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Protocolos para la toma de muestra de fluido crevicular gingival para
realizar la prueba de biomarcadores (ELISA). Revision de literatura

Resumen

Introduccion: El fluido crevicular gingival (GCF) es una matriz
diagndstica valiosa, reflejando directamente los procesos inflamatorios y
de remodelacion en tejidos periodontales y periimplantarios. La
cuantificacion de biomarcadores mediante ELISA ofrece alta sensibilidad
y especificidad; sin embargo, la variabilidad en los métodos de recoleccién
limita la comparabilidad entre estudios y su aplicacion clinica.

Objetivo: Analizar criticamente los protocolos de recoleccién de GCF en
estudios con ELISA, identificando factores que afectan la calidad,
reproducibilidad y utilidad clinica de los resultados.

Metodologia: Se realizd una revision narrativa de articulos publicados
entre 2015 y 2025 en bases de datos internacionales, seleccionando
Unicamente aquellos con descripcidon detallada de los procedimientos de
recoleccion de GCF para ELISA.

Discusion: El GCF es accesible, especifico del sitio y minimamente
invasivo. ELISA es confiable para evaluar inflamacion y actividad dsea.
Sin embargo, la gran variabilidad metodoldgica en aspectos como
material absorbente, tiempo de recoleccion, control de contaminacion y
almacenamiento genera inconsistencias que comprometen la
reproducibilidad, constituyendo la principal barrera para su uso clinico
estandarizado.

Conclusiones: El GCF analizado mediante ELISA tiene un alto potencial
como biomarcador diagnéstico y prondstico de enfermedades
periodontales y sistémicas. El desafio central sigue siendo la ausencia de
lineamientos metodoldgicos estandarizados. Unificar estos
procedimientos es esencial para validar sus ventajas y trasladar sus
beneficios a la practica profesional.

Palabras clave: Biomarcadores, Liquido del Surco Gingival, Ensayo de
Inmunoadsorcién Enzimatica, Protocolo de Ensayo Clinico



Abstract

Introduction: Gingival crevicular fluid (GCF) is a valuable diagnostic
matrix, directly reflecting inflammatory and remodeling processes in
periodontal and peri-implant tissues. The quantification of biomarkers
using ELISA offers high sensitivity and specificity; however, variability in
collection methods limits comparability across studies and clinical
applicability.

Objective: To critically analyze GCF collection protocols in ELISA studies,
identifying factors that affect the quality, reproducibility, and clinical utility
of the results.

Methodology: A narrative literature review of articles published between
2015 and 2025 in international databases was conducted, selecting only
those with a detailed description of GCF collection procedures for ELISA.

Discussion: GCF is accessible, site-specific, and minimally invasive.
ELISA is reliable for assessing inflammation and bone activity. However,
the wide methodological variability in aspects such as absorbent material,
collection time, contamination control, and storage generates
inconsistencies that compromise reproducibility, constituting the main
barrier to its standardized clinical use.

Conclusions: GCF analyzed by ELISA has high potential as a diagnostic
and prognostic biomarker for periodontal and systemic diseases. The
central challenge remains the absence of standardized methodological
guidelines. Standardizing these procedures is essential to validate their
advantages and implement their benefits in professional practice.

Keywords: Biomarkers, Gingival Crevice Fluid, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, Clinical Trial Protocol

1. INTRODUCCION

El fluido crevicular gingival (GCF, por sus siglas en inglés) es una
exudacion especifica del sitio que refleja el proceso inflamatorio local, lo
cual permite caracterizar molecularmente los tejidos periodontales mas
alla de los parametros clinicos convencionales (1). Debido a su proximidad
con la unién epitelial, el GCF ha sido utilizado cémo medio diagndstico en
periodoncia para identificar tanto el estado de salud como las fases activas
de la enfermedad (2). En este contexto, el analisis inmunoenzimatico tipo



ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) se ha posicionado como
una técnica altamente sensible y especifica para la deteccion de
biomarcadores presentes en el GCF (3).

Sin embargo, la precision de los resultados de ELISA depende
criticamente de los protocolos empleados para la toma, conservacion vy
procesamiento de las muestras de GCF (3). Pese a que multiples estudios
han validado la eficacia del ELISA para detectar citoquinas como IL-1B,
IL-6 o MMP-8 en GCEF, las condiciones preanaliticas varian ampliamente
entre investigaciones, lo cual introduce sesgos de cuantificacion y limita
la comparabilidad de resultados (4). Esto se acentua en estudios donde
la recoleccidn se realiza sin aislamiento adecuado del sitio o con papeles
absorbentes no estandarizados, comprometiendo la validez de los
hallazgos (3).

A pesar de los avances metodoldgicos, la literatura evidencia una notable
heterogeneidad técnica en los protocolos de muestreo para ELISA, donde
factores cdmo la duraciéon del contacto con el papel absorbente, la
seleccion del sitio de muestreo, la técnica de aislamiento y las condiciones
de transporte pueden influir significativamente en la estabilidad de las
proteinas detectadas, lo que plantea dudas metodoldgicas relevantes en
torno a su implementacién como herramienta diagnostica de uso clinico
rutinario (2,5).

Esta falta de estandarizacién impide la comparaciéon entre estudios y
compromete la reproducibilidad de los hallazgos. En consecuencia, no solo
se dificulta la implementacién clinica del GCF cdmo medio diagndstico,
sino que también se ve afectada la validez de biomarcadores propuestos
para enfermedades periodontales y sistémicas (6).

En este sentido, estudios como el de Dolinska et al. han demostrado que
la aplicacién de técnicas quirdrgicas minimamente invasivas, combinadas
o0 no con el uso de laser, puede afectar la concentracion de proteinas
proinflamatorias como la MMP-9 y la IL-8 en el GCF, lo que subraya la
necesidad de considerar el contexto clinico al momento del muestreo (7).
Asimismo, se resalta la importancia de GCF no solo en enfermedades
periodontales, sino también codmo fuente diagnostica potencial en
patologias relacionadas con el recambio éseo de la mandibula, lo que
requiere validar su comportamiento en distintas condiciones fisioldgicas

(8).

Por otro lado, la sensibilidad de biomarcadores en GCF puede variar
cuando se compara con otras matrices como la saliva u enjuague oral, lo
que refuerza la importancia de establecer parametros especificos para su
uso (9). Las diferencias documentadas en la expresidn de proteinas
inmunorreguladoras como IL-1RA y MMP-9 en dientes temporales en



proceso de resorcidon, destacan que incluso la etapa del desarrollo dental
puede influir en los resultados del analisis (10).

El propdsito de esta revisidon fue analizar criticamente los protocolos
utilizados para la toma de muestra de fluido crevicular gingival en estudios
que emplean la técnica ELISA para la detecciéon de biomarcadores, con el
fin de identificar los criterios metodoldgicos clave que afectan la calidad,
reproducibilidad y utilidad clinica de los resultados. Para ello se
identificaron los métodos de recoleccion de fluido crevicular gingival (GCF)
mas empleados en investigaciones basadas en ELISA, describiendo sus
principales caracteristicas técnicas. Asimismo, se evaluaron las
variaciones relacionadas con el tipo de papel absorbente, el tiempo de
contacto y los criterios de exclusidon de muestras presentes en los estudios
revisados. Finalmente, se analizaron las condiciones de almacenamiento
y conservacién del GCF previo al analisis por ELISA, considerando su
impacto en la estabilidad de los biomarcadores.

2. METODOLOGIA

Para orientar la revisidon, se formuld la pregunta de investigacion
siguiendo la estrategia PICO (Paciente/Problema, Intervencion,
Comparacion, Outcome). Se incluyeron estudios realizados en pacientes
con enfermedad periodontal, en algunos casos contrastados con sujetos
sanos o con condiciones sistémicas asociadas. La intervencién de interés
correspondié a la toma de muestras de fluido crevicular gingival (GCF)
mediante tiras o conos absorbentes y su posterior analisis por ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA). Cuando estuvo disponible, se considerd
cOmo comparaciéon tanto a los controles sanos cdmo a otros métodos de
analisis, tales como técnicas protedmicas, microarrays o ELISA multiplex.
El desenlace principal fue la deteccién y cuantificacion de biomarcadores
inflamatorios y d6seos en el fluido crevicular gingival, con el fin de
establecer su utilidad diagndstica, prondstica y de monitoreo clinico en la
enfermedad periodontal.

Esta investigacion mantiene un enfoque cualitativo, es una revision de la
literatura, cuyo objetivo es analizar y sintetizar criticamente los protocolos
utilizados para la recoleccion de fluido crevicular gingival (GCF) en
investigaciones que emplean la técnica ELISA para la deteccion de
biomarcadores, valorando su validez metodoldgica, consistencia y
aplicabilidad clinica, la busqueda se realizdé desde el mes de mayo hasta
julio. Cémo limitacién, no se realizé el registro en PROSPERO.

La busqueda bibliografica se llevd a cabo en bases de datos cientificas
reconocidas y de alto impacto cdémo PubMed, Scopus, SciELO, Elsevier y
Web of Science. Se utilizé una estrategia de busqueda estructurada,
combinando descriptores en inglés mediante operadores booleanos:



("gingival crevicular fluid" OR "GCF") AND ("ELISA") AND ("collection" OR
"sampling" OR "protocol" OR "methodology") AND ("biomarkers").

Criterios de inclusién:

« Estudios originales y revisiones sistematicas publicados entre 2015
y 2025.

« Estudios que describieran explicitamente el protocolo de recoleccion
de GCF con fines analiticos mediante ELISA.

« Publicaciones en inglés, espafol o ruso indexadas en revistas
clasificadas en los cuartiles Q1 a Q4 del Journal Citation Reports
(JCR) o el Scimago Journal Rank (SJR).

Se excluyeron:

« Reslmenes de congresos, comunicaciones breves, reportes
técnicos y articulos duplicados.

« Estudios que utilizaran matrices distintas al GCF para el analisis de
biomarcadores mediante ELISA.

« Articulos que no fuesen en inglés, ruso ni espafiol.

Tras aplicar los filtros por titulo y resumen, se realizd una lectura critica
del texto completo de los documentos seleccionados. Se identificaron
inicialmente 55 articulos, de los cuales 11 cumplieron con los criterios de
inclusidon y fueron utilizados para la sintesis cualitativa.

En la extraccidon de datos se analizaron aspectos clave como:

« Tipo de papel absorbente utilizado para recolectar el GCF.

o Tiempo de muestreo.

o Condiciones de aislamiento del sitio.

« Almacenamiento de la muestra antes del analisis.

« Biomarcadores evaluados y reproducibilidad metodoldgica.

Los resultados fueron organizados en una matriz comparativa (Tabla 1ay
Tabla 1b) y se discutieron a la luz de los principios de validez interna,
reproducibilidad y utilidad diagndstica del GCF cémo fuente de
biomarcadores analizados mediante ELISA.
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3. RESULTADOS
Tabla 1a. Caracteristicas generales de los estudios

Informes excluidos (n = 2)
Razén: Tipo de estudio

incluidos en la

revision.
NO | Titulo Aut9r(es) Pais Dlsenp del | Tipo L de Blomarpador DOI Referencia
y ano estudio poblacién es analizados
Biomarkers M|\14LI;_18[3, (12)
from Peri- Delucchi - Pacientes con Lo 10.3390/
. Revisién . procalcitonin | :;
1 Implant et al., Italia sistemética implantes a ijms2404
Crevicular 2023 dentales ! 3202
. colagenasas.
Fluid
Biomarkers (13)
in Oral Fluids Jiménez Revision Pacientes con S100A8, 10.3390/
2 as Diagnostic | et al., Chile narrativa psoriasis y | IL-18, sE- | life12040
Tool for | 2022 controles selectina... 501
Psoriasis
Oral and (8)
Gingival IL-1, IL-
Crevicular Pacientes con ! 10.3390/
- . . ) 17, IL-18, | . -
Fluid Fadli et Malasi | Scoping enfermedades diagnosti
3 . : : TNF-a, MMP-
Biomarkers for | al., 2024 a Review periodontales y 2 MMP-9 cs141921
Jawbone Oseas ! "84
OPG...
Turnover
Diseases...
Characteriza (18)
ton of the| Versche | Multin | Revision |, . IL-35, PAF, .12}11\222
4 Internal ure et al., | acional narrativa ocupacional cathepsina 12.023—11.7
Working-Life 2023 (Europa) | con pilotaje P B, ICTP W
Exposome -
Analysis  of (14)
Gingival . . Pacientes con Aggrecan, 10.1016/
. . Italiay Estudio ; CCL-2, IL- | i
Crevicular Nibali et . . sindrome j.jdent.2
5 - Reino observacion " 11, IL-6, IL-
Fluid al., 2022 . - metabdlico y 022.1040
) . Unido al analitico - L 8, MMP-8,
Biomarkers in periodontitis Resistin 65

Patients  with



https://doi.org/10.3390/ijms24043202
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https://doi.org/10.3390/life12040501
https://doi.org/10.3390/life12040501
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https://doi.org/10.3390/diagnostics14192184
https://doi.org/10.3390/diagnostics14192184
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https://doi.org/10.1016/j.envres.2023.117001
https://doi.org/10.1016/j.envres.2023.117001
https://doi.org/10.1016/j.envres.2023.117001
https://doi.org/10.1016/j.envres.2023.117001
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2022.104065
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2022.104065
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2022.104065
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2022.104065

Metabolic
Syndrome
GUM  Fluid (17)
Biomarkers in Estudio Pacientes  con IL-1B, 1IL-|10.35630
Personalized Ostrovsk observacion | gingivitis o 6, IL-17, | /2199-
Diagnostics of | aya et al., Rusia al ger?odontitis TNF-a, IL-8,|885X/20
Inflammatory | 2021 Siaancstico Eontmles YImcp-1, 1IL-|21/11/4.
Periodontal 9 1RA, VEGF |30
Diseases
Immunoassa (10)
y Analysis of
Proteins in Estudio Pacientes con IL-1B, IL-
Gingival Rody Jr. Estados | clinico dientes 1RA, RANKL, 10.2319
. et al., - ) h 032415-
Crevicular 2016 Unidos (split- deciduos en | OPG, MMP-9, 195 1
Fluid Samples mouth) reabsorcion DSP I
from Resorbing
Teeth
Utility of (15)
Gingival L-plastin
Crevicular Buduneli EE. s Pacientes con p / 10.1111/
; Revision IL-18, MMP-
Fluid et al., | UU. A s enfermedad prd.1259
sistematica - 8, IL-6, IFN-
Components 2024 Europa periodontal 5
for Periodontal Y
Diagnosis
The Potential (6)
é?;egiva?f o Mujeres 6IL-1[§I"NFEI<;- 10.3389/
Crevicular Abouzai | Emiratos s J ! 4 *
] . Revision embarazadas IFN-y, IL-4,|fmed.202
Fluid d, M et al., | Arabes . s )
. . - sistematica | con 0o sin | IL-10, IL- | 3.116862
Biomarkers in | 2023 Unidos L
- complicaciones | 1ra, PIGF, | 5
the Prediction
sFlt-1...
of Pregnancy
Complications
Osteogenic (16)
markers in .
L Osteocalci
peri-implant . .
crevicular fluid Rastogi, ,Ensayo Pacientes con | na (OCN), | 10.1111
in  immediate S et al.,|India clinico implantes MMP-8, cid.1319
2023 aleatorizado | dentales Catepsina K| 9
and delayed- (Catk)
loaded dental
implants
The Potential (11)
?Ifrevicucl;allt]glvaI Cuevas- Pacientes con | . [- 1B IL-
Fluid as a Tool | Gonzélez . Revisién | condiciones 6, IL-8, IL-110.1155
México | _. i~ N 10, TNF-q,|2024/55
for Molecular | et al., sistematica | sistémicas y
; - IL-18, MMP- | 60866
Diagnosis: A | 2024 orales -
. 8, resistina...
Systematic
Review

Tabla comparativa que sintetiza las caracteristicas principales de los 11
estudios seleccionados, incluyendo el titulo, autor(es) y afo de publicacién,
pais de origen, disefio del estudio y el tipo de poblacion analizada.

Tabla 2b. Aspectos técnicos de la recoleccion y analisis de GCF en los
estudios incluidos.

Método de | Tipo de | . Criterios de - Reproducibilidad /
L. Tiempo de 7 Condiciones de . .
recoleccion papel exclusion de A Observaciones Referencia
muestreo almacenamiento L

de GCF absorbente muestra Técnicas
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https://doi.org/10.1111/prd.12595
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https://doi.org/10.3389/fmed.2023.1168625
https://doi.org/10.3389/fmed.2023.1168625
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https://doi.org/10.1111/cid.13199
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1 |Insercidon de | Tiras o|30 Contaminacion | Congelacion Técnica no invasiva, (12)
tiras o conos | conos de | sequndos a|con sangre o |inmediata a - |especifica del sitio,
de papel papel 1 minuto saliva 20°C o -80°C permite mediciones

especificos repetidas.
para PICF

2 | Insercion de | Papelfiltroo | 30 No especificado | Congelaciéon a - | Se menciona que (13)
tiras de | tiras segundos a | explicitamente | 80°C evita contaminacién
papel especificas | 1 minuto salival y permite

para GCF muestra
representativa.

3 | Insercion de | Papel filtro o | 30 No especificado | Congelacién  a | Técnica permite (8)
papel PerioPaper |segundos a —20°C o —80°C | medir
absorbente 1 minuto biomarcadores con

(estimado) precision, (til para
diagndstico.

4 | Recoleccion | No aplica No No especificado | Congelacién  a | Método (18)
con especificado —-80°C minimamente
micropipetas (implicito) invasivo de bajo
volumétricas volumen; enfoque

piloto para
estandarizacion.

5 | Insercion de | PerioPaper |60 Evitar Tubo Eppendorf, | Protocolo (14)
tiras (OraFlow, segundos contaminacién: | congeladas a - | estandarizado y
PerioPaper Inc.) se retird placa, | 80°C cuidadoso; favorece

se aislo y se reproducibilidad vy
recolectd antes precision.
del sondaje

6 | Insercion Absorbent No No especificado | Tubos Protocolo detallado (17)
secuencial Paper Points | especificado Eppendorf con | con limpieza previa
de puntas de | No. 25 (de | (estimado NaCl 0.155 M + |y control de
papel endodoncia) | 15-30 s por ProClin 300, | contaminacion.

punta) congeladas a -
40°C

7 | Insercion de | Periopaper |40 Se descartaron | Tubos sellados, | Protocolo (10)
tiras (Oraflow segundos tiras congelacion a - | estandarizado con
Periopaper Inc.) contaminadas | 80°C control de

con saliva o contaminantes,
sangre elucién en PBS.

8 | Insercion de | Tiras de|30 a 60| Noespecificado | Congelacién a - | Se describe un (15)
tiras de | papel filtro | segundos 20°C o -80°C protocolo
papel filtro especificas estandarizado:

para GCF limpieza, absorcién
controlada y
almacenamiento
adecuado.

9 |Insercion de | Tiras de |30 a 60| No especificado | -20 °C 0 -80°C | Se destaca la (6)
tiras de | papel filtro | segundos utilidad de las tiras
papel especiales por ser método
absorbente | para GCF eficiente y no

invasivo.

10 | Insercidén de | Periopaper | No No especificado | Tubos con PBS | Protocolo (16)
tiras (Oraflow especificado + inhibidores de | controlado y
Periopaper Inc., USA) proteasas, estandarizado con

congelacion a - | medidas  precisas
80°C para asegurar
integridad.

11 | Insercidn de | Papel filtro |10 a 30| No especificado | Congelacion a - | ELISA fue la técnica (11)

tiras de
papel o)
conos
estériles

segundos

20°C o -80°C
segun protocolo
de cada estudio

mas
destaca
método
especifico
invasivo.

usada; se
como
sensible,
y no

Tabla que detalla los parametros técnicos criticos empleados en los 11 estudios
seleccionados para la recoleccion y analisis del fluido crevicular gingival (GCF).




Incluye el método de recoleccion, el tipo de papel absorbente utilizado, el
tiempo de muestreo reportado, los criterios de exclusion de muestras y las
condiciones de almacenamiento.

Caracteristicas del fluido crevicular gingival

El fluido crevicular gingival (GCF) y su analogo periimplantario (PICF) es
un exudado que contiene una amplia variedad de moléculas derivadas de
procesos inflamatorios y de remodelado tisular. Entre los componentes
mas reportados se encuentran citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-
6, IL-8, IL-17 y TNF-a, asi cdmo citocinas reguladoras cémo IL-1RA e IL-
10, y factores relacionados con la angiogénesis como VEGF y PIGF
(6,10,11).

También se han identificado metaloproteinasas de matriz (MMP-8, MMP-
9, MMP-13), osteocalcina, osteoprotegerina (OPG), RANKL y 9atepsina K,
todos ellos vinculados con la degradacion de tejidos y el remodelado dseo
(11-13). Adicionalmente, diversos estudios han descrito la presencia de
proteinas de matriz extracelular, adipocinas coémo resistina, moléculas de
adhesion como E-selectina, y microARNs, lo que refleja la complejidad y
potencial del GCF cdémo fuente diagndstica de procesos tanto locales como
sistémicos (8,13,14).

En cuanto a su funcién, el GCF actua como un reflejo directo de la
actividad metabdlica e inmunoldgica de los tejidos periodontales vy
periimplantarios, ya que concentra biomarcadores locales de inflamacién
y remodelado éseo (8,11,12,15).

La importancia clinica de este fluido radica en que constituye una matriz
de facil acceso, no invasiva, especifica del sitio y repetible en el tiempo.
Ello lo convierte en una herramienta prometedora para el diagndstico
temprano, la valoracién prondstica y el monitoreo de la respuesta
terapéutica en la enfermedad periodontal y periimplantaria (6,10,11).

Tabla 2. Protocolos de toma de muestra

Métodos de | La técnica mas utilizada fue la insercion de tiras de papel absorbente
recoleccion de | (PerioPaper o papel filtro) en el surco gingival o periimplantario
fluido crevicular | (6,8,16). De manera menos frecuente, se emplearon puntas
gingival absorbentes de endodoncia (n.° 25) como alternativa para obtener
el fluido (17). En un estudio piloto enfocado en biomarcadores
ocupacionales se usaron micropipetas volumétricas, aunque sin
detallar un protocolo clinico estandarizado (18).

Tiempo de | El tiempo oscilo entre 10 y 60 segundos dependiendo del protocolo
recoleccion y | empleado. Los estudios de tipo clinico u observacional reportaron




condiciones
clinicas

intervalos de 30 a 60 segundos, mientras que otros mencionaron
tiempos mas cortos, alrededor de 10 a 30 segundos (6,12,14,15).
La toma de muestra se realizé bajo condiciones controladas, con
aislamiento mediante rollos de algoddn, eliminacién previa de placa
supragingival y secado suave de la zona para evitar
contaminacion(10,14,16).

Control de
contaminacion

De manera consistente, los articulos indicaron la exclusion de tiras
contaminadas con saliva o sangre, las cuales fueron descartadas
para asegurar la validez de las muestras (6,14,15). Algunos
estudios afiadieron criterios de exclusion relacionados con
enfermedades sistémicas graves o medicacion antiinflamatoria, que
pudieran interferir en los niveles de biomarcadores detectados (17).

Tabla que resume las practicas de recoleccion de GCF encontradas en la
literatura revisada, destacando que el método mas utilizado.

Tabla 3. Conservacion y procesamiento de la muestra

Almacenamiento
y transporte

La estrategia considerada el estandar para preservar la integridad
del fluido crevicular fue la congelacion inmediata a —-80 °C (8,12,16).
Se reportaron el uso de -20 °C cOmo alternativa para
almacenamiento a corto plazo, mientras que en un estudio se
empled -40 °C con dilucién en solucién salina y biocida (6,13,17).
La utilizacién de estas bajas temperaturas permite mantener
estables las moléculas bioactivas hasta el andlisis.

Procesamiento
previo a ELISA

En la mayoria de protocolos, las tiras o puntas absorbentes fueron
eluidas en PBS u otros buffers, en ocasiones con adicion de
inhibidores de proteasas para evitar la degradacion de proteinas
sensibles (10,14,16). Posteriormente se sometieron a centrifugacion
para eliminar detritos celulares obteniendo un sobrenadante apto
para analisis inmunoenzimatico (14,16). En algunos casos se
aplicaron diluciones especificas segun el biomarcador de interés para
adecuar la concentracion a los limites de detecciéon de los kits
comerciales (14).

Consideraciones

Aunque la congelacion y el uso de buffers son practicas
relativamente estandarizadas, persisten diferencias en el tiempo
transcurrido entre la recoleccion y el analisis, asi cdmo en la
inclusién o no de inhibidores de proteasas, lo que contribuye a la
heterogeneidad de los resultados y dificulta la comparabilidad entre
estudios (8,11,17).

Tabla que describe las estrategias estandarizadas para preservar la
integridad de las muestras de GCF antes del analisis ELISA.

Aplicacion de la técnica ELISA
o Tipos de ELISA utilizados.

El método mas

empleado fue el ELISA tipo sandwich, utilizado para la

deteccion de citocinas y metaloproteinasas en el GCF/PICF (10-12).

Varios estudios

incorporaron ademas ELISA multiplex basados en

tecnologia Luminex, que permiten la cuantificacién simultdnea de




multiples analitos en una sola muestra (6,8,11,12,14). Finalmente,
algunos reportaron el uso de microarrays inmunoldgicos cémo alternativa
para aumentar la sensibilidad en la deteccién de biomarcadores menos
abundantes (8,10,11).

« Biomarcadores mas estudiados a nivel periodontal.

Los biomarcadores con mayor respaldo cientifico en enfermedad
periodontal y periimplantaria incluyen:

- Citocinas proinflamatorias: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-a
(8,11,12).

- Citocinas antiinflamatorias/reguladoras: IL-1RA, IL-10 (6,11).

- Marcadores de remodelado 6seo: osteocalcina, osteoprotegerina
(OPG), RANKL, cathepsina K (8,16).

- Metaloproteinasas: principalmente MMP-8 y MMP-9, asociadas a
degradacién tisular (8,10,12).

- Otros biomarcadores emergentes: resistina, calprotectina,
microARNs, moléculas de adhesiéon como E-selectina y factores
angiogénicos como VEGF y PIGF (6,11,12,14).

o Sensibilidad, especificidad y ventajas.

Los estudios muestran que algunos biomarcadores, cémo MMP-8,
alcanzan una sensibilidad del 77% vy especificidad del 92% para el
diagnostico de periodontitis, con valores ain mas altos cuando se
combinan con IL-1B e IL-6 (15). El uso de combinaciones de
biomarcadores mejora notablemente la precision diagndstica, con
sensibilidades y especificidades superiores al 90% (15). Asimismo, se
reportaron valores de deteccidon bajos en kits comerciales, cémo 31.25
pg/mL para osteocalcina y 6.9 pg/mL para MMP-8 (16).
La principal ventaja de ELISA es que constituye un método sensible,
especifico, no invasivo, repetible y aplicable al sitio de interés clinico, lo
que lo hace util tanto para la practica clinica como para investigacion
longitudinal (6,12,15). Sin embargo, la heterogeneidad en Ila
estandarizacion preanalitica limita la comparacién directa entre estudios.

Comparacion entre estudios
- Método de recoleccién.

Predominaron las tiras/papel absorbente (PerioPaper o papel filtro)
insertadas de forma atraumatica en el surco/bolsa; también se usaron
puntas endodonticas n.© 25 en menor medida y, de forma puntual,
micropipetas en un enfoque de pilotaje para exposoma (10,13,16).



- Tiempo de muestreo.

El tiempo de exposicion del papel varié entre 10 y 60 s, con reportes de
10-30 s en revisiones y procedimientos estandar, 40 s en un estudio
clinico, y 60 s por sitio en un observacional (8,11,14).

- Condiciones clinicas y control de contaminacion.

Se repitieron practicas de aislamiento con rollos de algoddn, retiro de
placa supragingival y secado suave, junto con la exclusion de tiras
contaminadas con sangre o saliva, para reducir sesgos preanaliticos
(6,11,12,16).

- Almacenamiento.

La congelacién inmediata a —80 °C fue la practica mas comun; algunos
estudios admitieron —20 °C para corto plazo y un protocolo aislado usé
—40 °C con solucién salina/biocida (6,10,12,16).

- Procesamiento previo a ELISA.

Se describieron con frecuencia la elucién en PBS, la adicion de inhibidores
de proteasas y la centrifugacién para depurar el sobrenadante; varios
trabajos ajustaron diluciones especificas segun analito y kit (14,16,17),

- Tipos de ensayo.

Predomindé ELISA sandwich; varios trabajos usaron ELISA multiplex
(Luminex) y algunos microarrays para ampliar cobertura o sensibilidad
(6,11,14).

- Biomarcadores y patrones.

Los marcadores mas consistentes fueron IL-18 y MMP-8 en inflamacién
activa; en remodelado éseo destacaron OPG/RANKL, osteocalcina y
cathepsina K, especialmente en contextos periimplantarios (10-12,16).
En patologias sistémicas asociadas como en el caso de la psoriasis y en el
embarazo se evaluaron paneles ampliados (citocinas, MMPs, factores
angiogénicos), manteniendo el GCF como matriz factible para perfiles
multimarcador (6,13).

- Desempenio diagnéstico.

Se reportd6 MMP-8 con sensibilidad 77 % vy especificidad 92 %;
combinaciones con IL-1B e IL-6 elevaron la precision diagndstica por
encima del 90 % (15). En un ensayo periimplantario se informaron limites
de deteccion bajos para OCN (31.25 pg/mL), MMP-8 (6.9 pg/mL) y CatK
(7.8 pg/mL) (16).

- Heterogeneidad y limitaciones.



La variabilidad en método de toma (tipo de absorbente), tiempos de
muestreo, temperaturas de almacenamiento y detalles de procesamiento
(uso de no de inhibidores, diluciones) dificulta la comparabilidad y limita
meta-analisis; ademas, varias revisiones y estudios no sistematicos o con
muestras pequenas incrementan el riesgo de sesgo (6,11,12,15). En un
estudio clinico se evidenciaron limitaciones analiticas para DSP con ELISA
tradicional, sugiriéndose métodos mas sensibles para ciertos analitos
(10).

- Implicacién general.

A pesar de la heterogeneidad, la evidencia converge en que el GCF/PICF
es no invasivo, especifico de sitio y util para seguimiento, con ELISA
(convencional o multiplex) cémo plataforma accesible; la estandarizacién
de tiempos, absorbentes, almacenamiento y preparacion es prioritaria
para robustecer la validez externa y la reproducibilidad (10,12).

En conjunto, la evidencia converge en el valor intrinseco del GCF y la
robustez analitica de ELISA. No obstante, la heterogeneidad en el tipo de
absorbente, tiempos de muestreo, condiciones de almacenamiento y
detalles de procesamiento constituye la principal limitacién para la
realizacion de meta-analisis y, lo que es mas importante, para la traslacién
a la practica clinica rutinaria (6,10,12,16). La estandarizacion rigurosa de
todos los pasos preanaliticos se erige, por tanto, como un requisito
indispensable para consolidar al GCF como una herramienta diagndstica
fiable y reproducible.

4. DISCUSION

La presente revision confirma que la técnica de eleccidn para la
recoleccion de GCF es la insercidon de tiras de papel absorbente, siendo
PerioPaper® (Oraflow Inc.) la marca mas citada, por su equilibrio entre
eficiencia, minima invasividad y especificidad del sitio (10,14,16).
Asimismo, se constata que el ELISA es la plataforma analitica
predominante, valorada por su sensibilidad y aplicabilidad tanto en
investigacion como en contextos clinicos potenciales (11,15).

En los estudios incluidos se identificd que la técnica mas frecuentemente
empleada para recolectar GCF es la insercion de tiras de papel absorbente
en el surco gingival o periimplantario, este método destaca por ser
minimamente invasivo, especifico del sitio de interés y clinicamente
aplicable (11). Cuevas-Gonzalez et al. sefalaron que 34 estudios incluidos
en su revision emplearon ELISA cdmo herramienta principal para el
diagndstico molecular, subrayando su utilidad tanto en condiciones orales
como sistémicas (11). Esta observacién coincide con los hallazgos de
Buduneli et al., quienes destacan la capacidad de ELISA para cuantificar



mediadores inflamatorios relevantes en la progresion de la enfermedad
periodontal (15).

Sin embargo, detrds de esta aparente homogeneidad subyace una
heterogeneidad metodoldgica critica que compromete la validez externa
de los hallazgos. Si bien existen consensos practicos, como un tiempo de
muestreo entre 30-60 segundos y la conservacion inmediata a -80 °C,
este analisis revela inconsistencias fundamentales (6,8,12,13). La falta
de especificacion en parametros clave como los criterios de exclusién de
muestras contaminadas o el tiempo exacto de muestreo en varios
estudios (Tabla 1b) no son meras omisiones, sino sintoma de una carencia
de protocolos estandarizados. Esta variabilidad preanalitica introduce un
sesgo de cuantificacion que dificulta la comparacién directa de
concentraciones de biomarcadores entre estudios, como los niveles de IL-
18 y MMP-8, ampliamente reportados por su papel en la inflamacion
periodontal (8,12,15,17).

El potencial traslacional del GCF se ve asi limitado. Aunque los
biomarcadores demuestran una alta utilidad diagndstica dentro de
estudios individuales y existen aplicaciones prometedoras mas alla de la
periodoncia, como en el monitoreo de implantes (osteocalcina, catepsina
K) o la prediccion de complicaciones sistémicas como las del embarazo,
la ausencia de un procedimiento unificado impide la creacién de puntos
de corte universales y la implementacién rutinaria en la practica clinica
(6,16). La reproducibilidad interlaboratorio y la fiabilidad de los resultados
dependen de una estandarizacién rigurosa que, hasta la fecha, es
insuficiente.

Se ha observado que la deteccién de biomarcadores en el GCF se puede
ver influenciada por factores preanaliticos y metodoldgicos que pueden
comprometer la estabilidad de las moléculas. Ademas, la falta de
protocolos estandarizados para la recoleccion y el procesamiento de
muestras limita su aplicacién clinica y resalta la necesidad de directrices
uniformes (19,20)

Fortalezas y Limitaciones de la Revision

Entre las fortalezas de este trabajo se encuentra la estrategia de
busqueda sistematica y amplia en multiples bases de datos de alto
impacto, lo que permitid una captura comprehensiva de la literatura
reciente. No obstante, esta revisidon presenta limitaciones inherentes a su
enfoque narrativo. La marcada heterogeneidad metodoldgica de los
estudios primarios identificada, precisamente como hallazgo central,
imposibilitd la realizacion de un meta-analisis cuantitativo. Ademas, la
exclusién de literatura gris y articulos en idiomas distintos al inglés,



espafiol o ruso pudo omitir evidencia relevante. A pesar de estas
limitaciones, la revisidn logra sintetizar criticamente la evidencia
disponible y sefialar de manera clara la principal barrera para la adopcién
clinica del GCF.

5. CONCLUSIONES

El andlisis de biomarcadores en el fluido crevicular gingival (GCF)
mediante ELISA se ha consolidado como una técnica sensible, eficaz y no
invasiva para el diagnostico y la monitorizacion de enfermedades
periodontales y condiciones sistémicas. Los estudios revisados comparten
similitudes metodoldgicas, como el uso de tiras absorbentes especiales
(p. ej., Periopaper), tiempos de muestreo de 30 a 60 segundos y el
almacenamiento de las muestras a -20 °C o -80 °C, lo que aumenta la
fiabilidad de los resultados. Sin embargo, persisten diferencias en los
protocolos, lo que dificulta las comparaciones entre estudios y limita su
aplicacion clinica. Los biomarcadores mas frecuentemente estudiados,
como IL-1B, IL-6, TNF-a y MMP-8, presentan un alto valor diagndstico y
prondstico, aunque su plena utilizacion depende de la estandarizacién de
los criterios de recogida y procesamiento. En conjunto, los hallazgos
sugieren que la validacion del GCF como herramienta diagnédstica de
rutina requiere la estandarizacion de parametros técnicos que garanticen
resultados consistentes y comparables.
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