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1. RESUMEN

Las formas activas de la vitamina D son compuestos de importancia en la préctica clinica por
su significacion bioldgica, cuyo estudio se ha incrementado en los Gltimos afios. La vitamina
D desempefia funciones de regulacion del metabolismo del calcio y fosforo. También es
considerada un factor preventivo de enfermedades cronicas como enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer y enfermedades autoinmunes. Debido al posible papel de la
vitamina D en estas patologias se han buscado métodos de determinacion de los niveles de
vitamina D en plasma, que sean exactos y eficaces.

El método analitico escogido para esta revision bibliografica es el de Ia
quimioluminiscencia,el cual se basa en la generacion de especies electrénicamente excitadas
en el transcurso de diferentes reacciones quimicas, las cuales son generalmente oxidaciones.
Las especies excitadas originadas en la reaccion quimica de oxidacion emiten radiacciones
electromagnéticas al desactivarse, pasasando del estado excitado al fundamental. Existen dos
tipos: quimioluminiscencia directa e indirecta o “sensibilizada”.

Para la determinacion de los niveles séricos de vitamina D mediante quimioluminiscencia, en
los andlisis rutinarios se utiliza el producto comercializado bajo el nombre de Diasorin
Liaison.

Actualmente el uso de la quimioluminiscencia como técnica analitica para la deteccion de
maultiples compuestos, esta despertando mayor interés, debido a que presenta una alternativa
muy sensible, exacta y con pocas interferencias con respecto a otros métodos.

ABSTRACT

The active forms of vitamin D are important elements in clinical practice for their biological
significance, whose study has increased in recent years. Vitamin D plays the role of regulating
the metabolism of calcium and phosphorus. It is also a preventive factor of chronic diseases
such as cardiovascular diseases, diabetes, cancer and autoimmune diseases. Due to the
possible role of vitamin D in these pathologies, have been searched methods to determine
plasma vitamin D levels, which are accurate and effective.

The analytical assay chosen for this bibliographical review is that of chemiluminescence,
which is based on the generation of electronically excited species in the process of different
chemical reactions, which are usually oxidations. The excited species originated in the
chemical reaction of oxidation emit electromagnetic radiations when deactivating, passing
from the excited state to the fundamental. There are two types: direct and indirect
chemiluminescence or "sensitized".

For the determination of serum vitamin D levels by chemiluminescence, the marketed
product under the name of Diasorin Liaison is which is used for routine analyses.

Currently the use of chemiluminescence as an analytical thecnique for the detection of
multiple elements, is growing greater interest, because it presents a very sensitive, accurate
and with little interference, compare with other methods.

-3-



2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1 Significacién vy origen de la vitamina D

La vitamina D es una vitamina liposoluble, cuya principal funcién es la formacién y
mineralizacion désea. También esta relacionada con el sistema inmune, ya que se le ha
reconocido la participacion en procesos de crecimiento y diferenciacion de células tales como
macrofagos, células dentriticas, células B y T. Se sabe que la deficiencia de esta vitamina, la
hipovitaminosis D, se produce en patologias cronicas como la diabetes mellitus tipo 1(1,2),
enfermedades cardiovasculares(2,3), cancer (2,4), asi como algunas enfermedades
autoinmunes(2), como son el lupus eritematoso sistémico (LES) y la artritis idiopatica juvenil
(A1J) consideradas de enfermedades de riesgo para la situacion de déficit de vitamina D.

Los factores de riesgo que se sabe gque facorecen la situacion de hipovitaminosis D son:
a) Ingesta escasa
b) Latitud
c) Poca exposicion a luz solar
d) Temporada estacional
e) La obesidad
f) Combinacion ambiental
g) Uso de corticoides
h) Otros factores(5).

La vitamina D se encuentra de manera natural en dos formas principales: vitamina D,
(ergocalciferol) y vitamina D3 (colecalciferol) (Figura 1A). La vitamina D, se puede obtener
de las plantas que estdn sometidas a la radiacion ultravioleta y por la suplementacion
dietética. La vitamina D3 se obtiene, en su mayoria, por sintesis enddgena a partir de la
exposicién al sol y solo una pequefia cantidad a partir de los alimentos derivados de animales.
La sintesis enddgena se ve influenciada por muchos factores, tales como son el grosor y color
de la piel, el tiempo de exposicion al sol y la temporada.

2.2 Metabolismo de la vitamina D

En la capa de Malpighi de la piel expuesta a la radiacién solar, la vitamina D3 y pro-vitamina
D, (7-dehidrocolesterol y ergosterol, respectivamente) se transforman en pro-vitamina D que
gracias a la temperatura corporal normal sufre una isomerizacion, para transformarse en la
forma bioldgicamente activa de la vitamina D. A diferencia de los suplementos dietéticos, la
exposicion continua a la radiacion solar(UV) no conduce a toxicidad por vitamina D, debido a
que el exceso de pre-vitamina_D se convierte en lumisterol y taquisterol, formas inactivas,
proceso que se invierte cuando los niveles de pre-vitamina D caen. Una vez formada, la
vitamina D pasa de las células de la piel a la circulacion sanguinea donde se acopla a una
proteina especifica (a1-globulina), Ilamada proteina de unién a la vitamina D (VDBP) para su
transporte en plasma; esta proteina se considera el principal transportador de todos los
metabolitos de la vitamina D. En el higado la vitamina D, por medio de enzimas del
citocromo P45 hepético, especialmente las oxidasas de CYP27A y CYP2R1 que son Esterol
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27-hidroxilasa y 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa respectivamente, es metabolizada a 25-
hidroxivitamina D (25(OH) D), también conocida como calcidiol. La 25(0OH) D, viaja por
circulacion sistémica hacia los rifiones y a otros tejidos, para su posterior hidroxilacion. En
los rifiones, la oxidasa (25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa) de CYP27B1, convierte el
calcidiol en 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(0OH) .D), principal metabolito activo de la
vitamina D también Ilamado calcitriol. Diferentes células, entre ellas macrofagos activados,
queratinocitos y células dseas, producen localmente 1,25(0OH),D (Figura 1B). (6-8).
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Figura 1.- (A) estructuras quimicas y (B) Metabolismo de la vitamina D

La capacidad de la luz ultravioleta para activar la sintesis de las formas pre-vitamina D, la
convierte en un sistema de sefializacion y activacion de diversas vias metabdlicas(9). Para la
determinacion de la concentracion de la vitamina D en muestras bioldgicas se emplea la 25
(OH) D, la cual es el biomarcador mas preciso en un organismo(10).

2.3 Técnicas para el analisis de vitamina D

Para su cuantificacion se utiliza normalmente métodos basados en cromatografia liquida
(HPLC), ensayo competitivo de proteinas por quimioluminiscencia, radioinmunoensayo de
alta y baja frecuencia de muestreo, métodos automatico de quimioluminiscencia y en
cromatografia liquida de espectrometria de masas en tandem(11), el método seleccionado es
la quimioluminiscencia.

La luminiscencia se puede definir como un proceso de emision de luz por especies
electrénicamente excitadas a temperatura ambiente (12).



Los procesos de luminiscencia se clasifican segin la forma en la que se generan las especies

en estado excitado.
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2.4 Quimioluminiscencia

La quimioluminiscencia se define como la emision de la radiacién electromagnética
(normalmente en la region del visible o del ultravioleta) producida por una reaccion quimica.
Si la radiacidn proviene de organismos vivos se define como bioluminiscencia.

La intensidad de emision depende de la concentracion de las especies quimicas implicadas en
la reaccion quimioluminiscente. Para que se dé la quimioluminiscencia es necesario que la
reaccion produzca un exceso de energia, lo cual es bastante frecuente en reacciones redox,
pero el hecho de que este exceso de energia se disipe con emision quimioluminiscente,
depende en gran medida de la estructura molecular de los intermedios o productos de

reaccion.



En general la medida de la radiacion quimioluminiscente obedece dos mecanismos
béasicos(Fig.2):

- Quimioluminiscencia directa: Se parte de dos reactivos, A y B, normalmente un substrato y
un oxidante, en presencia de algunos cofactores, los cofactores son necesarios en una 0 mas
ocasiones para convertir los subsustratos en formas reactivas capaces de reaccionar. Ay B
reaccionan dando un intermedio de reaccion en un estado electronicamente excitado. Este
intermedio, al relajarse hasta el estado fundamental, emite un foton. A veces, en estas
reacciones, se requiere un catalizador que disminuya la energia de activacion y aumenta el
rendimiento cuéntico de la reaccion quimioluminiscente.

- Quimioluminiscencia indirecta (sensibilizada o de transferencia de energia): EI mecanismo
es el mismo para la formacion del intermedio electronicamente excitado, pero para mejorar la
sensibilidad analitica se emplea como mediador un fluoréforo, al cual le transfiere la energia,
de forma que el fluor6foro se excita (con la energia radiante que proviene del intermedio de la
reaccion quimioluminiscente) y al volver a su estado fundamental emite radiaciones
electromagnéticas.

a ' B ¥ (Cofactors)
(chemiluminescent  (oxidant)
precursor)
catalyst
(Intermediate or
DIRECT Product) SENSITIZED OR

ENERGY TRANSFER

CHEMILUMINESCENCE N
CHEMILUMINESCENCE

p 2 h\' p } l.‘ﬁ
v

¥+ hv
Figura 2.- Tipos de reacciones quimioluminiscentes. P: producto; F: sustancia fluorescente.

Por tanto, los procesos quimioluminiscentes comprenden los siguientes pasos:

1. Reaccion quimica inicial que proporciona el intermedio o producto.

2. Conversion del exceso de energia quimica en excitacion electrénica de este intermedio.
3. Transferencia de energia en el caso de la quimioluminiscencia indirecta.

4. Emision de la luz por parte de las especies excitadas. El rendimiento cuantico de una
reaccion quimioluminiscente, dependera por tanto de los rendimientos de los cuatro pasos
implicados en los mecanismos. (13)

Todas estas etapas dan lugar a una gran variedad de aplicaciones practicas de la
guimioluminiscencia en fase sélida, liquida y gaseosa.

-7-



Entre los factores que influyen en la emision de quimioluminiscencia encontramos:

La estructura quimica del precursor quimioluminicente.

La naturaleza y concentracion de otras sustancias que afectan el proceso
quimioluminiscente y que favorecden otros procesos competitivos no radiantes.

El catalizador selecdionado.

La presencia de iones metalicos, implicados en los procesos de oxidacion.
La temperatura, pH y fuerza ionica.

La hidrofobicidad del disolvente y la composicion de la disolucion

La presencia de aceptores de la energia transferida(14).

Las principales ventajas de los sistemas quimioluminiscentes que los hacen adecuados para el
analisis cuantitativo en quimica analitica son:

Elevada sensibilidad y amplio intervalo dinamico de concentraciones, llegando en
algunos casos a limites de deteccion del orden de los femtomoles.

No excitacion de las muestras por via radiante, por tanto, no requiere fuente de
excitacion externa, lo que se traduce en ausencia de dispersion y de sefiales de fondo,
en la reduccion de interferencias debidas a procesos de excitacion no selectivos y en la
utilizacion de una instrumentacion mas sencilla que otros procesos luminiscentes.

Versatilidad: Se puede utilizar la técnica para determinar cualquiera de las especies
que participan en el proceso quimioluminiscente: sustratos, catalizadores, inhibidores,
fluordforos, especies que dan reacciones acopladas aumentando o disminuyendo la
concentracion de los reactivos implicados en la reaccién quimioluminiscente.

Se acoplan facilmente como método de deteccion en cromatografia de liquidos,
electroforesis capilar o inmuno-analisis.

Entre las limitaciones de estas reacciones para el analisis, los siguientes parametros se han de
tener perfectamente controlados:

Los factores experimentales que afectan al rendimiento cuéntico y la velocidad de
reaccion. Estos son: la estructura quimica del precursor quimioluminiscente, la
naturaleza y concentracion de sustancias que favorecen procesos competitivos no
radiantes, el catalizador elegido, la temperatura, la fuerza idnica, la presencia de
aceptores de la energia transferida, la presencia de iones metalicos, la hidrofobicidad
del disolvente y la composicion de la disolucion.

El tiempo de medida de la sefial, debido a que la emision quimioluminiscente varia en
funcién del tiempo. Tras la mezcla de los reactivos, la emision de luz alcanza
inmediatamente un maximo y después cae hasta la linea base en un rapido destello
menor que un segundo o en emision continua que puede durar desde minutos a horas.

En la Figura 3, se muestra un ejemplo de la variacion de la sefial quimioluminiscente con
el tiempo, para la reaccion del luminol/H,0,, utilizando Cr(ll1) como catalizador
(concentracion final Cr(l11) 5.5 g/l). Como se puede observar, la emisién es muy rapida,
aproximadamente de 1 segundo, y por tanto, el tiempo al que se registre la sefial sera
decisivo.
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Figura 3.- Intensidad de emision quimioluminiscente frente al Tiempo

2.5 Tipos de reacciones

Las reacciones en fase solida han sido las menos aplicadas debido a que son reacciones muy
limitadas por la débil emision, acompafada de la oxidacion de muchos materiales organicos.
Los solidos se calientan en presencia de oxigeno y la emision quimioluminiscente es
proporcional a la velocidad de reacciébn. En ausencia de oxigeno, la emisién
guimioluminiscente se produce debido a la descomposicion de los peréxidos formados. Se
puede recoger la emision directa de estas especies o la indirecta (exaltando la intensidad de
guimioluminiscencia por adicién de fluoréforos).(15)

En fase gaseosa, se han utilizado combinados con cromatografia gaseosa (utilizando por
ejemplo la reaccion quimioluminiscente del ozono), cromatografia de fluidos supercriticos
(reacciones del nitrogeno y el sulfuro), y también con detectores de gases no cromatograficos
en los que se requiere una respuesta rapida como el detector quimioluminiscente.

Las reacciones quimioluminiscentes en fase liquida, son aplicables en la determinacién de un
amplio rango de analitos, desde elementos metéalicos como cromo y cobalto a niveles traza,
hasta farmacos como tiopronina o azitromicina.

Principales reacciones
.. .. » . . Rendim.
qU|m|0Ium|n|scentes en fase Reaccion Analitos N P
. cuAntico
|IQU|da. Oxidacién del luminol en medio Catalizadores (Cr{I1I), 475 0.01
bisico acuoso Co(II)....). Hy04, luminol.. fm ’
Oxidacion del luminol en g xidl 500 0.05
dimetilsulféxido Hperade i :
Oxidacion de la lucigenina con Cu(IT),Pb(II), He(IT), I 440 0.016
peroxido de hidrogeno alcalino u(t), » g, 1y e fim ’
Oxidacion de lofina en medio Na', ng, lofina 5§25 nm _

etanolico con hidroxido sodico

Proteinas, Cl, , porfirinas, Depende del 0.05-0.5

Oxidacién de perioxalatos derivados del DnsCl,...  sensibilizador

Reduccion de Aminas, Aminodcidos, 610 mm
tris(2.2 -bipiridil jrutenio(1IT) Alcaloides, ion oxalato,...

Oxidacion de alcaloides con
permanganato potasico en medio
acido en presencia de
polifosfatos

Alcaloides, anestésicos,
aminodcidos, indoles, 680 nm -
acido ascorbico, fenoles, ..

Oxidacién de D-luciferina con
luciferasa dependiente del ATP
pH B.6

ATP, enzima luciferasa,
Me(Il).... 560 nm (.88

*La intensidad de emision de una reaccion depende del rendimiento cuantico, que es una medida
de la eficiencia de la reaccitn quimioluminiscente. Los rendimientos cuinticos van desde 1- 10
(QL ultradébil) hasta cerca de | (procesos bioluminiscentes).



2.6 Tipos de reactivos utilizados

Las reacciones quimioluminiscentes se utilizan con éxito para la deteccion sensible de
analitos de interés en clinica. Algunos de los reactivos son:

P R,
NH O NH O " L | r | \L/
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El luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona) se oxida casi cuantitativamente a
3-aminoftalato en medio basico tanto en disolventes polares como apolares. El
oxidante mas usado suele ser el perdxido de hidrégeno, siendo la reaccion catalizada
por iones metalicos o metacomplejos (figura 4A) EIl luminol y el H,O; reaccionan y
liberan energia fotonica formando la quimioluminiscencia con un color azulado y
brillante. La reaccién de oxidacion del luminol, es el ejemplo méas conocido en
reacciones directas, ha sido aplicada para la determinacion de iones metélicos que
actian como catalizador, enzimas( peroxidasas, compuestos hematicos, etc), ciertos
oxidantes, inhibidores o sustancias que son féacilmente oxidables y que son
determinadas indirectamente por la disminucion de emisién de quimioluminiscencia.

Esteres de acridinio, que presentan como ventaja respecto al luminol, que la reaccion
de quimioluminiscencia se produce solo con perédxido de hidrogeno en medio alcalino,
origindndose N-metilacridona en estado excitado(figura 4B) Se emplea en inmuno-
analisis, marcando las proteinas. Presentan una sensibilidad muy alta debido al mayor
rendimiento de quimioluminscencia en comparacion con las reacciones en las que se
utiliza luminol.

CHs f|3"z.
A _|,f"~=a¢__, ga,,‘ . xm-fw'“ |
"w-"""mf o .

Hy0; 7

{Emisidn da luz) )
Intermedic inestable
{estado excitada)

Intermat nestable

{astano axcitado)

QUIMIOLUMINISCENCIA
(Emision de luz)

Figura 4.- Reaccién quimioluminiscente del luminol(A) y de los derivados de N-metil-
acridinio(B).
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- Los derivados de peroxioxalato. Con estos rectivos se requiere el empleo de
quimioluminiscencia indiecta o sensibilizada. Se produce la oxidacion por peroxido de
hidrogeno de un éster aril oxalato en presencia de fluoréforo. A traveés de un
intermediario de alta energia, 1,2-dioxietanodiona, que forma un complejo de carga
con el fluordforo, donando un electrdn al intermediario. Este electron es transferido al
fluoréforo, que alcanza un estado excitado y al regresar al estado fundamental,
produce una emision de fluorescencia caracteristica del fluoroforo. Esta reaccion se
aplica en la determinacién de un gran namero de de compuestos en las que se produce
peréxido de hidrégeno, siendo por tanto Utiles para la determinacion de sustancias
altamente fluorescente (ej. Hidrocarburos aromaticos policiclicos) o compuestos que
no siendo fluorescentes puede convertirse en fluorescentes. (16,17)

Una caracteristica diferenciadora de las reacciones anteriores del luminol y de los
derivados de acridinio es que el pH del medio es ligeramente acido para las reacciones
sensibilizadas de los peroxioxalatos.

—_—

R—D—E—E—O—R + H,0, R—D—E—E—G—DH

ra
-
LS

—» F=+2Cc0, —*> F+hy

. Ci NO,
R: ci —@— R: NO, @
Cl

F: fluoraforo

|
= o
|

TCPO (pH=5-9) DNPO (pH = 3.5)

Figura 5.- Mecanismo propuesto para la reaccion con peroxioxalatos.

2.7 Instrumentacion: Luminémetro.

La medida de luz emitida es un indicador de la cantidad de analito presente y al instrumento
basico que es capaz de realizar estas medidas se le llama luminometro. Este incluye una célula
de reaccion, un compartimento cerrado a la luz, un dispositivo de inyeccion y mezcla de
reactivos y/o muestra, un detector de luz y un sistema de adquisicion y procesador de sefial
(Fig.6). En el compartimento cerrado se coloca la célula de reaccidn con objeto de que toda la
luminiscencia sea captada por el detector. La funcién del compartimento es mantener la
mezcla de reactivo y muestra, a una temperatura adecuada y en completa oscuridad a fin de
que no alcance radiacion interferente el detector de la luz externa. En las técnicas de QL, una
vez mezclados los reactivos y la muestra, comienza la reaccién quimioluminiscente y la
intensidad de la emision que se esta produciendo, disminuye una vez que los reactantes se han
agotado. Esto supone que el caracter de la emision quimioluminiscente es transitorio, y que la
escala de tiempo depende de la reaccion en cuestion, que va de un corto flash a una emision
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continua. Este hecho es crucial para la seleccion del sistema mas conveniente para la
incorporacion de los reactivos. (14,18)

Dependiendo de la configuracion del dispositivo y del método de introduccion de muestra y
reactivos, los sistemas pueden clasificarse en: estaticos (introduccion de cantidades discretas
de reactivos y muestra en un recipiente) o sistemas en flujo.

AT OJAMIENTO

SISTEMA DE INTRODUCCION
DEMUESTRAY REACTIVOS

Jv CELULA DE REACCJON
e

DETECTOR AMPLIFICADOR REGISTRO

FUENTE DE ALTO

CAMARA DE VOLTAJE
MUESTRA

Figura 6.- Configuracion esquematica de un luminémetro.

El tipo de célula de reaccion va depender de que la reaccién de QL se lleve a cabo en fase
liquida, sélida o gaseosa, siendo un requerimiento esencial para su disefio que el maximo de
intensidad se produzca cuando la mezcla analito-reactivo quimioluminiscente esté frente al
detector. Tanto en los métodos estaticos como los de flujos, la magnitud de la intensidad de
QL es inversamente proporcional al volumen de la célula. Normalmente, es posible usar
cualquier material que sea transparente a la radiacion en la regién UV y visible del espectro y
gue sea compatible con la muestra y los reactivos oxidantes utilizados en la reaccion.
Habitualmente se utiliza vidrio, cuarzo, plastico acrilico u otros.

Hay cuatro requerimientos béasicos para el detector, que constituye la parte critica del
luminometro (22):

a) Debe ser capaz de detectar una sefial luminosa de varios 6rdenes de magnitud de
intensidad(desde unos pocos fotones por segundo a decenas de millones por segundo)

b) Debe ser sensible al menos en la region espectral de 400-600 nm, idealmente en la
region completa del visible (380-750 nm) incluso en la regiones pertenecientes al IR
cercano.

c) La sefal registrada por el detector debe estar relacionada directamente con la
intensidad de luz que ha llegado a él, idealmente directamente proporcional en todo el
rango de longitudes de onda requerido. La sefial producida por el detector debe poder
ser facilmente leida, registrada y analizada.

d) La velocidad de respuesta del detector debe ser mas rapida que la velocidad de la
reaccion de quimioluminiscencia.
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Un ejemplo es el Fluorimetro Hitachi F-4500, 700v (Tokio, Japan) equipado con una celda de
1 cm de camino oOptico.

3. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo de revision bibliogréafica se centraron en varios aspectos.

Por un lado, una breve descripcion del metabolismo de la vitamina D y su importancia en la
salud.

La comprension de la quimioluminiscencia.

Y por altimo, el uso de las técnicas quimioluminiscentes para la determinacion de la vitamina
D, junto con la comparacién de la misma frente a otras técnicas disponibles como es el RIA.

4. METODOLOGIA

La busqueda bibliogréfica, se realiz6: a) La vitamina D, asi como b) Los métodos anaiticos
quimioluminiscentes para su determinacion. Esta bldsqueda se realiz6 a traves de Science
Direct, Pubmed, Google-académico y en la biblioteca on-line de la Universidad Complutense
de Madrid.

Los limites en la basqueda se establecieron de acuerdo con los siguientes criterios. Primero se
eligieron articulos de revisiones, articulos de investigacion y de divulgacion, publicaciones de
estudios de resultados obtenidos de ensayos clinicos, de los dltimos afios. En la basqueda se
utilizaron palabras clave tanto en inglés como en castellano: “vitamina D” (vitamin D),
“implicacion de la vitamina D” (uses of vitamin D), “quimioluminiscencia”
(chemiluminescence), “técnicas analiticas” (analytical assay), “CLIA”, “Diasorin Liaison®,
“RIA”, entre otros.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Ante las nuevas implicaciones atribuidas a la vitamina D, y su asociacion a enfermedades
tales como la diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, autoinmunes y mortalidad. Se
ha defendido la determinacion de sus niveles en la poblacion(16). La cuantificacion de los
metabolitos de la vitamina D en el plasma es un desafio porque son lipofilicos, estan
estrechamente unidos a la PAD y sus concentraciones plasmaticas son muy bajas, en el
rango nanomolar para 25-OH D3y 25-OH D3 y niveles picomolar para 1,25-(OH), Ds. Los
inmuno-analisis para 25-OH D y 1,25- (OH), D miden la concentracion total de
metabolitos porque no pueden distinguir entre las formas D, y D 3(19).

La determinacién de la vitamina D en plasma en laboratorios clinicos y de investigacion,
mediante andlisis comerciales se realiza a través de los inmuno-analisis
quimioluminiscentes (CLIA).

Dentro de los inmuno-anélisis quimioluminiscentes encontramos el Diasorin Liaison, el
cual se basa en un inmuno-analisis competitivo directo con deteccion quimioluminiscente.

En un primer lugar la muestra de suero se incuba con el dominio de unién al ligando del
receptor de la vitamina D. Bajo las condiciones de incubacién la transferencia de 1,25-
(OH), D de la proteina de uniéon a la vitamina D(VDBP), al dominio de uni6n al
ligando(LBP) mediante una disolucion tampon que contiene 10% de etanol se ve favorecida
en gran medida. En segundo lugar, particulas magnéticas recubiertas con Mab 11B4
(anticuerpos monoclonales contra el dominio de union al ligando-1,25-(OH), D) son
afladidas a la mezcla de reaccion. Después de la incubacién, los materiales no unidos
(metabolitos inactivos de vitamina D), se eliminan mediante un ciclo de lavado. Finalmente
en el tercer paso ocurre una segunda incubacion, donde el conjugado Mab con un marcador
qguimioluminiscente (isoluminol) especifico de LBD se afiade y tras la union a la fase solida
unida al complejo de LBD-1,25-(OH), D el sdndwich esta completado.

Después de una segunda etapa de lavado para eliminar el conjugado no unido, se afiaden
reactivos de inicio de una reaccion quimioluminiscente. El pulso de luz emitido es medido
por el fotomultiplicador, y proporciona una sefial directamente proporcional a la cantidad de
1,25-(OH), D presente en la muestra.(19, 20)

STEP 1: Sample plus LBD

Sample LBD In Buffer @
e
Sorum -~ 350H0 Incubate Reaction pH >7

VDEP N /| ~—FreeraD _— ——
@ @ + AssayBuffer + |/ i -

Vo) Sec

" rTmg

STEP 2: Add PMP & WASH

Monoctonal Sclid Phase ~ " ”
AntlBound LBD - "© = L' |

-' i
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+ T T -
PLP

STEP 3: Add Conjugate and WASH/READ
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Antle-Tog-AREl -—
S
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Figura 7.- Esquema del nuevo ensayo 1,25-(OH), D. Descripcion general de los componentes, las
incubaciones y los pasos de lavado del ensayo totalmente automatizado que se ejecutard en un
instrumento LIAISON® XL. El tamafno de muestra requerido es de 75 ul, y el tiempo para el primer
resultado es de 65 min. PMP: particulas paramaagnéticas: ABEI: derivado del isoluminol.



Otro inmuno-andlisis, en este caso basado en la medida de radioactividad y no de
quimioluminiscencia es el radioinmunoanalisis (RIA), el cual se realiza mediante un
procedimiento de dos pasos. En el primero se extrae rapidamente la 250H D y otros
metabolitos hidroxilados presentes en el suero, mediante acetonitrilo. En la segunda etapa la
muestra se somete a un RIA de equilibrio de antigeno( vitamina D) y anticuerpo, siendo
incubada la vitamina D con el anticuerpo y el trazador, un antigeno radioactivo durante 90
minutos a temperatura ambiente. Después se produce la separacion de la fraccion libre y de la
fraccion unida al anticuerpo, a través de una segunda incubacion, con otro anticuerpo durante
20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion mediante el empleo de una disolucion
tampdn adecuada se rompen las uniones no especificas, y se procede a una centrifugacion de
las muestras y a medir la radioactividad en el precipitado mediante un contador gamma, como
el contador ANRS Abbott Laboratories.(20)

CONTROL
()
®
— —> Radioactivity in

precipitate is

measured
Known amount of Fixed amount of Addition of
radioactively labeled specific antibody anti-immunoglobulin
antigen is added antibodies precipitates

the antibody-labeled
antigen complex

UNKNOWN SAMPLE
The difference
between the
radioactivities in
the control and

—» the unknown
sample is
proportional to
the amount of
unlabeled antigen

Known amount of Unlabeled antigen Addition of in the unknown
radioactively labeled competes with labeled  anti-immunoglobulin ~ sample
antigen mixed with antigen for the precipitates the
unknown amount antibody antibody-antigen
of unlabeled antigen complex containing
labeled and

unlabeled antigen

Figura 8.- Esquema general del proceso de radioinmunoanalisis.

Al comparar ambos métodos analiticos se observaron diferencias entre los resultados
obtenidos, dado que el analito 250H D es dificil de cuantificar por su hidrofobicidad y sus
concentraciones plasmaticas bajas. A demas la deteccion por igual de 250H D, y de 250H D3
representa un desafio en los estudios revisados, sobre todo en los en los ensayos con unién a

la proteina ligadora de la vitamina D, debido a que las proteinas de unién muestran mayor
afinidad por 250H D3 que por 250H D,.
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TABLA l. Coeficientes de variacién de 250HD medidos por RIA y QLIA.
Sa amplearon para & calculo los controlas comarcialas provistos por el fabricanta

Métoda Concentracién de

CV % intraensayo Concentracién de

CV % interensayo

25-{OH)}»VD (ng/mL) 25-{0OH)-VD (ng/mL)
RIA 15,4 10,6 13,8 19,9
51,0 8.4 58,6 12,8
n=34 n=40
QLlA 17,2 8.0 15,0 13,2
58,9 7.0 53,2 6.5
n=10 =12

En la publicacion escogida para la comparacion de ambos métodos las concentraciones de
25-OHD la midieron en suero de 45 pacientes: 8 hombres y 37 mujeres Las mediciones de
25-OHD las realizaron con un RIA y un QLIA automatizado (LIAISON), ambos DiaSorin.
Calcularon los coeficientes de variacion intraensayo (CV intra) e interensayo (CV inter) para
ambos métodos. Analisis estadistico: la comparacidon entre métodos la realizaron con los
programas Analyse-it y Med Calc. Consideraron significativa una p<0.05.(20)
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Figura 9.- Datos de 250HD por RIA y CLIA

(n=45)

Figura 10.- Correlacion entre los resultados de
250HD medidos por RIA y CLIA. Datos
expresados en ng/mL. La ecuacion de la recta es
y= 9.9129x + 3.3154. R2 =0.8573. n=45
(p<0.0001)




Ambos ensayos muestran una alta correlacion y una buena precision (bajos valores de CV%).
La diferencia en el nimero de muestras y ensayos que se utiliz6 para determinar los CV inter
e intraensayo para una y otra metodologia se debié a que el RIA fue el método en uso en
laboratorio durante varios afios, mientras que el CLIA es de reciente incorporacion. Hallando
una correlacion lineal aceptable (R2 = 0.85) entre ambas metodologias, 1o que indica que
ambas son adecuadas para la determinacion de la concentracion de 250HD.EN esta
publicacion llegaron a la conclusion de necesitar mayor numero de casos es necesario a fin de
confirmar esta hipdtesis.(20)

6. CONCLUSION

En los ultimos afios se ha observado la importancia de la vitamina D, y su deficiencia en
diferentes patologias.

Las publicaciones sobre de la vitamina D han aumentado de manera exponencial. Podriamos
decir que la vitamina D se considera segin algunos autores, el “analito del milenio”. La
cuantificacion de la vitamina D constituye un marcador biologico fiable para cuantificar su
concentracion plasmatica(21,22).

Segun la bibliografia recogida, actualmente existen varias alternativas disponibles para la
medicion de los metabolitos de la vitamina D, como la cromatografia liquida asociada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) que es segun varios articulos la mejor
opcién como método de referencia para la medida de 25 OH D, pero necesita de una
instrumentacién costosa, personal cualificado, por lo que es dificil su uso en la rutina de los
laboratorios clinicos. Respecto los inmuno-ensayos competitivos, el RIA ha sido el mas
utilizado, pero su inconveniente es que necesita de instalaciones con las medidas de
prevencion y seguridad para medidas de radioactividad. En los articulos basados en inmuno-
analisis se comentan que en los Gltimos afios se ha producido una demanda exponencial de
este tipo andlisis, junto con la aparicién en el mercado de diferentes inmuno-analisis
automatizados como Abbott, Liason,etc; los cuales utilizan anticuerpos o proteinas de unién
como ligandos, y quimioluminiscencia como marcador de sefial, y que pueden ser integrados
en plataformas analiticas, ha hecho que la mayoria de los laboratorios clinicos utilicen estos
métodos, que ofrecen mejor rendimiento, haciendo de esta técnica un campo de investigacion
muy interesante en una amplia variedad de disciplinas, que incluyen técnicas de separacion en
analisis quimico, bioldgico, farmacéutico, biomédico y alimentario, control de calidad, etc.

Esta revisiéon bibliografica se centr6 en la quimioluminiscencia, en el ensayo Diasorin
Liaison, un inmuno-analisis competitivo directo, que al compararlo con otros inmuno-analisis
como es el RIA, se pudo observar que ambas técnicas son adecuadas para la determinacion
de 25(0OH) D. Algunos autores que han comparado las concentraciones de 25(OH) D
obtenidas por los métodos RIA y Diasorin Liaison, han hallado resultados controvertidos, ya
que algunos encontraron lecturas en Liaison inferiores a las del RIA en concentraciones bajas,
pero mayores en altas concentraciones. La discrepancia de resultados de vitamina D afecta en
la utilidad clinica del informe del laboratorio y por tanto en interpretacion y decision del
médico. Los articulos sefialan la importancia de definir y armonizar los métodos analiticos
para la Vitamina D a fin de que los resultados obtenidos puedan ser comparables.
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. ABREVIATURAS

1,25- dihidroxivitamina D — (1,25(OH) ;D)

1,25- dihidroxivitamina D3 —( 1,25-(OH), D3)

25- hidroxivitamina D — (25(OH) D)

25- hidroxivitamina D3 — (25-OH D5)

Dominio de unidn a la proteina — LBD

Dominio de union al ligando-1,25-(OH), D — LBD-1,25-(OH), D

Miembro de la subfamilia A de la familia 27 del citocromo P450— (CYP27B1)
Miembro de la subfamilia A de la familia 27 del citocromo P450— (CYP27A)
Miembro de la subfamilia R del citocromo P450 de la familia 2 — (CYP2R1)
Aurtritis idiopatica juvenil — (AlJ)

Coeficiente de variacion — (CV%)

Cromo ¥ — (Cr(111))

Infrarrojo — IR

Inmuno-analisis quimioluminiscentes — (CLIA)

Lupus eritematoso sistémico — (LES)

Oxidos de nitrégeno — (NOx)

Proteina de unioén a la vitamina D — (VDBP)

Radioinmuno-analisis — (RIA)

UV — Ultravioleta
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