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RESUMEN

El fendmeno de la luminiscencia se produce cuando un dtomo o molécula,
previamente excitados, regresan a su estado fundamental, emitiendo luz. Las bases que
explican este proceso quedaron establecidas por Jablonski en 1930, quien elaboré un

diagrama donde detalla la emisién de luz por parte de un compuesto preexcitado.

Las reacciones de luminiscencia pueden clasificarse en funcion del agente causal
de las mismas. Asi, la quimioluminiscencia estara originada por una reaccidon quimica
que genera un producto excitado. Este producto liberara la energia sobrante en forma

de emisidn de luz al pasar a su estado fundamental, en el que es mas estable.

Los avances en el drea de la investigacién han permitido elaborar nuevos
métodos de deteccién basados en reacciones quimioluminiscentes, que aportan
beneficios en multiples campos. La elevada sensibilidad, unida al bajo costo del proceso
y a la rapidez en la obtencion de resultados, hacen de estas técnicas un recurso muy

valioso.

El luminol y los ésteres de acridinio son dos compuestos utilizados en multitud
de reacciones quimioluminiscentes con amplias posibilidades de uso, incluido los
ensayos de inmunoanalisis por quimioluminiscencia, que aportan grandes ventajas para

la salud de la poblacidn.

Asi, a lo largo de esta revisién bibliografica se expondra el valor del luminol para
la deteccién de manchas de sangre, con aplicacién en medicina forense y técnicas de
esterilizacién y prevencién de infecciones nosocomiales; para garantizar la calidad y el
buen estado de aguas de consumo y de alimentos; y como método de deteccion del
cancer. De igual forma, se mostrara la relevancia de los ésteres de acridinio en la

deteccidon de enfermedades como el COVID, el Alzheimer o la toxoplasmosis.

Palabras clave: Luminiscencia, quimioluminiscencia, luminol, éster de acridinio.
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1. INTRODUCCION

El fendmeno de la luminiscencia lleva aprecidndose desde hace milenios. Sus
primeros registros datan del afio 1.300 a. C. en el que Shih Ching plasmé en el Libro de
las Odas como las luciérnagas y los gusanos emitian luz, proceso que conocemos hoy en

dia como bioluminiscencia (Correcher y Garcia-Guinea, 2015).

Aunque al principio se especul6 con que el calor daba origen a la reaccién de
luminiscencia, mas tarde se comprobd que no era el agente causal del proceso. En 1930,
Jablonski propuso un esquema de electrones y niveles de energia en el que se aprecia la
esencia del proceso luminiscente. Este se ha conservado hasta la época actual

(Correcher y Garcia-Guinea, 2015).

Asi, la luminiscencia hace referencia a la emisién de fotones que se produce
cuando los electrones de una molécula o dtomo, previamente excitados, recobran al
estado fundamental (Cabriales-Gémez, 2004). Esto se debe a que, al recibir energia
externa, con independencia del tipo que sea, los electrones adquieren energia y pasan
a un estado excitado, lo que conlleva un cambio de orbital. La molécula o el atomo busca
su estado mas estable, por lo que el electréon vuelve al estado fundamental emitiendo

luz (Correcher y Garcia-Guinea, 2015).

El diagrama que se muestra en la Figura 1 ilustra los distintos estados
electrénicos de una molécula o dtomo y permite diferenciar la fluorescencia de la

fosforescencia.
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FIGURA 1: DIAGRAMA DE JABLONSKI. Representacion del Diagrama de Jablonski donde se
aprecian los fendmenos de la fluorescencia y la fosforescencia (Feng et al., 2020).

Cuando un agente activador aporta energia y es absorbida por la particula, se
produce una transicién electronica desde el estado fundamental (So) a un estado
excitado singulete (Sn) (Cabriales-Gémez, 2004), y mas tarde sufrird una conversién
interna rapida hacia el estado singulete mas bajo (S1) (Feng et al., 2020). Asi, en funcién

del orbital al que acceda el electrén, se dan estados excitados diferentes.

En la fluorescencia, el electrén pasara desde el estado S; al So para disipar la
energia, emitiendo un fotdn con una longitud de onda mas larga y energia mas corta
(Feng et al., 2020). En este proceso, la absorcién de la energia se produce a la vez que la
emisién de la luz. La duracién de la fluorescencia es de 10% segundos (Correcher y

Garcia-Guinea, 2015).

En el proceso de fosforescencia, el electrén pasara desde el estado S1 a T1, que
es el triplete mas bajo en energia. Este proceso conlleva un cambio en la multiplicidad
de espin del electrén. Al pasar posteriormente del estado T1 al estado fundamental (So)
se produce la emisidn de fotones (Feng el al., 2020). Los estados tripletes tardan mds en
llegar a su estado fundamental (Cabriales-Gémez, 2004), por lo que en la fosforescencia
el tiempo de emisidn es mayor y persiste aun habiendo terminado la excitacién del

atomo o molécula (Correcher y Garcia-Guinea, 2015).
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En funcidn del agente causal de la excitacidn del electrdn, existen diversos tipos
de reacciones luminiscentes (Tabla 1):
TABLA 1: AGENTE CAUSAL VS REACCION LUMINISCENTE. Tabla donde se relaciona el tipo de

agente causal que genera una reaccién luminiscente, la cual se encuentra denominada por el
mismo.

Fotones de baja energia (luz UV o luz visible) Fotoluminiscencia
Campo eléctrico Electroluminiscencia
Reaccion quimica Quimioluminiscencia
Organismo vivo Bioluminiscencia
Ultrasonido Sonoluminiscencia
Térmico Incandescencia
Campos magnéticos Magnetoluminiscencia

Esta revisién bibliografica versara acerca de las aplicaciones de la
quimioluminiscencia, que queda definida como una reaccién quimica en la cual, la
energia que se libera se emite, ademas de en forma de calor o energia, en forma de luz.
Asi, la especie electronicamente excitada derivada de una reaccion quimica, libera la
energia sobrante en forma de emisién de luz al pasar a su estado fundamental (Yan et

al., 2019). La reaccién mas sencilla de quimioluminiscencia es:

A sustraTo + B sustraTo 2 C*compuesto excitapo + D

La luz que se emite en este tipo de reacciones se manifiesta en una longitud de
onda que abarca desde el ultravioleta hasta el infrarrojo; y tiene diversos grados de

intensidad, asi como distintos tiempos de vida (Barni et al., 2007).

Para que se aprecie la luz emitida durante el proceso de quimioluminiscencia es

necesario que se cumplan unas determinadas condiciones:

o Debe ser una reaccién exotérmica.
o Un numero significativamente alto de moléculas deben alcanzar el estado

excitado, por lo que la reaccién debe ser energéticamente favorable.
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o Debe existir una via de desactivacién favorable que permita la emisidn de luz

de la molécula o 4tomo previamente excitado.

La intensidad de la emisidon depende de la velocidad de reaccion y de la eficiencia
del proceso, es decir, el nimero de fotones emitidos ird en funcién del nimero de

moléculas que reaccionan (Barni et al., 2007).

Desde finales de los afos setenta se ha desarrollado la quimioluminiscencia. Esta
técnica analitica cuenta con innumerables ventajas (Yan et al., 2019), asi, muestran
especial interés las aplicaciones en los campos de la biomedicina, de la quimica, de la
alimentacion y del medio ambiente entre otros (Garcia-Campana y Baeyens, 2001). Esto
es debido a que posee la capacidad de detectar y cuantificar macro y micromoléculas,

incluyendo proteinas, carbohidratos, ADN y ARN (Khan et al., 2014).

Es una técnica que cuenta con una gran sensibilidad de deteccién (Yan et al.,
2019) y supone ademas una alternativa barata y sencilla en cuanto a su utilizacién

(Garcia-Campaiia y Baeyens, 2001).

Existen muchos sustratos utilizados en las reacciones de quimioluminiscencia. Esta
revisidn versara sobre el luminol y los ésteres de acridinio, asi como de su aplicacion en

distintos campos.

Un mejor conocimiento de este proceso permitira crear nuevas funcionalidades y
aplicaciones con alta repercusion en la salud de la poblacion con el fin de optimizar los

procesos analiticos derivados.
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2. OBJETIVOS DE LA REVISION

Ante la necesidad real de obtener diagndsticos médicos con alta sensibilidad y
especificidad en el menor tiempo posible, es necesario conocer cdmo se produce la
reacciéon quimioluminiscente. En la actualidad, este proceso se ha vuelto vital en el
diagnéstico de estados patoldgicos y en la pronta deteccion de los mismos, que

permiten una rdpida actuacién para tratarlos.

Asi, el objetivo principal de este trabajo es realizar una revision bibliografica, lo mas

actualizada posible, acerca de las diversas aplicaciones de la quimioluminiscencia.
Para alcanzar este objetivo general, se marcaron los siguientes objetivos especificos:

o Comprender el proceso luminiscente y conocer las caracteristicas que definen
una reaccion quimioluminiscente.

o Investigar las posibles aplicaciones de este proceso analitico y, especificamente,
la utilidad del luminol y de los ésteres de acridinio como compuestos
quimioluminiscentes.

o Describir el beneficio que aporta, en cada campo, este tipo de prueba analitica
argumentando la repercusién que supone contar con este tipo de tecnologia, lo

cual permite valorar las recientes aplicaciones sanitarias.
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3. METODOLOGIA

Estrategia de busqueda:

Para la realizacion de la presente revisién, se han consultado diversas bases de
datos, como PubMed, ScienceDirect, Google Scholar y Dialnet, las cuales han permitido
obtener informacion de relevancia utilizada para la elaboracion de este trabajo. La

busqueda de articulos cientificos en las mismas se realizd en lengua inglesa y espafiola.

La busqueda se fundamentd principalmente en las palabras clave:
“luminescence”, “chimioluminescence”, “luminol”, “chimioluminescence applications”.
Asi, se partié desde los conceptos mds generales hasta la busqueda de términos mas

concretos que han ayudado a elaborar cada apartado del trabajo.

Criterios de seleccidn:

o Bibliografia actualizada. Para desarrollar el trabajo se ha intentado realizar una
revision lo mas actualizada posible. La seleccién de articulos cientificos se ha
centrado en publicaciones de los ultimos 25 aios.

o Idioma. Se han seleccionado los articulos en lengua inglesa o espafiola. Los articulos
redactados en otra lengua fueron descartados.

o Articulos completos. Se descartaron los articulos en los que sélo estaba disponible

la parte correspondiente al resumen o abstract.

Todo el material documental utilizado para la realizacidn de esta revisidn, ya sea
como fuente de informacion o de imdagenes, viene especificado en el apartado de

bibliografia, al final del documento.

10
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4. RESULTADOS Y DISCUSION: APLICACIONES DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA

El fendmeno quimioluminiscente puede aplicarse en multitud de campos
analiticos. Asi, este tipo de pruebas resultan cruciales para procesos que engloban
diagndsticos médicos, control de calidad de alimentos y aguas de consumo, control de

contaminacién ambiental o técnicas de investigacion forense.

En esta revision bibliografica se abarcardn dos moléculas utilizadas en procesos
de deteccion analitico debido a sus propiedades quimioluminiscentes. Ambas de
especial importancia debido a los ultimos avances y a su amplio uso a lo largo de los

afnos.
4.1. LUMINOL

La molécula de luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona) es uno de los
compuestos luminiscentes mdas utilizados en quimica analitica, con aplicaciéon en el
campo forense, biomédico, clinico y medioambiental debido a que implica alta
sensibilidad, bajo costo, simplicidad y selectividad. Todas estas caracteristicas lo
convierten en un método muy valioso en la deteccién analitica mediante reacciones

quimioluminiscentes (Khan et al., 2014).

Se presenta como un polvo sdlido cristalino amarillo que se encuentra estable a
temperatura ambiente y sensible a la luz. Es insoluble en agua, pero soluble en la
mayoria de los disolventes organicos polares. Las disoluciones de luminol son muy
sensibles a la luz y térmicamente inestables, por lo que no deben someterse a altas
temperaturas (Khan et al.,, 2014). Normalmente son estables entre 8 y 12 horas. Se
utiliza principalmente en reacciones quimioluminiscentes directas en fase liquida (Barni

et al., 2007).

En la Figura 2 se detalla el proceso de excitacién del luminol y la posterior emisién
de energia en forma de luz. Como puede apreciarse en la reaccién, para que se produzca
la oxidacion a 3-aminoftalato (3-APA) necesitamos un oxidante fuerte, como
permanganato (MnQys’), hipoclorito (ClO°), yodo (l2) o hidréxido (OH’) y perdxido de

hidrégeno (H20z). En la reaccion puede intervenir un catalizador, que puede ser algun

11
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metal de transicidn como el cobre (Cu?*), el hierro (Fe?*) o el cobalto (Co?*), o bien

metacomplejos (Meseguer, 2004).

e T *

NH, NH, NH,
TH M, ; + N, ————p (o} + Light
NH Catalyst o - o (ca. 425 nm)
(0]

o

O O
Luminol 3-aminophthalate 3-aminophthalate
(3-APA) (3-APA)
excited state ground state

FIGURA 2: QUIMIOLUMINISCENCIA DEL LUMINOL. Proceso en el que se detalla la reaccién del
luminol con un oxidante en medio basico en presencia de un catalizador, que provoca la emision
de luz en la reaccién quimioluminiscente. Obtenida de Stoica et al., 2016.

Existen factores que condicionan la intensidad luminiscente emitida como el pH

de la reaccion, la concentracion de luminol y la de los agentes oxidantes.

El pH ejerce un papel fundamental en este aspecto. La intensidad aumenta con
un pH mas alto, midiéndose la intensidad maxima en un rango de 8-9,5. Hay que
encontrar un equilibrio que favorezca la buena intensidad del luminol y la actividad de
la peroxidasa, ya que a pH=9,5 hay una mejor sensibilidad por parte del luminol, pero el
perodxido se difunde mdas en el gel; disminuye su actividad retardando el alcance de la
estabilidad. A pH=8 la actividad del luminol es menor, pero alcanza una mejor

estabilidad (Khan et al., 2014).

El luminol alcanza su mayor intensidad a una concentracién concreta. Por encima

de ésta, las sefiales disminuyen (Khan et al., 2014).

4.1.1. Aplicaciones del luminol en medicina forense: Deteccidn de sangre en muestra

Durante muchos anos se ha utilizado el luminol en investigacion forense como
una herramienta en la busqueda de manchas de sangre (Barni et al.,, 2007), es un
método utilizado a nivel mundial debido al su elevada sensibilidad (Khan et al., 2014),
gue permite tanto la deteccion de manchas de sangre oculta como la posibilidad de

inspeccionar grandes zonas (Stoica et al., 2016).

12

——
| —



Aplicaciones de la Quimioluminiscencia Blanca Esther Marquez Noriego

Esta prueba tiene una gran sensibilidad, ya que puede detectar la presencia de
sangre diluida hasta un nivel de 1:10°, lo que equivale a 1 L de sangre en un litro de
disolucién (Barni et al., 2007) incluso afios después de haberse producido el depédsito de

la sangre sobre la superficie (Khan et al., 2014).

Este proceso se fundamenta en la quimioluminiscencia que se produce cuando

el luminol reacciona con el hierro férrico.

El mecanismo se basa en la capacidad de la hemoglobina (Hb) y sus derivados
sanguineos para potenciar la oxidacion del luminol en presencia de una disolucion
alcalina (Stoica et al., 2016). La hemoglobina es la molécula que transporta el oxigeno
en nuestro organismo (Khan et al., 2014). Se encuentra en el interior de los eritrocitos y
estd formada por cuatro subunidades que presentan un grupo hemo (protoporfirina IX-

Fe?*) en su interior.

Cuando la sangre sale del organismo sufre un proceso de degradacién y el hierro
se oxida, pasando a Fe3'. Tras aplicar luminol, el hierro férrico puede catalizar su
oxidacion y la descomposicion del perédxido, dando lugar a la consecuente reaccién

quimioluminiscente (Barni et al., 2007).

El procedimiento a seguir es rociar la zona con una disoluciéon de luminol y
perdxido en ambientes oscuros. Como presenta efectos irritantes y nocivos, se
recomienda utilizar material EPI formado por gafas, respiradores, guantes y ropa

protectora (Stoica et al., 2016).

Las zonas que emiten luz se marcan para su detecciéon cuando haya cesado la
emisién, pudiendo realizar fotos o videos de la luz obtenida. Asi, queda revelada la
distribucién de la sangre, que permitira reconstruir la presunta escena del crimen (Khan

et al., 2014).

Existen sustancias que pueden interferir en esta prueba. Se pueden producir
falsos positivos por compuestos muy oxidantes frente al luminol como el hipoclorito de
sodio, el permanganato de potasio y el yodo, sustancias presentes en productos de
limpieza, desinfectantes, antisépticos e insecticidas. Cuando una persona intenta

eliminar las manchas de sangre lavando la zona con agua y jabdn o bien con hipoclorito,

13
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se puede ver afectada la eficacia de la quimioluminiscencia que aporta el luminol, hasta
el punto de no poder percibirse las emisiones de luz. Si la mancha de sangre se deja al
aire, en un par de dias el hipoclorito se descompondria y no interferiria con el

tratamiento de luminol (Stoica et al., 2016).

Es posible mejorar el proceso de deteccidén de sangre utilizando previamente una
disolucién de urea como pretratamiento. La urea reacciona con el hipoclorito de sodio
(lejia) e inactiva los productos finales impidiendo que interfieran con la luminiscencia
permitiendo la visualizacién de las manchas de sangre. El pretratamiento permite

también eliminar los falsos positivos provocados por el hipoclorito de sodio.

Ademas, la utilizacion tanto la urea (al 8 M) como de ciclodextrinas (en
concentracion de 15 mM) permite mejorar la intensidad de la quimioluminiscencia y
ampliar el tiempo de duracién de la emisién de luz, lo cual favorece la toma tanto de
fotos como de videos que forman parte de las evidencias utilizadas en investigacion

forense en los tribunales (Stoica et al., 2016).

4.1.2. Aplicaciones del luminol en sanidad: Desinfeccidn y prevencion de infecciones

La transmisién de infecciones nosocomiales se produce dentro del hospital. Para
minimizarlas, es vital la correcta desinfeccién de las areas sanitarias donde se han
producido operaciones, asi como la correcta esterilizacién del material empleado en
curas y cirugias (Khan et al., 2014). En un estudio de Bergervoet et al. (2008) se advierte
la posibilidad de transmisidon de enfermedades por contaminacidn sanguinea en areas
hospitalarias de alto riesgo, como salas de hemodidlisis, quiréfanos o salas de parto si

estas no se encuentran en condiciones asépticas.

El luminol permite detectar restos de sangre en superficies o material sanitario
no esterilizado y/o desinfectado correctamente mediante el mismo procedimiento
descrito anteriormente. Ayuda a prevenir la contaminacion en ambientes sanitarios e
impide infecciones entre pacientes causadas por la incorrecta descontaminacién del
material con sangre infectada (Khan et al., 2014). Por ello, este método ayuda a mejorar

la eficiencia de los métodos utilizados en la esterilizacion y la desinfeccion (Khan et al.,

14
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2014) monitorizando los procesos de limpieza (Bergevoet et al., 2008) como se puede

apreciar en la Figura 3.

FIGURA 3: OBJETOS DE LA UNIDAD DE HEMODIALISIS DE UN HOSPITAL. Muestra de fotos
donde se considera que los materiales a simple vista estan limpios, pero tras utilizar luminol se
aprecian restos de sangre. Obtenida de Bergervoet et al., 2008.

4.1.3. Aplicaciones del luminol en oncologia: Deteccién marcadores tumorales

Los marcadores tumorales son moléculas de naturaleza proteica utilizadas en el
diagndstico del cancer. Por tanto, la identificacidén y la cuantificacion de los mismos exige
rapidez y alta sensibilidad (Cheng et al., 2012). Se estudiaran dos métodos distintos para

la deteccién del antigeno carcinoembrionario (CEA) y de la alfafetoproteina (AFP).

Recientemente se han construido inmunosensores electroquimioluminiscentes

(ECL) que permiten la deteccidon del antigeno carcinoembrionario (Khan et al., 2014).

El CEA es un marcador tumoral que habitualmente se utiliza como prueba
diagndstica que no confirma la presencia de cancer, pero si puede determinar el riesgo
de padecerlo. Puede encontrarse en niveles elevados en diversos tipos de cancer, como

en el caso de cancer de colon, de pulmédn, de estdmago, de pancreas o de vejiga; o bien

15
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en enfermedades no oncoldgicas como cirrosis hepdtica, enfermedad inflamatoria

intestinal o tabaquismo (Gonzalez-Gonzélez et al., 2021).

El primero de los inmunosensores, construido por Cao et al. (2013) se basa en
una ECL catddica amplificada del luminol. Se utiliza un inmunosensor de
electroquimioluminiscencia para detectar el antigeno carcinoembrionario como se

observa en la Figura 4.
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FIGURA 4: (A) FABRICACION DEL INMUNOSENSOR Y MECANISMO DE DETECCION. (B)
PREPARACION DEL ANTICUERPO SECUNDARIO MARCADO CON GLUCOSA OXIDASA. Obtenida
de Cao et al., 2013.

Para que se produzca la deteccion del antigeno, primero deben depositarse
nanoparticulas de oro (AuNPs) en una plataforma de grafeno. Esta ofrece buena
biocompatibilidad para fijar el anticuerpo primario Ab;s y mantener su actividad; asi,
también favorece la reaccién catddica del luminol al aumentar la conductividad y la

transferencia electrdnica.

Para fijar el anticuerpo secundario Ab,, se utilizaron nanoparticulas de Pd y Pt,
marcadas con la enzima glucosa oxidasa (GOD). Estos componentes mejoran la
respuesta ECL del luminol al catalizar el paso de glucosa a gluconolactona. A su vez, se
genera in situ H,0; en la reaccidn, que es transformado en especies reactivas de oxigeno
(ROSs), las cuales aceleran la reaccién quimioluminiscente del luminol provocando un
aumento de la intensidad de la emisidn luminiscente cuando el antigeno

carcinoembrionario es captado por los anticuerpos.
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El inmunosensor mostrd una respuesta sensible a la deteccidon de CEA, vy las
pruebas de estabilidad, especificidad, vida util y reproducibilidad demostraron la
viabilidad del inmunoesayo desarrollado, que se puede extender a la deteccidon de

biomarcadores de otras enfermedades (Cao et al., 2013).

El segundo de los inmunosensores detecta a otro marcador tumoral distinto, la
alfafetoproteina (Cheng et al., 2012). Este compuesto es una glicoproteina empleada en
el diagndstico y prondstico de malformaciones fetales y enfermedades tumorales, como
el carcinoma hepatocelular (Maldonado-Mercado et al.,, 2015). La reaccidon
guimioluminiscente (Figura 5) se produce a través de luminol y perdxido de hidrégeno,
catalizado por la peroxidaxa de rabano picante (HRP) (Cheng et al., 2012). La técnica
aplicada se denomina transferencia de energia por resonancia de quimioluminiscencia
(CRET) utilizando para ello nanoparticulas de oro, que seran los aceptores de energia en

esta reaccion quimica.

- AuNP .2

Strong chemiluminescent emission

~ERET

O ho @ 3
e
— --’,4 _— = AuNP
"’\\O’l
AFP x> / \

Weak chemiluminescent emission

Anti-AFP-1

—g— HRP-anti-AFP-2 conjugate
J luminol

FIGURA 5: ILUSTRACION DEL PROCESO CRET. Explicacién esquemdtica del proceso
guimioluminiscente entre luminol catalizado por anti-AFP-1-HRP (donante) y anti-1AuNP
(aceptor). Obtenido de Huang y Ren, 2011.
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Se desarrolla un inmunoensayo en el que dos anticuerpos (anti-AFP-1y anti-AFP-
2) se encuentran conjugados con nanoparticulas de oro y peroxidasa de rabano picante
(respectivamente). Se produce una inmunoreaccion tipo sandwich entre el antigeno
(AFP) y los dos anticuerpos, que unen a las especies donantes de electrones (luminol) y
a los aceptores (nanoparticulas de oro); lo que produce CRET y la consecuente reacciéon

luminiscente.

Las propiedades, tanto fisicas como quimicas que poseen las nanoparticulas de
oro, las hacen iddéneas para este tipo de reacciones. Presentan una elevada
compatibilidad, facilidad de sintesis y simplicidad (Huang y Ren, 2011). Los resultados
de Cheng et al. (2012) mostraron elevada sensibilidad en la deteccién de los niveles de

AFP en sueros de pacientes que padecian cancer.

4.1.4. Aplicaciones del luminol en control de calidad: Evaluaciéon de agua de consumo

y alimentos

Deteccidn de nitratos v nitritos en agua de consumo y alimentos:

Las concentraciones de ciertos compuestos en el agua de consumo resultan
perjudiciales para la salud. Por ello, se establecen unos limites maximos de
concentracion en ellas, definidos en la legislacidn vigente. En la mayoria de los paises,
los niveles maximos admisibles de nitratos y nitritos en agua son 50 mg/L y 0,1 mg/L,
respectivamente. Los andlisis que se hacen continuamente a las aguas verifican su
calidad haciéndolas aptas o no para el consumo (Bolafos-Alfaro et al., 2017). Los nitratos
y nitritos son compuestos formados por nitrégeno y oxigeno, que presentan solubilidad

en agua.

La utilizacion principal del nitrato es como fertilizante, ya que es indispensable
para el crecimiento de los vegetales, por ello, la actividad humana relacionada con el
cultivo hace que los niveles naturales de estos compuestos aumenten. Ademas la
emisidn de gases de vehiculos, las aguas residuales industriales o los residuos ganaderos
son otras fuentes de contaminacion que hacen alcanzar altas concentraciones de estos

iones (Bolafios-Alfaro et al., 2017).
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La ingesta excesiva de nitratos (ya sea por consumir agua u hortalizas) provoca
en la poblacion metahemoglobinemia, una enfermedad grave en la que la hemoglobina
presente en los eritrocitos del organismo contiene hierro férrico (Fe3*) en vez de hierro
ferroso (Fe?*). La metahemoglobina posee una capacidad mermada para transportar el
oxigeno en sangre, por lo que el aporte de oxigeno a los distintos 6rganos y tejidos
corporales se ve disminuido (Basulto et al., 2013). Esta enfermedad se manifiesta
principalmente en bebés de hasta seis meses (Bolafios-Alfaro et al., 2017). Cuando la
metahemoglobina aumenta su concentracion, se produce cianosis provocando el

III

“sindrome del bebé azul” (Basulto et al., 2013) pudiendo provocar en ultima instancia la

muerte del individuo (Bolafios-Alfaro et al., 2017).

Con respecto al nitrito, su reacciéon con una amina secundaria genera un
compuesto denominado nitrosamina. Este compuesto es cancerigeno y supone también

un riesgo para la salud de la poblacién (He et al., 2007).

Recientemente se han desarrollado métodos analiticos muy sensibles que
permiten detectar las concentraciones de estos iones en aguas de consumo utilizando
la reaccion quimioluminiscente del luminol. Para la deteccién del nitrato se desarrolld
un método de inyeccion de flujo (Fl). El método utiliza una columna de reduccién de
cadmio y cobre (Cu-Cd) para reducir el nitrato a nitrito. Posteriormente, el nitrito
reacciona con perdéxido de hidrégeno para formar peroxinitrito que en medio alcalino y
en presencia de luminol desarrolla luminiscencia (Yaqoob et al., 2012). Los resultados
de este estudio aplicando este nuevo método de analisis fueron comparables con los
obtenidos por la técnica de referencia. Asi, los beneficios de este nuevo método de
deteccidn incluyen bajos limites de deteccidon, buena precisién y rapidez. Ademas, la

columna de reduccion tiene una larga vida util de andlisis (Yagoob et al., 2012).

Para la deteccién de nitrito, se ha propuesto un sistema de andlisis de inyeccién
de microflujo (IFIA). Para ello se utilizan dos laminas de polimetilmetacrilato (PMMA). El
nitrito de las muestras oxida al ferrocianuro en medio acido, dando lugar a ferricianuro.
La deteccién del nitrito se produce de forma indirecta por la reacciéon de
guimioluminiscencia del luminol con el ferricianuro formado. Este método presenta alta

sensibilidad y es sencillo de realizar (He et al., 2007).
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Deteccidn del antibidtico tetraciclina en leche

La tetraciclina (TC) es un antibiético de amplio espectro indicado en neumonia,
infecciones de transmisién sexual, malaria y como tratamiento coadyuvante del acné,
entre otras patologias segun la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS). La utilizacion de este medicamento en animales destinados a
producir alimentos para los humanos puede representar una amenaza para la salud de

la poblacién (Wang et al., 2019).

La tetraciclina estd contraindicada en embarazo y lactancia (debido a que este
medicamento se excreta por leche materna), ya que afecta al desarrollo esquelético del
bebé segln la ficha técnica de la AEMPS. Ademads, puede ocasionar otras reacciones
adversas como reacciones alérgicas, pigmentacién dental y problemas
gastrointestinales. Por ello, es necesario el control de los residuos que deja la utilizacion

del medicamento en el ganado.

En un estudio de Wang et al. (2019) se consiguié unificar la técnica ELISA (ensayo
por inmunoabsorcidn ligado a enzimas) y la quimioluminiscencia del luminol para
detectar la presencia de tetraciclinas en la leche de consumo, obteniendo una mayor
sensibilidad que si sélo se utilizase ELISA (empleado normalmente para monitorizar los

residuos de medicamentos veterinarios).

La proteina represora Tet de las bacterias, denominada TetR, es resistente a la
tetraciclina. Esta actUa uniéndose especificamente al anillo de la tetraciclina. En este
inmunoensayo se expresé la proteina TetR in vitro y se combind con un hapteno de
tetraciclina (sintetizado previamente acoplando d4cido 4-aminobenzoico con TC)
marcado con HRP (la enzima que permite que se desarrolle el inmunoensayo). En la
reaccion de quimioluminiscencia, reacciona el luminol-perdxido de hidrégeno,
catalizado por la HRP. Por tanto, en el ensayo CL-ELISA, se utiliza la proteina TetR como
proteina de reconocimiento de las tetraciclinas como se aprecia en la Figura 6. La
luminiscencia emitida por las muestras se relaciona con el contenido en antibidtico en

la leche de consumo. Se consigue asi obtener un proceso rapido, simple y muy sensible.
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CL intensity

FIGURA 6: (A) ESTRUCTURA DE LA PROTEINA TETR. (B) ACOPLAMIENTO DE LA PROTEINA CON
EL ANILLO DE LA TETRACICLINA. (C) CONCENTRACIONES DE LUMINOL Y PEROXIDO DE
HIDROGENO (H,0,). Representacién de la proteina represora de las bacterias a la cual se le
acopla el antibidtico. También se muestra las concentraciones ideales de luminol y perdxido de

hidrégeno para que la sefial luminiscente sea lo mas intensa posible. Obtenida de Wang et al.,
2019.

4.1.5. Aplicaciones del luminol en gestion medioambiental: Deteccion de productos
contaminantes

Deteccion de fosfatos en agua:

La contaminacién de agua por niveles altos del ion fosfato (PO4>) que proviene
de los detergentes vertidos en aguas residuales provoca la muerte de peces y especies
marinas. Este compuesto fomenta el crecimiento de algas, que lo utilizan como
nutriente. Al incrementarse la poblacidn de algas disminuye la cantidad de oxigeno en

el agua (Bolafios-Alfaro et al., 2017).

La concentracién de estos iones se puede analizar mediante el método de
inyeccion de flujo-quimioluminiscencia. Para ello se hace reaccionar el fosfato con
molibdato de amonio en medio acido. Mediante la posterior oxidacién del luminol con

este compuesto se genera una sefial luminosa cuantificable (Yagoob et al., 2004).

4.2. ESTERES DE ACRIDINIO

Los ésteres de acridinio son también utilizados ampliamente en el campo de la
guimioluminiscencia. Son compuestos derivados del acido acridina-9-carboxilico que

reaccionan en medio alcalino con perodxido de hidrégeno (Czechowska et al., 2017). Asi,

——
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se genera un compuesto denominado N-Metilacridona (NMA) en estado excitado, que
emite luz a una longitud de onda de 440 nm cuando vuelve a su estado fundamental

(Figura 7).
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FIGURA 7: REACCION QUIMIOLUMINISCENTE DEL ESTER DE ACRIDINIO. Presentacién
de la reaccién emisora de luminiscencia partiendo de éster de acridinio. Obtenida de
Meseguer, 2004.

Los ensayos quimioluminiscentes que utilizan éster de acridinio como método de
deteccidn, poseen una elevada sensibilidad y son utilizados mayormente en estudios de
ADN e inmunoensayos (Meseguer, 2004), donde se emplean como indicadores,
aplicandose en analisis clinicos, de alimentos, medioambientales, quimicos y

bioquimicos (Czechowska et al., 2017).

4.2.1. Aplicaciones del éster de acridinio en sanidad: Deteccion de Alzheimer

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a unos 40
millones de personas en el mundo (Wang et al., 2021). Estd considerada como la
principal causa de demencia (Janeiro et al., 2021) siendo la pérdida de memoria y el
deterioro cognitivo sus principales manifestaciones (Wang et al., 2021). La edad es el
principal factor de riesgo, por lo que, debido a las previsiones de envejecimiento

poblacional, su incidencia aumentard en los proximos afos (Janeiro et al., 2021). Se ha
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demostrado que el cimulo del péptido B-amiloide y proteina Tau en el cerebro tienen
relacién con los sintomas manifestados de esta enfermedad (Barragan-Martinez et al.,

2019) como puede apreciarse en la Figura 8.
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FIGURA 8: MARCADORES DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. Marcadores de las alteraciones
histopatoldgicas que se producen en la enfermedad de Alzheimer. Se observan placas seniles
por acumulaciones del péptido B-amiloide, ovillos neurofibrilares por depdsitos de proteina Tau,
neuroinflamacidn, disfuncién sindptica y neurodegeneracién. Obtenida de Janeiro et al., 2021.

Aunque los criterios diagndsticos suelen fundamentarse en datos clinicos

(Janeiro et al., 2021), pueden apoyarse en pruebas complementarias.

Wang et al. (2021) desarrollaron un método para diagnosticar el Alzheimer
mediante la deteccién de B-amiloide en plasma (Figura 9). Para ello se utiliza un
inmunoensayo de quimioluminiscencia de amplificacion de circulo rodante (RCA-CLIA).
La reaccion permite evaluar tanto la evolucién de la enfermedad como su diagndstico
mediante un método menos invasivo que su predecesor. El proceso se fundamenta en
la unidn de anticuerpos de captura conjugados con perlas magnéticas y anticuerpos de
deteccion con ADN monocatenario que se unen a los antigenos A-B42 y A-B40 para
formar una estructura tipo sandwich de doble anticuerpo. La funcion de la Amplificacion
(o replicacién) en Circulo Rodante es mejorar la sensibilidad del inmunosensor
generando productos con multiples sitios de unién de sondas de deteccidén, que se

encuentran marcadas con éster de acridinio. La deteccion de anticuerpos en el plasma
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de los pacientes desencadena la reaccidon quimioluminiscente, que permite
diagnosticarlos. Este método presenta ventajas analiticas como son una alta sensibilidad
(90,48%) y especificidad (63,64%), ademds de ser poco invasivo, lo que lo hace muy

valido para detectar la enfermedad de Alzheimer.
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FIGURA 9: ESQUEMA DE LA REACCION RCA-CLIA. Esquema donde se aprecia la creacién de la
sonda mediante la “plantilla” de ADN unida al anticuerpo, que forma un complejo tipo sandwich,
reteniendo al antigeno en medio de ambos. Obtenida de Wang et al., 2021.

4.2.2. Aplicaciones del éster de acridinio en sanidad: Deteccion de COVID-19

El COVID-19 es una enfermedad respiratoria que aparecié en Wuhan (China) a
finales de 2019 y se extendié por todo el mundo (Pham et al., 2020) causando millones
de muertes. Esta pandemia ha provocado una crisis global sanitaria y social que ha
superado todas las expectativas iniciales (Lara-Sanjuan et al., 2021). Durante el periodo
transcurrido, el nivel de contagios ha rebasado las capacidades de los hospitales. Las
personas asintomaticas y los contactos estrechos de portadores positivos han supuesto
nuevos focos de infeccidn. Por ello, el desarrollo y la disponibilidad de pruebas que

detectasen personas que sufrian esta patologia era, es y serd una demanda sanitaria real

24

——
| —



Aplicaciones de la Quimioluminiscencia Blanca Esther Marquez Noriego

y una prioridad en esta crisis sanitaria (Pham et al., 2020). Los sintomas experimentados
por los enfermos incluyen problemas respiratorios con mayor o menor gravedad,
estados febriles, tos, debilidad muscular y dificultad para respirar, entre otros (Pham et

al., 2020).

Las principales pruebas para analizar la presencia de COVID en la poblacién se
basan en la deteccién de inmunoglobulinas de tipo IgM e IgG contra las proteinas S

(spike) y N (nucleocépside) (Lara-Sanjuan et al., 2021).

El inmunoanalisis por quimioluminiscencia de microparticulas descrito por
Fernandez-Rodriguez et al. (2020) detecta anticuerpos frente a la proteina N de la
nucleocdpside (Figura 10) en suero y plasma. La reaccion que permite detectar
analiticamente esta proteina incluye dos fases. En la primera, las microparticulas
paramagnéticas recubiertas de antigeno del SARS-COVID se une a los anticuerpos (IgG)
existentes en la muestra. Se aflade un conjugado de éster de acridinio y anticuerpos y
se incuba. Por ultimo, se afiade la disolucién activadora (H202 / OH) y se mide la emisién

de la reaccidon quimioluminiscente.

Glucoproteina S /

Proteina
nucleocépside N

Proteina
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Control and Prevention (CDC)

Glicoproteina transmembrana M

FIGURA 10: ESTRUCTURA DEL SARS-CoV-2. Estructura de virus donde se aprecia la proteina
nucleocapside (N) y la glucoproteina (S); ambas utilizadas para el diagnéstico mediante
guimioluminiscencia. Obtenida de Ferndandez-Rodriguez et al., 2020.
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En otro estudio realizado por Lara-Sanjuan et al. (2021), la proteina utilizada fue
la proteina S (spike). En esta reacciéon, también producida en dos fases, se combina en
primer lugar las microparticulas recubiertas con antigeno (S) y el diluyente del ensayo.
Posteriormente, los anticuerpos IgG se unen a las microparticulas y con el conjugado de
IgG marcado con acridina. Por ultimo, se afiade la disolucién activadora H,0,/0OH y se

produce la emision luminiscente como se puede percibir en la Figura 11.
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FIGURA 11: DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-SARS-COV-2 POR CMIA. Representacion de la
reaccién de quimioluminiscencia al reaccionar el antigeno con el anticuerpo. Obtenida de Lara-
Sanjuan et al., 2021.

4.2.3. Aplicaciones del éster de acridinio en sanidad: Deteccion de Toxoplasma godii

La toxoplasmosis es una enfermedad causada por Toxoplasma gondii, un
parasito protozoo que afecta a animales y personas (Holec-Gasior et al., 2017). De
hecho, mas de un 30 % de la poblacién mundial tiene anticuerpos frente a él. Los
esporozoitos provenientes de las heces de gato; los bradizoitos, presentes en carnes
poco cocinadas; o los taquizoitos, las formas libres que infectan por via sanguinea o
trasplacentaria son las fuentes de infeccidon (Sanchez-Artigas et al., 2016). En personas
sanas, esta enfermedad es, por lo general, asintomatica. Los casos mas graves se dan en
personas inmunodeprimidas y en mujeres en periodo de gestacion. En este ultimo caso,

la toxoplasmosis puede generar dafios graves en el feto e incluso provocar un aborto.
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Se ha elaborado un método de deteccion de T. gondii a través de un
inmunoensayo quimioluminiscente utilizando éster de acridinio unido a anticuerpos.
Este demostré tener mayor sensibilidad que el ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas, que se utilizaba anteriormente para detectar a las personas con anticuerpos

frente a este pardasito (Holec-Gasior et al., 2017).
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5. CONCLUSIONES

1. Las técnicas de quimioluminiscencia y de inmunoquimioluminiscencia permiten
detectar patologias con alta sensibilidad y rapidez, ofreciendo un pronto
diagnodstico y tratamiento, aumentando por tanto la calidad de atencién al
paciente y ayudando a combatirlas.

2. El luminol y los ésteres de acridinio han demostrado ser dos compuestos muy
validos para este tipo de reacciones luminiscentes, ofreciendo gran capacidad de
deteccion de enfermos, alta rapidez y bajo coste.

3. La quimioluminiscencia del luminol permite establecer un diagnéstico precoz de
enfermedades como el cancer, lo que es fundamental para iniciar cuanto antes
el tratamiento y evitar que éste se propague a otros drganos continuos
provocando metastasis, una situacion de peor prondstico.

4. Los ésteres de acridinio sirven para detectar el Alzheimer, lo que ayuda a frenar
la evolucién de esta enfermedad neurodegenerativa hacia estadios mds severos.
Ademas, han sido utilizados en la crisis del COVID-19, una situacién que ha
puesto en jaque a los sistemas sanitarios a nivel mundial. La demanda de este
tipo de pruebas se ha visto acentuada debido a la necesidad de localizar personas
gue presenten la infeccién, ya que suponen un nuevo foco de contagio.

5. El beneficio del desarrollo de reacciones quimioluminiscentes no queda
restringido a la deteccién de patologias, sino que existe un amplio abanico de
aplicaciones donde también son empleadas, como en control de calidad de agua
y alimentos, prevencién de infecciones nosocomiales e incluso en medicina

forense.
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