88,1-96,4%;
sensibilidad/especificidad: 87,5-97,5%/81,8-97,7%). De acuerdo con el habito tabaquico, el
rendimiento mejord para seis proteinas (PRE: 81,0-92,9%; sensibilidad/especificidad: 67,5-
95,0%/72,7-93,2%), pero se redujo para la GAPDH considerando afios fumando e indice
paquete-afio (PRE: 71,4% y 85,7%; sensibilidad/especificidad: 72,5% y 87,5%/70,5% y 84,1%)
y para la Hb beta considerando los afios fumando (PRE: 72,6%; sensibilidad/especificidad:
57,5%/86,4%).

Conclusiones: La edad y habito tabaquico influyen en la precision diagnostica de las
proteinas subgingivales para detectar la periodontitis. El impacto de la edad resulta mas
consistente y sistematico permitiendo alcanzar valores predictivos excepcionales. El efecto del
tabaco es mas variable y dependiente del biomarcador. No obstante, estos resultados deben ser

validados en futuras investigaciones.

Palabras clave: periodontitis, biomarcadores, fluido gingival crevicular, proteémica,

SWATH-MS, edad, tabaquismo.



Abstract

Aim: To assess the influence of clinical variables of age and smoking habit on the

diagnostic accuracy of subgingival proteins for detecting periodontitis.

Material and methods: Gingival crevicular fluid (GCF) samples were collected from 44
periodontally healthy subjects and 40 with periodontitis stages III-IV. Samples were analysed
using sequential window acquisition of all theoretical mass spectra (SWATH-MS) proteomic
technique. Proteins were identified through the UniProt database, and their diagnostic accuracy
was evaluated using the generalised additive models (GAM) package. Individual protein
models obtained were calculated unadjusted and adjusted for age and smoking status (years
smoking and pack-year index). Three-fold cross-validation was applied to control for

overfitting of the predictive models, and the classification parameters were calculated.

Results: Eight proteins were evaluated (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
[GAPDH], keratin, type II cytoskeletal 6A, zymogen granule protein 16 homolog B [ZG16B],
plasma protease inhibitor C1, carbonic anhydrase 1, and haemoglobin subunits [Hbs] alpha,
beta, and delta). Unadjusted models showed accuracy (ACC) of 64.3-91.7% (sensitivity/
specificity of 42.5-95.0%/68.2-88.6%). Adjustment for age consistently improved diagnostic
performance across all proteins (ACC: 88.1-96.4%; sensitivity/specificity: 87.5-97.5%/81.8-
97.7%). According to smoking habit, performance improved for six proteins (ACC: 81.0-
92.9%; sensitivity/specificity: 67.5-95.0%/72.7-93.2%), but decreased for GAPDH considering
years smoking and pack-year index (ACC: 71.4% and 85.7%; sensitivity/specificity: 72.5%
and 87.5%/70.5% and 84.1%) and for Hb beta considering years of smoking (ACC: 72.6%;
sensitivity/specificity: 57.5%/86.4%).

Conclusions: Age and smoking habit affect the diagnostic accuracy of subgingival proteins
biomarkers for periodontitis. Age exerts a more consistent and systematic influence, allowing
to achieve exceptional predictive values. The impact of smoking is more variable and biomarker

dependent. However, these results must be validated in future research.

Keywords: periodontitis, biomarkers, gingival crevicular fluid, proteomics, SWATH-MS,

age, smoking.



1. Introduccion

La periodontitis es una afeccion inflamatoria que afecta a las estructuras de soporte de los
dientes (la encia, el hueso alveolar y el ligamento periodontal) (1). Se desarrolla a partir de la
gingivitis, caracterizada por la inflamacion de la encia inducida por la acumulacién de placa
bacteriana, progresando hacia una afeccion destructiva e irreversible, con pérdida de insercion

periodontal y hueso alveolar, que puede provocar la pérdida del diente (2).

Diversos patdgenos bacterianos han sido asociados con el inicio y la progresion de la
enfermedad periodontal (3). Estos microorganismos desencadenan una respuesta
inmunoinflamatoria excesiva del huésped que conducen a la destruccion de los tejidos de
soporte del diente (2). Mas alla de su impacto en la salud bucodental, la periodontitis ha
demostrado repercutir en el estado sistémico de forma bidireccional (4). De hecho, mas de 50
enfermedades sistémicas han demostrado estar relacionadas con la periodontitis como la
diabetes mellitus, la artritis reumatoide, la aterosclerosis, la enfermedad de Alzheimer e incluso

el cancer (5,6).

Actualmente, las enfermedades periodontales son una de las condiciones orales mas
prevalentes a nivel global, representando un preocupante problema de salud publica (7). Se
estima que alrededor del 62% de la poblacion adulta mundial presenta periodontitis en diversos
estadios, siendo severa en el 24% de los casos (8). Similarmente, en Espafia, un 60% de la
poblacion entre 35 y 74 afios presentan bolsas periodontales de acuerdo con los tltimos datos

de la Encuesta de Salud Oral (9).

Sin embargo, la susceptibilidad individual a desarrollar periodontitis varia
considerablemente, influida por multiples factores de riesgo (10). Estos se clasifican en
modificables, como el tabaquismo y el consumo de alcohol, y no modificables, como la edad y

la predisposicion genética (11).

Entre los factores modificables, el tabaquismo se considera el principal determinante de
riesgo para la enfermedad periodontal (12). El tabaco altera la respuesta inmunitaria, la
microbiota y la capacidad de regeneracion del periodonto (13). Microbioldgicamente, influye
en la ecologia periodontal observandose diferente abundancia relativa y prevalencia de diversos
patogenos periodontales como Fusobacterium, Eubacterium o Capnocytophaga (14).
Inmunologicamente, el tabaco exacerba las respuestas inflamatorias patolégicas, pero también

atenuia su funcion defensiva normal persistiendo incluso tras dejar de fumar (15,16).



Entre los factores de riesgo no modificables, destaca la edad. El envejecimiento se asocia
no solo con una posible disminucion en la eficacia de la higiene bucal, resultando en mayores
niveles de placa dental (2), sino también a un deterioro en la respuesta inmunitaria e

inflamatoria contribuyendo a la destruccion de los tejidos periodontales (17).

En este contexto, las técnicas protedmicas han permitido caracterizar con mayor detalle el
proteoma del fluido gingival crevicular (FGC), revelando que se ve significativamente alterado
tanto por la edad como por el héabito tabaquico, incluyendo incluso a sujetos exfumadores

(18,19).

Considerando las diferentes técnicas protedémicas desarrolladas durante los Gltimos afios,
destaca el método “sequential window acquisition of all theoretical mass spectra” (SWATH-
MS), especialmente para la identificacion de nuevos biomarcadores proteicos (20). Este
enfoque sin marcaje (en inglés “label-free”) resulta mas econdmico, presenta una preparacion
de muestras mas sencilla y permite analizar cohortes de mayor tamafio que las técnicas con
marcaje (20). Ademéas, SWATH-MS integra una estrategia de adquisicion dependiente de datos
(en inglés “data dependent acquisition”, DDA) para la identificacion de proteinas, con una
adquisicion independiente de datos (en inglés “data independent acquisition”, DIA) no dirigida,

para la cuantificacion (21).

La estrategia DDA permite una amplia cobertura del proteoma, aunque presenta
limitaciones en la deteccion de proteinas presentes en bajas concentraciones. En contraste, las
metodologias DIA, tanto no dirigidas como dirigidas, ofrecen una mayor sensibilidad y
precision en la cuantificacion de proteinas (22). Mientras que la DIA no dirigida es ideal para
el descubrimiento de nuevos biomarcadores, la DIA dirigida se utiliza para cuantificaciones
mas exactas, sensibles y especificas (23). En el enfoque SWATH-MS, la DDA se emplea
inicialmente para generar una biblioteca espectral de alta calidad, elemento clave para una
posterior correcta cuantificacion mediante DIA no dirigida. En conjunto, SWATH-MS
proporciona una cobertura protedmica profunda con una reproducibilidad similar al método

DDA y una precision cuantitativa comparable al enfoque DIA dirigido (21).

Previamente, la técnica SWATH-MS ha sido empleada para estudiar el proteoma
periodontal en FGC y en saliva, hallando que la periodontitis altera la expresion de numerosas
proteinas (24). Ademads, también ha permitido identificar biomarcadores con alta precision

diagnostica para detectar la periodontitis en ambos fluidos orales (25,26), demostrandose que



tanto la edad como el hébito tabaquico influyen en la predictividad de las proteinas salivales
(26). Sin embargo, hasta la fecha, ningtin estudio ha determinado el impacto de ambas variables

en los biomarcadores del FGC.

Por lo tanto. el objetivo de este estudio transversal fue determinar la influencia de las
variables clinicas de edad y hébito tabaquico en la capacidad predictiva de los biomarcadores

del FGC para diagnosticar la periodontitis.

2. Material y métodos

2.1.  Sujetos de estudio y variables clinicas de interés

Una muestra de conveniencia de 90 participantes elegibles, compuesta por 45 sujetos
periodontalmente sanos (grupo control) y 45 individuos afectados por periodontitis no tratada
(grupo periodontitis), se reclutd entre 2024 y 2025 en la Unidad Clinica y de Investigacion en
Pacientes con Necesidades Especiales en la Facultad de Medicina y Odontologia (Universidade
de Santiago de Compostela, Espafia). Seis de los 90 sujetos fueron excluidos por
incumplimiento de las fases del proyecto. Por lo tanto, los grupos clinicos quedaron finalmente

compuestos por 44 sujetos periodontalmente sanos y 40 pacientes con periodontitis.

Se seleccionaron pacientes que cumplian los siguientes criterios de inclusion: 1) entre 20
y 75 aios; 2) presencia de al menos 10 dientes naturales; 3) no haber recibido tratamiento
periodontal previo; 4) no presentar enfermedades sistémicas; 5) no haber tomado antibidticos
sistémicos en los seis meses anteriores; 6) no haber tomado antiinflamatorios en los cuatro
meses anteriores; 7) no uso de antisépticos orales de forma rutinaria; 8) no antecedentes de
abuso de alcohol o drogas; 9) no embarazo ni en periodo de lactancia; y 10) no uso de aparatos

de ortodoncia.

Dos odontologos experimentados y previamente calibrados realizaron los diagndsticos
periodontales (coeficiente de correlacion intraclase [CCI] >0,950). El sangrado al sondaje (SS)
y el nivel de placa bacteriana (NPB) se registraron para toda la boca en una escala binaria
(presencia/ausencia) en seis puntos por diente. La profundidad de la bolsa de sondaje (PS) y la
pérdida de insercion clinica (PIC) se registraron con una sonda PCP-UNC 15 en seis puntos por
diente. La PS se midié como la distancia desde el margen gingival hasta la base del surco

gingival. Se evaluo un valor positivo de recesion gingival (REC) para el desplazamiento apical



del margen gingival en relaciéon con la unién cemento-esmalte. Considerando una anchura
bioldgica (AB) media de 2 mm (27), se definié PIC segun tres supuestos: (1) PS <4 mm y REC
de 0 mm, PIC fue igual a 0 mm; (2) PS >4 mm y REC de 0 mm, PIC fue igual a PS restando
AB; y (3) PS >4 mm y REC >0 mm, PIC fue PS més REC.

Se realizaron radiografias dentales normalizadas para evaluar el estado del hueso alveolar.
El diagnostico de periodontitis se basé en la informacién clinica y radiografica obtenida. El
grupo de control incluy6 sujetos periodontalmente sanos segun los criterios de la Clasificacion
de Enfermedades y Condiciones Periodontales (28,29), es decir, SS <10%, ninguna localizacién
con una PS >4 mm y ninguna evidencia radiografica de pérdida 6sea alveolar. Esta clasificacion
también se utilizd para el grupo de periodontitis, compuesto por pacientes diagnosticados de

periodontitis generalizada en estadios Il o IV y grados B o C.

El habito tabaquico de los participantes se evalué mediante un cuestionario recogiendo
informacion sobre su grado (no fumador, exfumador o fumador actual), tiempo como
exfumador o fumador actual y nimero de cigarrillos consumidos al dia. Se consideraron no
fumadores los que nunca habian fumado, fumadores actuales los que llevaban fumando al
menos un afo, y exfumadores los que habian dejado de hacerlo al menos un afio antes,

independientemente del tiempo que llevaran fumando.

La investigacion se llevo a cabo siguiendo los principios de la Declaracion de Helsinki
(revisada en 2013) sobre estudios de experimentacion humana (30). El protocolo fue aprobado
por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia (nimero de registro 2021/417)
(Apéndice S1). Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito para su

participacion en el estudio.

2.2. Recogida de las muestras de fluido gingival crevicular y preparacion para el
analisis de espectrometria de masas

Se recogieron muestras de FGC de cada paciente en los primeros 7-14 dias después de la
exploracion intraoral agrupandose a partir de cinco sitios proximales no adyacentes. Las
muestras se tomaron de dientes de los cuadrantes 1 y 3 en los controles periodontalmente sanos.
En los pacientes con periodontitis, se recogieron de los sitios con mayor PS. Se introdujeron
dos puntas de papel en la bolsa periodontal durante 30 segundos. En caso de notable
contaminacion con sangre, se desecharon y se tomaron nuevas muestras. Las puntas recogidas

se introdujeron en tubos etiquetados con 300 ml de solucidon salina tamponada con fosfato



0,01M y un pH de 7,2. Inmediatamente después, las muestras se almacenaron a -80°C hasta el

analisis.

Las concentraciones de proteinas totales de las muestras de FGC se cuantificaron con el
RC DC™ Protein Assay Kit (BIORAD, Hercules, California, USA). 50ug de proteinas de cada
muestra fueron precipitadas utilizando el método metanol/cloroformo (MeOH/CHCIl3) para
eliminar posibles contaminantes como acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico

(ARN) o lipidos presentes en las muestras de FGC.

Las proteinas del FCG purificadas se cargaron en una banda para poder realizar la digestion
"en gel" utilizando electroforesis en gel de dodecil sulfato sodico-poliacrilamida (en inglés
“sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis”, SDS-PAGE) al 10%. La
electroforesis se detuvo cuando el frente penetré 3 mm en el gel y se procedio a la digestion
triptica manual. A continuacion, las piezas de gel se lavaron con bicarbonato de amonio en
MeOH al 50% (HPLC grade, Scharlau, Barcelona, Espafia), se deshidrataron mediante
acetonitrilo (HPLC grade, Scharlau) y se secaron en un SpeedVac. Se afnadid tripsina porcina
modificada (Promega, Madison, Wisconsin, USA) a los trozos de gel secos, incubandolos a
37°C durante 16 horas. Los péptidos se extrajeron tres veces, los cuales se agruparon, se

concentraron en un SpeedVac y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

2.3.  Analisis cuantitativo de proteinas por SWATH-MS

2.3.1. Construccion de las bibliotecas espectrales MS/MS

Para obtener una buena representacion de los péptidos y proteinas presentes en todas las
muestras de los grupos de estudio (periodontalmente sanos y con periodontitis), se prepararon
“pools” de cada grupo clinico utilizando cantidades iguales de muestras digeridas individuales
para construir la biblioteca espectral necesaria para el analisis SWATH-MS. El pool de péptidos
digeridos se separd utilizando cromatografia liquida en fase reversa (en inglés “reversed-phase

liquid-chromatography”, RP-LC) y gradientes de 40 minutos.

Se utilizo un espectrometro de masas de alta velocidad TripleTOF® 6600 (SCIEX) para la
adquisicion de datos mediante un flujo de trabajo DDA. Las proteinas se identificaron
utilizando el software ProteinPilot™ 5.0.1. (SCIEX) frente a la base de datos UniProt especifica
para humanos (31) y considerando una tasa de falsos descubrimientos (en inglés “false

discovery rate”, FDR) <1% (32).
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2.3.2. Cuantificacion relativa

Posteriormente, las muestras se analizaron individualmente mediante un método DIA. Se
examinaron como se ha descrito anteriormente, pero utilizando la estrategia SWATH-MS. Este
método consiste en repetir un ciclo de adquisicion de 100 barridos TOF MS/MS utilizando
ventanas de aislamiento de precursores secuenciales y solapadas de anchuras variables que
cubren todo el rango de masas entre 400 y 1250 m/z (en inglés “mass-to-charge ratio”), obtenido
con un barrido previo TOF MS (400-1500 m/z y 50 milisegundos de tiempo de adquisicion)

para cada ciclo.

La extraccion de datos especificos a partir de los fragmentos obtenidos con el método
SWATH se realizo con el software PeakView® 2.2 (SCIEX) utilizando la MicroApp MS/MSALL
de analisis SWATH 2.0 y la biblioteca espectral creada previamente. Solo se seleccionaron los
valores de area de pico integrada basados en la intensidad de la sefial de 10 péptidos por proteina
y siete fragmentos por péptido con un error de 30 partes por milléon (ppm). Los péptidos
compartidos y modificados se excluyeron del tratamiento. Se efectud la cuantificacion SWATH
para todas las proteinas de la biblioteca identificadas por ProteinPilotTM con un FDR <1%.
Las areas de cada proteina en cada muestra se obtuvieron sumando las areas de los picos de los

diez péptidos y de los siete iones fragmento correspondientes.

Las areas de pico integradas (archivos mrkvw procesados de PeakView®) se exportaron
directamente al software MarkerView™ (SCIEX) para el analisis cuantitativo relativo. La
exportacion generd tres archivos con la informacion cuantitativa sobre los iones individuales,
la intensidad sumada de los diferentes iones para un péptido en particular y la intensidad sumada
de los diferentes péptidos para una proteina en particular. El software MarkerView™ utiliza
algoritmos de procesamiento que encuentran con precision los picos cromatograficos y
espectrales directamente a partir de los datos SWATH en bruto, asegurando que los compuestos
idénticos en diferentes muestras se comparen con precision entre si. Para homogeneizar los

datos obtenidos, se realiz6 una normalizacion “most likely ratio” (MLR) (33).

2.4.  Analisis estadistico

El célculo del tamafio muestral de los grupos de estudio se ha realizado desde la perspectiva
de la precision diagndstica, estimando un valor minimo predeterminado de area bajo la curva
(ABC) de 0,85 con un error marginal de 0,1 y un nivel de confianza del 95%, resulta en un

tamafio muestral requerido de 40 sujetos en cada condicion clinica (34).
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2.4.1. Comparacion de las caracteristicas clinicas entre los sujetos de control y los
pacientes con periodontitis

Se utilizé la prueba de Shapiro-Wilks para verificar la distribucion de las variables, la
prueba t de Student para las variables de distribucion normal y la prueba U de Mann-Whitney
cuando no era normal. Estas pruebas se utilizaron para comparar las variables clinicas
cuantitativas entre la condicion de control y la periodontitis. El test exacto de Fisher y Chi-
cuadrado se utilizaron para evaluar la asociacion de variables cualitativas entre las condiciones

clinicas. Se estableci6 un nivel de significancia de p<0,05.

2.4.2. Analisis de modelos predictivos de diagnostico

Para la modelizacion predictiva se consideraron los biomarcadores subgingivales
identificados previamente mediante SWATH-MS (25). Los sujetos periodontalmente sanos se
consideraron como la “condicion de control” y la “condicion objetivo” comprendia a los
pacientes con periodontitis. Los modelos obtenidos fueron de una unica proteina sin ajustar y

ajustada por edad y héabito tabaquico.

Considerando el tabaco, se ha demostrado que la duracion del tabaquismo por si sola
proporciona estimaciones de riesgo de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) mas
solidas que el indice compuesto de paquete-anio (35). Con respecto a los exfumadores, los
sujetos que dejaron de fumar hace <2 afos tienen la misma probabilidad de tener periodontitis
que los fumadores. El riesgo de periodontitis tras >11 afios sin fumar es el mismo que en los no
fumadores (36). En base a estas consideraciones, la variable tabaquismo se analiz6 de dos
formas, considerando: 1) afios fumando solamente, y 2) afios fumando junto con cigarrillos
fumados (indice paquete-afio). En ambos analisis se introdujo un factor de correccion para los
exfumadores, de forma que cuantos mas afios hubiera dejado de fumar el sujeto, menor seria el

impacto del factor tabaquismo.
Para los afios de tabaquismo la férmula aplicada fue:

Afios fumando

Afios sin fumar
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Para los afos fumando y el nimero de cigarrillos (indice paquete-afio), la formula aplicada

fue:

Niumero de c1ga:1;1611105 al dia x 365 % Afios fumando

Afios 51;1fumar 41

Los anadlisis se realizaron con el programa informatico R (version 4.2.2) (37) y se siguieron

las recomendaciones de modelizacion predictiva de las directrices TRIPOD (38).

Los datos de las proteinas cuantificadas (valores de area de pico integrados tras la

normalizacion MLR) se transformaron logaritmicamente.

Se desarrollaron modelos predictivos de las proteinas utilizando el paquete de modelos
aditivos generalizados (en inglés “generalised additive models”, GAM) (version 1.22) (39).
Este paquete emplea un modelo paramétrico combinado y técnicas de suavizado utilizando un
algoritmo de ajuste posterior. La metodologia GAM generaliza los modelos lineales clasicos al
permitirles considerar distribuciones no gaussianas de las variables de respuesta y estimar
relaciones no lineales entre las variables predictoras y la variable objetivo, incorporando

funciones de suavizado (40,41).

El umbral de clasificacion para el valor de maxima precision (PRE) se determind utilizando
el paquete InformationValue (version 1.2.3) (42). El término precision (exactitud, accuracy)
corresponde a la proporcion de predicciones correctas, incluyendo verdaderos positivos y
verdaderos negativos, respecto al total de casos analizados. Las medidas de clasificacion PRE,
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN),
odds ratio diagndstica (ORD) y sus intervalos de confianza (IC) del 95% se calcularon mediante
el paquete pROC (version 1.18.0) (43). Este paquete también se utilizé para calcular el ABCy
sus IC del 95%. Las curvas caracteristicas operativas del receptor (en inglés “receiver operating
characteristic”, ROC) se construyeron con el paquete Epi (version 2.47) (44). Con el objetivo
de evaluar el sobreajuste de los modelos obtenidos, se aplicé un enfoque de validacion cruzada

(en inglés “cross-validation”) con tres particiones.
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3. Resultados

3.1. Caracteristicas clinicas

Los sujetos con periodontitis fueron significativamente mayores que los del grupo
periodontal sano. El nimero de no fumadores, fumadores y exfumadores difirid
significativamente entre los grupos clinicos. Ademas, los pacientes con periodontitis llevaban
mas tiempo fumando que los del grupo control, pero sin diferencias significativas en el nimero

de cigarrillos consumidos al dia.

En cuanto a los parametros clinicos de toda la boca, los valores de NPB, SS, PS y PIC
fueron significativamente superiores en los sujetos con periodontitis que en los sujetos de
control; asimismo, los niveles de SS, PS y PIC de las zonas muestreadas fueron

significativamente superiores en los pacientes con periodontitis (Tabla 1).

3.2.  Proteinas cuantificadas por SWATH-MS
La biblioteca espectral in silico creada estuvo compuesta por 37.985 transiciones, 4.556
péptidos y 427 proteinas. De ellas, 250 proteinas se cuantificaron mediante SWATH-MS

utilizando los criterios definidos previamente.
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Tabla 1. Edad, sexo, habito tabaquico y caracteristicas clinicas de los pacientes seleccionados asociados al

estado periodontal en el grupo de control y de periodontitis

Edad, afos 31,86 + 10,26 53,90 + 10,20 <0,001*
Género
No. Masculino 17 20 NS
No. Femenino 27 20
Habito tabaquico
No. Pacientes no fumadores 27 13
No. Pacientes fumadores 15 17 0,006
No. Pacientes exfumadores 2 10
No. Cigarrillos/dia 11,26 +7,49 16,87 + 10,45 NS*
No. Pacientes <10 cigarrillos/dia 7 7
No. Pacientes 10-20 cigarrillos/dia 8 14 NS
No. Pacientes >20 cigarrillos/dia 2 6
No. Afios fumando 11,75 £ 6,67 28,89 + 10,83 <0,001
No. Pacientes <5 afios fumando 2 1 NS
No. Pacientes >5 afios fumando 15 26
No. Afios sin fumar 7,00 £ 2,83 7,50+6,10 NS*
No. Pacientes <5 afios sin fumar 0 4 NS
No. Pacientes >5 afios sin fumar 2 6
Estadio periodontal
No. Pacientes estadio I11 NA 28 NA
No. Pacientes estadio IV NA 12
Grado periodontal
No. Pacientes grado B NA 17 NA
No. Pacientes grado C NA 23
Boca completa
No. Dientes 27,66 + 1,12 21,35+4,96 <0,001*
No. Zonas evaluadas 165,95+ 6,72 130,80 + 29,34 <0,001*
NPB, % 14,23 + 11,03 51,00 + 27,49 <0,001*
No. Pacientes NPB <30% 39 8 <0.001
No. Pacientes NPB >30% 5 32 ’
SS, % 3,98 +£2,65 50,90 + 19,42 <0,001*
No. Pacientes SS <10% 44 0
No. Pacientes SS 10-30% 0 6 <0,001
No. Pacientes SS >30% 0 34
PS, mm 1,75+ 0,29 3,60 £ 0,58 <0,001
% Zonas PS <3 mm 100 + 0,00 55,16 + 17,60 <0,001*
% Zonas PS 4-5 mm 0,00 + 0,00 33,31+ 10,73 <0,001*
% Zonas PS >6 mm 0,00+ 0,00 11,53 +£9,22 <0,001*
PIC, mm 0,01 +£0,03" 3,36+ 1,82 <0,001*
% Zonas PIC 0 mm 99,77 + 1,00 30,91 + 20,99 <0,001*
% Zonas PIC 1-2 mm 0,23 + 1,007 12,61 + 8,09 <0,001*
% Zonas PIC 3-4 mm 0,00 + 0,00 21,90 + 8,34 <0,001*
% Zonas PIC >5 mm 0,00 + 0,00 34,57 + 25,89 <0,001*
Bolsas subgingivales muestreadas
SS, % 0,85+ 3,19 87,25+ 16,48 <0,001*
PS, mm 1,91 + 0,40 6,09+ 0,75 <0,001*
PIC, mm 0,00 = 0,00 6,08 £ 1,75 <0,001*

Abreviaturas: No.: nimero; NPB: nivel de placa bacteriana; SS: sangrado al sondaje; PS: profundidad de sondaje; mm: milimetros; PIC: pérdida de insercion

clinica; NA: no aplicable; N'S: no significante.

*: Test U de Mann-Whitney (variable de distribucion no normal).

F: Valores PIC diferentes de 0 por razones traumaticas, no de origen periodontal.

Los valores indican las medias + desviaciones estandar y, en algunos casos, el nimero de pacientes o el porcentaje de zonas. Se establecio un valor p significativo

<0,05.




3.3. Modelizacion predictiva de las proteinas del FGC

3.3.1. Precision diagndstica de las proteinas del FGC sin ajustar
De las ocho proteinas seleccionadas, siete mostraron una ABC de 0,797-0,969 valores que,
segin Hosmer et al., se consideran de aceptables a excepcionales (45). En contraste, la

subunidad de la hemoglobina (Hb) alfa mostré una ABC pobre de 0,650.

Ordenadas de mayor a menor PRE (sensibilidad/especificidad) estos biomarcadores
fueron: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) con un 91,7% (95,0%/88,6%), Hb
beta con un 83,3% (87,5%/75,0%), queratina, tipo II citoesquelética 6A con un 82,1%
(92,5%/68,2%), inhibidor de la proteasa plasmatica C1 con un 81,0% (82,5/79,6%), proteina
del granulo de zimégeno 16 homologa B (ZG16B) con un 79,8% (82,5%/77,3%), Hb delta con
un 78,6% (75,0%/79,6%), anhidrasa carbonica 1 con un 75,0% (75,0%/75,0%), y Hb alfa con
un 64,3% (42,5%/84,1%) (Figuras 1-8).

GAPDH (P04406)
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Figura 1. Curvas ROC de la GAPDH subgingival para diferenciar la periodontitis de la salud periodontal

no ajustada y ajustada por edad y habito tabaquico (afios fumando y cigarrillos fumados).

Abreviaturas: GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; ABC: area bajo la curva; PRE: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor
predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; ORD: odds ratio diagnostica.
En cada celda, el valor se refiere a las medidas de rendimiento corregidas por el nivel de optimismo, calculado mediante validacion cruzada con tres particiones.
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3.3.2. Precision diagnostica de las proteinas del FGC ajustadas por edad

La precision diagnodstica de todos estos biomarcadores aument6 cuando se tuvo en cuenta
la edad, demostrando valores excepcionales de ABC de 0,948-0,990 (45). La PRE incremento
a 88,1-96,4% (sensibilidad/especificidad de 87,5-97,5%/81,8-97,7%) representando una
mejora entre el 2,4% para la GAPDH hasta un 26,2% para la Hb alfa, debido a un aumento de
la sensibilidad del 55% (Figuras 1 y 8).

Las proteinas ajustadas por edad ordenadas de mayor a menor PRE (sensibilidad/
especificidad) fueron: inhibidor de la proteasa plasmatica C1 con un 96,4% (97,5%/95,5%),
GAPDH con un 94,1% (92,5%/95,5%), Hb beta con 92,9% (87,5%/97,7%), queratina tipo II
citoesquelética 6A, y Hbs alfa y delta las tres con un 90,5% (95,0%/84,1% y 97,5%/84,1% para
las dos Hbs), y ZG16B y anhidrasa carbdnica 1 ambas con 88,1% (95,0%/81,8% para ambas).

Queratina, tipo Il citoesquelética 6A (P02538)
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Figura 2. Curvas ROC de la queratina, tipo II citoesquelética 6A subgingival para diferenciar la
periodontitis de la salud periodontal no ajustada y ajustada por edad y habito tabaquico (afios fumando y

cigarrillos fumados).

Abreviaturas: ABC: area bajo la curva; PRE: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;
ORD: odds ratio diagnostica.
En cada celda, el valor se refiere a las medidas de rendimiento corregidas por el nivel de optimismo, calculado mediante validacion cruzada con tres particiones.
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Figura 3. Curvas ROC de la ZG16B subgingival para diferenciar la periodontitis de la salud periodontal no

ajustada y ajustada por edad y habito tabaquico (afios fumando y cigarrillos fumados).

Abreviaturas: ZG16B: proteina del granulo de zimogeno 16 homologa B; ABC: area bajo la curva; PRE: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad,
VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; ORD: odds ratio diagnostica.
En cada celda, el valor se refiere a las medidas de rendimiento corregidas por el nivel de optimismo, calculado mediante validacion cruzada con tres particiones.

3.3.3. Precision diagndstica de las proteinas del FGC ajustadas por habito tabaquico

Considerando el habito tabaquico, los valores predictivos también incrementaron
obteniéndose resultados similares entre los afios fumando y el indice paquete-afio. La ABC
oscilo desde valores aceptables a excepcionales de 0,754-0,980 y 0,754-0,955 (45), con una
PRE de 72,6-92,9% (sensibilidad de 57,5-95,0%/especificidad de 72,7-90,9%) y 71,4-91,7%
(67,5-92,5%/70,5-93,2%), respectivamente.

Esto supuso incremento de la PRE entre el 2,3-28,6% (afios fumando) y 1,2-27,4% (indice
paquete-afio), correspondiendo en ambas comparativas el valor mas bajo a la ZG16B y Hb alfa
el mas elevado (Figuras 3 y 8). Las excepciones fueron la GAPDH con una disminucién de la
PRE considerando los afios de tabaquismo (-6,0%) y el indice paquete-afio (-20,3%), asi como
la Hb beta con una reduccién de la PRE considerando los afos fumando (-10,7%) (Figuras 1y

6).

Cabe destacar que seis de los ocho biomarcadores presentaron valores de PRE mas altos

teniendo en cuenta los afios de tabaquismo. Ordenados de mayor a menor PRE
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(sensibilidad/especificidad), estos fueron: Hb alfa con 92,9% (95,0%/90,9%), queratina, tipo II
citoesquelética 6A y Hb delta ambas con 90,5% (90,0%/90,9% vy 85,0%/90,9%
respectivamente), inhibidor de la proteasa plasmatica C1 con 86,9% (90,0%/81,8%), GAPDH
con 85,7% (87,5%/84,1%) y ZG16B con 82,1% (72,5%/90,9%) (Figuras 1-4, 7 y 8). Por lo
tanto, si comparamos los afios de tabaquismo con respecto al indice de paquete-afio, la PRE
aument6 en 1,1-14,3% con una mejora de la sensibilidad y especificidad hasta el 15,0% y el

13,6%, respectivamente.

Por otro lado, la anhidrasa carbonica 1 y la Hb beta presentaron mejores valores ajustando
por el indice paquete-afio, con una PRE del 89,3% (87,5%/90,9%) y 88,1% (85,0%/79,6%),
respectivamente (Figuras 5 y 6). Si comparamos el indice paquete-afio con el nimero de afios
fumando, supuso un incremento de la PRE del 7,2% para la primera, debido a un aumento en
la especificidad del 18,2%, y del 15,5% para la segunda, en este caso atribuido a una ganancia

del 27,5% en la sensibilidad.

Inhibidor de la proteasa plasmatica C1 (P05155)
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Figura 4. Curvas ROC del inhibidor de la proteasa plasmatica C1 subgingival para diferenciar la
periodontitis de la salud periodontal no ajustada y ajustada por edad y habito tabaquico (afios fumando y

cigarrillos fumados).
Abreviaturas: ABC: area bajo la curva; PRE: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;

ORD: odds ratio diagnostica.
En cada celda, el valor se refiere a las medidas de rendimiento corregidas por el nivel de optimismo, calculado mediante validacion cruzada con tres particiones.
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Anhidrasa carbénica 1 (P00915)
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Figura 5. Curvas ROC de la anhidrasa carbénica 1 subgingival para diferenciar la periodontitis de la salud
periodontal no ajustada y ajustada por edad y habito tabaquico (afios fumando y cigarrillos fumados).

Abreviaturas: ABC: area bajo la curva; PRE: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;
ORD: odds ratio diagnostica.
En cada celda, el valor se refiere a las medidas de rendimiento corregidas por el nivel de optimismo, calculado mediante validacion cruzada con tres particiones.

Hb beta (P68871)
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Figura 6. Curvas ROC de la Hb beta subgingival para diferenciar la periodontitis de la salud periodontal

no ajustada y ajustada por edad y habito tabaquico (afios fumando y cigarrillos fumados).
Abreviaturas: Hb: subunidad de la hemoglobina; ABC: area bajo la curva; PRE: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo

positivo; VPN: valor predictivo negativo; ORD: odds ratio diagnostica.
En cada celda, el valor se refiere a las medidas de rendimiento corregidas por el nivel de optimismo, calculado mediante validacion cruzada con tres particiones.

20



Hb delta (P02042)

- ) J"-'_'
5 34 5 3
Ajustado por Edad
S 7 | | ABC PRE (%)[SENS/ESPEC (%)VPP/VPN (%)ORD S 1 | ABC |PRE (%)[SENS/ESPEC (%)VPP/VPN (%) ORD
s | 10,854 78,6 75,0/79,6 79,0/78,3 14,0 = 4 10,951 90,5 97,5/84,1 84,8/97,4 [206,0
DjO 072 0!4 076 UTB 170 DTU Uf2 0{4 076 D.TS 1?0
- 1-Specificity - 1-Specificity
& 3 8 3
S 7 | ABC PRE (%)[SENS/ESPEC (%)VPP/VPN (%) ORD S 7 || ABC |PRE (%)SENS/ESPEC (%)VPP/VPN (%) ORD
< 4 10,959 90,5 85,0/90,9 90,9/87,5 |119,0 2 ,912 84,5 75,0/86,4 86,4/80,4 41,0
D‘FG 0?2 054 0?6 D!B !iO 0%0 D‘,Z 074 0!8 0!8 1{0
1-Specificity 1-Specificity

Figura 7. Curvas ROC de la Hb delta subgingival para diferenciar la periodontitis de la salud periodontal
no ajustada y ajustada por edad y habito tabaquico (afios fumando y cigarrillos fumados).
Abreviaturas: Hb: subunidad de la hemoglobina; ABC: area bajo la curva; PRE: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo

positivo; VPN: valor predictivo negativo; ORD: odds ratio diagndstica.
En cada celda, el valor se refiere a las medidas de rendimiento corregidas por el nivel de optimismo, calculado mediante validacion cruzada con tres particiones.

Hb alfa (P69905)

3z 8 3-
Ajustado por Edad
S |  ABC |PRE (%)SENS/ESPEC (%)VPP/VPN (%)ORD S ENS/ESPEC (%)VPP/VPN (%)
5 1 10,650 64,3 42,5/84,1 71,4/61,9 (4,0 g | 10,962 90,5 97,5/84,1 84,8/97,4 206,0
0:0 0‘2 0.‘4 OTS 0}8 1?0 D!O ufz 054 UTG 0?8 1!()
. 1-Speciicity - 1-Specificity
& 3 8 3-
Ajustado por Afios Fumando A ado por Afio ga 0 ado
S 7 | ABC PRE (%)SENS/ESPEC (%)VPP/VPN (%) ORD S 1 | ABC PRE (%)SENS/ESPEC (%)VPP/VPN (%) ORD
g 10,980 92,9 95,0/90,9 90,7/95,4 [190,0 S 0,955 91,7 92,5/88,6 88,4/93,2 1123,0
0.0 0?2 0?4 OI,6 0.‘8 1?0 010 0ﬂ2 0%4 U:G 078 170
1-Specificity 1-Specificity

Figura 8. Curvas ROC de la Hb alfa subgingival para diferenciar la periodontitis de la salud periodontal no

ajustada y ajustada por edad y habito tabaquico (afios fumando y cigarrillos fumados).
Abreviaturas: Hb: subunidad de la hemoglobina; ABC: area bajo la curva; PRE: precision; SENS: sensibilidad; ESPEC: especificidad; VPP: valor predictivo

positivo; VPN: valor predictivo negativo; ORD: odds ratio diagnostica.
En cada celda, el valor se refiere a las medidas de rendimiento corregidas por el nivel de optimismo, calculado mediante validacion cruzada con tres particiones.
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4. Discusion

El modelado predictivo de ocho biomarcadores del FGC demostraron valores de PRE que
oscilaron entre el 64% y el 92% para diagnosticar la periodontitis. Esta variabilidad se relacion6
con la marcada divergencia entre la sensibilidad y la especificidad de las proteinas, mostrando
valores desde pobres (42,5% y 68%, respectivamente) hasta excelentes o buenos (95% y 89%,
respectivamente) (46). Ajustandose por el habito tabaquico (considerando tanto los afios
fumando como el indice paquete-ano), la PRE aumentd en seis de estos biomarcadores,
alcanzando valores >81%. Las sensibilidades y especificidades variaron desde justas (67,5% y
73%, respectivamente) hasta excelentes (95% y 93%, respectivamente) para estas proteinas
(46). Sin embargo, la edad increment6 los parametros de clasificacion para todas las proteinas
obteniéndose en este caso, una PRE >88% con sensibilidades sobresalientes (87,5-97,5%) y

especificidades desde buenas (82%) hasta excepcionales (98%) (46).

4.1.  Precision diagnostica de los biomarcadores subgingivales sin ajustar y relacion
con la periodontitis
En la Tabla 2 estan recogidas las funciones generales y su posible relacion con la

periodontitis de los ocho biomarcadores subgingivales evaluados en este estudio.

Tabla 2. Funciones generales y relacionadas con la patogénesis de la periodontitis de las proteinas

subgingivales evaluadas.

g " Posible relaciéon con la
Nombre de la proteina Funcion

periodontitis
GAPDH Glucolisis (47) (T:g‘;lzeﬁg‘“n (48); Regulador de
Queratina, tipo II L, Mantener integridad del epitelio
citoesquelética 6A Cicatrizacién (30) (51
7ZG16B Progresion tumor pancredtico (52) | Homeostasis microbioma oral (53)

Inhibidor de la proteasa| Regula activacion complemento
plasmatica C1 (54)

Anhidrasa carbdnica 1 | Hidratacion reversible del CO, (56) | Regulacion del pH (57)
Hb alfa
Hb beta Transporte de oxigeno (58)
Hb delta

* Diferencia de expresion en la periodontitis con respecto a la salud periodontal demostrada en estudio previo (24). SUB indica menor expresion en la periodontitis
vs salud periodontal, SOBRE indica mayor expresion en la periodontitis vs salud periodontal

Abreviaturas: COz: dioxido de carbono; GAIT: gamma interferon-activated inhibitor of translation; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; Hb:
subunidad de la hemoglobina; P: Porphyromonas; TRAF2: tumour necrosis factor receptor-associated factor 2; ZG16B: proteina del granulo de zimogeno 16
homologa B.

Actividad antiinflamatoria (55)

Sangrado por inflamacion (59);
Degradacion por P. gingivalis (60)

Sin ajustar por ninguna variable clinica, la GAPDH fue la proteina con los mejores valores
de precision diagnoéstica, en linea con resultados previos (25). Este biomarcador fue el unico

que mostr6é una PRE superior al 90%, alcanzando los valores mas altos tanto en sensibilidad
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como en especificidad (95% y 89%, respectivamente). La GAPDH es una enzima glucolitica
(47), pero también se ha sefialado su posible rol en el sistema inmunologico del huésped. Por
un lado, forma parte del complejo inhibidor de la traduccién activado por interferon gamma (en
inglés “gamma interferon-activated inhibitor of translation”, GAIT), el cual actia como un
mecanismo antiinflamatorio (48,61). Por otro lado, ciertos patdogenos pueden inhibir la
capacidad de la GAPDH como regulador del factor 2 asociado al receptor del factor de necrosis
tumoral (en inglés “tumour necrosis factor receptor-associated factor 2”, TRAF2), el cual
interviene en la activaciéon de factores clave en la respuesta inflamatoria (49) Dado que
previamente se ha reportado que la GAPDH esta subexpresada en el FGC en los sujetos con
periodontitis (24), esta alteracion podria contribuir a una respuesta inflamatoria mas sostenida

o descontrolada, consistente con la etiopatogénesis de la periodontitis.

Ademas de la GAPDH, la queratina, tipo II citoesquelética 6A y la ZG16B subgingivales
también han demostrado estar menos expresadas en la periodontitis (24). La queratina mostro
una PRE ligeramente superior (82% vs 80%) relacionada con una mayor sensibilidad (92,5%
vs 82,5%), mientras que la ZG16B mostrd una mayor especificidad (77%), siendo este valor
pobre para la queratina (68%) (46). Las queratinas desempefian un papel esencial en la
inmunidad innata manteniendo la barrera epitelial. En la periodontitis, se producen alteraciones
estructurales e inflamatorias dafiando la integridad del epitelio gingival y favoreciendo la
invasion bacteriana (51). Aunque la relacion de la ZG16B con la periodontitis no estd
completamente esclarecida, se ha propuesto su implicacion en el mantenimiento de la

homeostasis del microbioma oral mediante la unién y eliminacién de bacterias comensales (53).

El inhibidor de la proteasa plasmatica C1 demostrd6 una excelente capacidad para
diagnosticar la periodontitis (sensibilidad del 82,5%) y buena para diferenciar la salud
periodontal (especificidad del 80%) (46). A diferencia de las proteinas anteriores, este
biomarcador se encontro sobreexpresado en la periodontitis (24). Su incremento podria reflejar
un intento del hospedador por contrarrestar el desequilibrio inflamatorio, ya que regula la
activacion del sistema del complemento y de proteasas inflamatorias, ejerciendo una funciéon

antiinflamatoria (54,55).

La anhidrasa carbonica 1 presentd una buena sensibilidad y justa especificidad con un 75%
para ambos parametros de clasificacion (46). Aunque se desconoce su relacion directa con la

periodontitis, se ha sefialado que esta enzima, presente en las células inmunitarias
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polimorfonucleares, podria participar en la regulacién del pH local mediante la produccion de
bicarbonato. Este bicarbonato favorece la alcalinizacion del entorno, el cual ha sido vinculado

con estadios avanzados de periodontitis y respaldaria su sobreexpresion en la periodontitis

(24,57).

En cuanto a las Hbs alfa, beta y delta se observaron diferencias relevantes entre ellas en
cuanto a su rendimiento diagnostico. Previamente, las tres subunidades fueron halladas
sobreexpresadas en la periodontitis (24), relacionado con el mayor sangrado gingival
espontaneo a pesar de descartarse las muestras notablemente contaminadas por sangre (59).
Ademas, bacterias periodontopatéogenas como la Porphyromonas gingivalis han desarrollado
mecanismos para capturar y degradar la hemoglobina, liberando subunidades durante el proceso
pudiéndose detectar en el FGC (60). Sin embargo, mientras la PRE fue similar para las Hbs
beta y delta entorno al 80%, la Hb alfa demostré la menor PRE (64%) relacionada con una
sensibilidad marcadamente baja (42,5%). Esta discrepancia podria deberse a una mayor

variabilidad interindividual en los niveles de Hb alfa.

4.2. Influencia de las variables clinicas de edad y habito tabaquico en la capacidad
predictiva de los biomarcadores subgingivales

Ajustandose la precision diagnodstica de las proteinas de acuerdo con la edad, se produjo

un incremento de la PRE de todos los biomarcadores entre 2-26% mostrando valores excelentes

de sensibilidad >87% y buena especificidad >81% (46). El inhibidor de la proteasa plasmatica

C1 obtuvo la mejor capacidad predictiva con valores de sensibilidad y especificidad >95%,

seguida de la GAPDH con resultados >92%.

Cabe destacar que la Hb alfa fue la proteina que mostr6 el mayor incremento en la PRE
alcanzando un valor de 90,5%. Como se menciond previamente, la sensibilidad de la Hb alfa
fue extremadamente baja; sin embargo, al considerarse la edad, este pardmetro aument6 en un
55%, superando el 97%. Si bien la precision diagnostica de las otras Hbs, beta y delta, también
mejoro al ajustarse por edad, los incrementos fueron de menor magnitud, obteniéndose valores
de PRE similares a la Hb alfa (93% y 90,5%, respectivamente). En consecuencia, la edad actua
como una variable influyente en las Hbs, siendo particularmente relevante en el caso de la Hb

alfa.

La influencia de la edad puede estar relacionado con los cambios inmunoldgicos asociados

al envejecimiento, conocidos como “inmunosenescencia’, que comprometen la capacidad del
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individuo para responder a infecciones. Este proceso se asocia frecuentemente con un estado
proinflamatorio crénico, denominado con el término en inglés “inflammaging” (62). En el
contexto periodontal, este fendmeno se manifiesta en una respuesta inmune alterada y menos
efectiva, produciendo alteraciones en el proteoma periodontal relacionadas con el progreso de
la periodontitis (62-64). Estos hallazgos respaldan el impacto de la edad en la precision
diagnostica de las proteinas siendo un factor relevante en la mejora del rendimiento de los

modelos predictivos.

A diferencia de la edad, el impacto del tabaco fue mas heterogéneo y dependiente de la
proteina considerada. En seis de las ocho proteinas la PRE aument6 entre 1-29%, aunque la
sensibilidad y especificidad mostraron més variabilidad, con valores desde <70% hasta >90%.
En cinco de estos biomarcadores, el nimero de afios fumando fue un factor mas relevante que
la cantidad de cigarrillos fumados, observandose una diferencia de hasta un 6% en la PRE para
la Hb delta, debido a una mayor sensibilidad y especificidad (85% vs 75% y 91% vs 86%,

respectivamente).

No obstante, en el caso de la anhidrasa carbonica 1, resulté mdas influyente los afos
fumando en conjunto con el nimero de cigarrillos fumados con una diferencia en la PRE del
7% debido a un incremento de la especificidad superior al 18%. De hecho, esta proteina ajustada
por el indice paquete-afio mostr6é una PRE incluso ligeramente superior al obtenido con la edad
(89% vs 88%). Por lo tanto, la precision diagnoéstica de la anhidrasa carbdnica 1 se ve alterada

practicamente en la misma medida por la edad que por el indice paquete-afio.

Por el contrario, la GAPDH mostré una disminucion de la PRE del 6% considerando los
afos fumando (92% vs 86%) y superior a un 20% de acuerdo también con el indice paquete-
afo (71%). Esto podria estar relacionado con su alta precision diagndstica sin necesidad de
ajustar por ninguna variable clinica, de modo que la introduccion del habito tabaquico afiade
heterogeneidad al modelo, reduciendo su capacidad para diferenciar entre sujetos sanos y con
periodontitis. De hecho, considerando la edad, aunque mejord el rendimiento, fue la proteina
menos beneficiada al incluir esta variable. En consecuencia, la GAPDH subgingival demuestra

ser un biomarcador robusto frente a la edad, pero susceptible al efecto del tabaquismo.

Asimismo, las Hbs mostraron un comportamiento dispar de acuerdo con el hébito
tabaquico. La Hb beta mostré un aumento de la PRE en torno al 5% al ajustarse por el numero

de cigarrillos (83% vs 88%), pero una disminucion del 11% al considerar s6lo los afios fumando
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(73%), asociada a una reduccion de la sensibilidad de un 30% (87,5% vs 57,5%). En contraste,
las Hbs alfa y delta incrementaron su PRE al ajustarse por ambas variables tabaquicas, siendo
mas relevante los afios fumando. De hecho, la Hb delta alcanzé la misma PRE-cs que al
ajustarse por edad (90,5%), y en la Hb alfa fue incluso superior (90,5% vs 93%). Estos
resultados destacan las diferencias del impacto del tabaco sobre la precision diagndstica de estos

biomarcadores.

La diversidad en los resultados obtenidos de acuerdo con la variable tabaquica puede
deberse, en parte, a la dificultad inherente a medir con precision el habito tabaquico, ya que la
exposicion se estimo a partir de informacién proporcionada por los propios pacientes,
susceptible a sesgos de recuerdo y errores de estimacion (65). Ademas, el tabaco ejerce efectos
complejos sobre la cascada inflamatoria, exacerbando la respuesta inmunitaria patologica, pero
también atenuando la funcién defensiva normal del sistema inmune (15,65). De hecho, este
impacto ha demostrado persistir incluso tras dejar de fumar (16), hallandose también diferencias
protedmicas en la expresion de proteinas subgingivales entre exfumadores y sujetos que nunca

han fumado (19).

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la edad ejerce un impacto mas uniforme y
predecible sobre la capacidad de las proteinas subgingivales para discriminar entre la salud y la
periodontitis, mejorando de forma consistente la precision diagnostica de los modelos. Este
patron coincide con observaciones previas en proteinas salivales, donde la edad se ha revelado
como un factor mas determinante que el tabaco (26), mientras que, en este estudio, en el entorno

subgingival el impacto del habito tabaquico es mas complejo y especifico de cada biomarcador.

4.3. Relevancia clinica y perspectivas futuras

A pesar de que los parametros clinicos siguen siendo el método de referencia en el
diagnostico de la periodontitis, se ha destacado la potencial utilidad de los biomarcadores para
superar sus limitaciones especialmente relacionadas con la dificultad para detectar estadios
tempranos, asi como su subjetividad relativa dependiente del profesional (29,66). En este
sentido, las técnicas protedmicas resultan especialmente utiles, ya que proteinas identificadas
en el FGC mediante estos métodos han demostrado una alta capacidad diagnoéstica (25,67-69).
Estos resultados refuerzan el valor y la utilidad de la protedmica como herramienta de apoyo al
diagnostico clinico, con potencial para ser trasladado especialmente a entornos especializados

(70).
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Ademas, previamente se ha sefialado la necesidad de combinar varios biomarcadores para
incrementar la precision diagnoéstica, debido a la compleja etiopatogénesis de la enfermedad
(71), alcanzandose valores excepcionales al asociar dos proteinas subgingivales (25). No
obstante, en este estudio hallamos que proteinas individuales ajustadas por la edad alcanzan

resultados similares, siendo mas viable su traslado a la practica clinica.

Sin embargo, en este estudio incluimos sujetos con condiciones clinicas marcadamente
divergentes, salud periodontal y periodontitis avanzada (estadios III-IV). Este enfoque
maximiza la diferenciacion de las proteinas, lo cual estd justificado en fases iniciales del
descubrimiento de biomarcadores. Con el objetivo de incrementar la aplicabilidad clinica,
futuros estudios deberan incluir condiciones periodontales mas heterogéneas como
periodontitis en estadios iniciales I-II e incluso gingivitis. Esto permitirad determinar si el
impacto de las variables clinicas como edad y hébito tabaquico se mantiene o varia dependiendo

de la condicion periodontal.

Idealmente, la inclusion de un espectro clinico mas amplio debera ir acompafiada de un
incremento del tamafio muestral. Si bien la muestra analizada es superior a la mayoria de los
estudios proteémicos previos (68,69,72-74), no fue suficiente para desarrollar modelos
multivariantes que permitieran considerar la edad y habito tabaquico simultineamente en el
mismo modelo predictivo sin riesgo de sobreajuste. Una mayor representatividad y
heterogeneidad poblacional permitiria mejorar la generalizacion de los hallazgos y afinar el

efecto combinado de estos factores de riesgo.

Por otro lado, aunque SWATH-MS se considera una técnica altamente reproducible y
precisa (21), estos resultados deben ser validados. Tradicionalmente, se ha recurrido a métodos
como el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (en inglés “enzyme-linked
immunosorbent assay”, ELISA), “Western blot” o matrices de proteinas (en inglés “protein
arrays”) (75-77), ya que ofrecen mayor especificidad frente a proteinas individuales (78). No
obstante, estas técnicas también presentan limitaciones importantes como la dependencia de
anticuerpos altamente especificos y una menor sensibilidad para detectar algunas proteinas
(79,80). En consecuencia, la tendencia actual se orienta hacia métodos alternativos de
validacion como el empleo de SWATH-MS en una cohorte independiente de sujetos o
considerar la utilizacion de técnicas de espectrometria de masas dirigidas como “selected

reaction monitoring” (SRM) (81).
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5. Conclusion

En conclusion, tanto la edad como el héabito tabaquico influyen en la precision diagndstica
de las proteinas subgingivales para detectar la periodontitis. No obstante, el impacto de la edad
resulta mas consistente y sistematico, mejorando el rendimiento de todas las proteinas
evaluadas (GAPDH, queratina, tipo II citoesquelética 6A, ZG16B, inhibidor de la proteasa
plasmatica C1, anhidrasa carbdnica 1 y las Hbs alfa, beta y delta), permitiendo alcanzar valores
predictivos excepcionales. En contraste, el efecto del habito tabaquico es mas heterogéneo y
dependiente del biomarcador, con una precision diagnostica que oscild entre valores justos y
excelentes, pero afectando negativamente a proteinas como la GAPDH. Estos hallazgos
subrayan la importancia de considerar estas variables clinicas al evaluar biomarcadores
subgingivales para el diagnostico de la periodontitis. No obstante, estos resultados deben ser

validados en futuras investigaciones.
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