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Resumen

Las sondas fluorescentes son compuestos quimicos que presentan el fendmeno dptico de fluorescencia y son utilizados en la
deteccion cualitativa y/o cuantitativa de una gran variedad de analitos. En consecuencia, se han convertido en una herramienta eficiente
para la obtencion de informacion dindmica sobre la localizacion y cuantificacién de moléculas de interés. En este articulo, se describen
conceptos generales alrededor de las sondas fluorescentes: historia, propiedades quimicas y fisicas, equipos de deteccion, caracteristicas
estructurales para el disefio y sintesis, mecanismos de accién frente a los analitos y algunas aplicaciones en el area de polimeros
(elucidacion de mecanismos, determinacion de cinética, observacion de cambios de morfologia, etc.), en la obtencion de imagen de
tejidos y/o células en tiempo real en el area médico-bioldgica y en la deteccidon de especies quimicas potencialmente toxicos,
relacionados con la contaminacion del medio ambiente.
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Abstract

Fluorescent probes are chemical compounds that show fluorescence and are used in qualitative and / or quantitative detection methods
of a great variety of analytes. Accordingly, they have become an efficient tool for obtaining dynamic information on the location and
quantification of molecules of interest. In this article, general concepts about fluorescent probes are described. They include history,
chemical and physical properties, detection equipment, structural characteristics for design and synthesis, mechanisms of action against
analytes and some applications in the area of polymers (mechanism elucidation, Kinetics determination, observation of morphology
changes, etc.) obtention of bio-images of tissues and / or cells in real time useful in the medical-biological area and detection of
potentially toxic chemicals, related to environmental pollution.
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1. Introduccién la energia es suficiente puede excitar a un electron en el estado

basal (So) hasta un estado electronico de mayor energia (Sz) con

Las sondas fluorescentes son compuestos quimicos que poseen
la capacidad de emitir fotones después de ser excitados con una
longitud de onda adecuada y que debido a su alta sensibilidad,
selectividad y respuesta rapida sirven para visualizar analitos con
una alteraciéon minima en células vivas, tejidos y érganos (Chen y
Xian, 2020). Debido a esto, se han convertido en herramientas
indispensables para la obtencién de informacion dinamica sobre
la localizacion y cuantificacion de moléculas de interés.

Cuando una molécula es sometida a una fuente de radiacion
electromagnética ocurren diferentes procesos que se ilustran en el
diagrama de Jablonski (Figura 1). Un compuesto absorbe fotones
al ser irradiado con luz ultravioleta, visible o incluso infrarroja. Si
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retencion del valor de espin del electron. Para que esto ocurra, la
energia del foton absorbido debe ser igual a la diferencia de
energia entre los estados electrdnicos y la excitacion ocurre en una
escala de tiempo de alrededor de 10° s (Tyson, et al., 2016).
Enseguida ocurre la relajacion vibracional; las moléculas en el
estado excitado S, chocan con el disolvente y pierden parte de la
energia hasta caer al estado excitado de menor energia Si. A partir
del estado excitado S; el exceso de energia se puede disipar hasta
regresar al estado basal, ya sea por la emision de luz mediante uno
de dos procesos radiativos, fluorescencia y fosforescencia, o por
la emision de calor. La fluorescencia ocurre muy rapido (10° - 10°
6s), cuando el electrén apareado en el estado singulete S; regresa
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al estado basal Sy con retencion del valor de espin y emision de
luz. Generalmente, las moléculas que presentan este fendmeno
optico reciben el nombre de fluorocromos. La emisién de luz
también puede ocurrir por un proceso mucho mas lento (10— 103
s) denominado intercruce de sistemas, en el cual el electron
apareado del estado S; invierte su espin y genera un estado
excitado triplete T1. La denominacion de estados singulete S; y
triplete T, se da de acuerdo con la ecuacion de multiplicidad
M=2S+1, donde S es la suma del valor de espin. En la
fluorescencia el espin esta apareado (+1/2, -1/2), por tanto, S=0 y
la multiplicidad es 1 (singulete, S); en la fosforescencia el espin
esta desapareado (+1/2, +1/2), por tanto, S=1y la multiplicidad es
3 (triplete, T) (Lichtman y Conchello, 2005). Debido a los
procesos de relajacion vibracional el fotdn emitido es de menor
energia que el absorbido y tiene una longitud de onda mas larga,
en consecuencia, la fluorescencia emitida se distingue de la luz de
excitacion. Esta diferencia entre las longitudes de onda del fotén
absorbido y el emitido se conoce como desplazamiento de Stokes.
En los procesos no radiativos no hay emisidn de luz, la energia se
disipa por colisiones y vibraciones moleculares y se transfiere a
las moléculas del disolvente y se va perdiendo en forma de calor,
un proceso mejor conocido como extincion (Valeur, 2003).
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Figura 1. Diagrama de Jablonski.

Existen diferentes técnicas de medicidn para cuantificar las
sefiales de fluorescencia de los compuestos que actian como
sondas dentro de muestras bioldgicas. Estas incluyen
fluorometria, citometria de flujo, fotometria microscdpica,
camara, imagenes confocales y de dos fotones. Ademas, las
proteinas aequorin que fluorescen en presencia de calcio, sirven
como reporteros de luminiscencia para medir calcio en sistemas
bioldgicos usando luminémetros basados en foto multiplex o
camaras de conteo de fotones (Fricker, et al., 1999). Una gran
ventaja que tienen las sondas, es que pueden introducirse
directamente en la muestra y detectarse mediante una técnica de
monitorizacion remota. En consecuencia, los sensores quimicos
opticos que se emplean en la mayoria de las técnicas para la
deteccion de fluorescencia consisten en una unidad de
reconocimiento, una fuente de luz y un fotodetector, que
generalmente es una cdmara de dispositivo de carga acoplada
(CCD) (Schaferling, 2012). De esta manera se pueden obtener,
imagenes en alta resoluciéon de sistemas bioldgicos altamente
complejos y una monitorizacién de células o tejidos analizados en
tiempo real.

2. Historia y antecedentes

Los primeros informes cientificos relacionados a la
fluorescencia datan de 1838, cuando David Brewster observd
"dispersion interna" de un mineral natural (fluorita) a partir de
soluciones de quinina y clorofila. En 1853 George Stokes elabor6
lo que hoy se conoce como Ley de Stokes, que establece que la
luz fluorescente es siempre de una longitud de onda mas larga que
la luz excitante (Valeur y Berberan-Santos, 2011). El inicio de la
industria de los tintes sintéticos por el quimico inglés William
Perkin en 1856 condujo a la sintesis de nuevos tintes fluorescentes
(Kasten, 1989). Posteriormente, varios cientificos contribuyeron a
ampliar la ley de Stokes, en 1868 se llegé a la conclusién que los
espectros fluorescentes eran caracteristicos de cada sustancia y los
quimicos organicos rapidamente adaptaron la caracterizacion
espectral por andlisis de fluorescencia (Kasten, 1989). Alexander
Jabtonski junto con otros investigadores desarrollaron la
comprension tedrica moderna de la observacion de Stokes (Ueno
y Nagano, 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Linea del tiempo con sucesos relevantes alrededor
de las sondas fluorescentes.
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A medida que la fluorescencia se hizo més relevante, la
microscopia la empleé como método de cuantificacion a raiz de la
invencion del microscopio de absorcidn ultravioleta inventado por
August Kohler de Zeiss-Jena en 1904 (Masters, 2010). En 1910,
las empresas Carl Zeiss y Carl Reichert crearon los primeros
microscopios de fluorescencia y con ello, maximizaron las
propiedades de los compuestos fluorescentes, dando las bases para
lo que hoy se conoce como microscopia de fluorescencia. A
principios de la década de 1940, se desarrolld el marcaje de
anticuerpos fluorescentes y desde principios de la década de 1990
se realiz6 la clonacion de la proteina verde fluorescente (GFP)
(Renz, 2013). La evolucion de la microscopia de fluorescencia ha
permitido el desarrollo de las técnicas modernas que permiten ver
células y tejidos vivos en tiempo real. En la Tabla | se muestra una
cronologia con algunos de los fluorocromos biolégicamente
importantes, las fechas en que se sintetizaron por primera vez y
sus aplicaciones en microscopia de fluorescencia y biologia
(Kasten, 1989).
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Regularmente las muestras biolégicas contienen restos
intrinsecamente fluorescentes, debido a la presencia de proteinas
con aminoacidos aromaticos detectables como triptéfano, tirosina
y fenilalanina. Sin embargo, el marcaje especifico de moléculas
biolégicas que utilizan sondas fluorescentes como marcaje
principal proporciona una especificidad molecular que no se
obtiene por ningln otro método de observacion visual. La utilidad
potencial de la visualizacién por fluorescencia de biomoléculas
llevé al desarrollo de una amplia gama de fluor6foros para el
marcaje por fluorescencia de moléculas bioldgicas y de sensores
capaces de informar sobre cambios en su entorno. Actualmente
existen una gran variedad de fluoréforos con propiedades 6ptimas
que incluyen estabilidad, brillo, absorcién y emisién en rangos de
longitud de onda especificos (Ueno y Nagano, 2011).

Tabla I: Fluorocromos biolégicamente importantes (Kasten, 1989).

Fluorocromo Aplicacion bioldgica, deteccion
Azul anilina Paredes celulares vegetales (callosa), 8
(1862) glucanos, eosinofilos, glucdgeno
Rojo de
alizarina S Observacion del crecimiento de huesos
(1871)
Contratincion, musculo, tejido vegetal,
Eosina Y marca de inmunofluorescencia,
(1871) constituyente de manchas de sangre,
histonas
. Contratincidn, amiloide, sonda para
Rojo Congo . - ; 5
(1884) confirmacion de enzimas de union a
nucle6tidos
. Lipidos, tincion vital de sangre,
Aaul cresilo reticulocitos en frotis de sangre
brillante (1892) '
protozoos, cromosomas
Fosfina 5G Mastocitos, mucopolisacéridos cidos,
(1900) reactivo tipo Schiff
Esculina Fluorocromo vital (protozoos), agente
(1916) antipaltdico
Sulfoflavina Mancha de proteinas, esporas
brillante (1927) bacterianas
Prontosil Fluorocromo vital (insectos y plantas),
(1932) fibras de tejido conectivo
Fluorocromo vital (protozoos),
Quinina (1944) histologia de insectos, agente
antipalldico, sensible a la luz
Por(ilggesr)ma Observacién del crecimiento de huesos
Rosa de Determinacion de grasa, higado,
bengala (1975) bacterias, funcion hepatica

2.1. Propiedades de las sondas fluorescentes

En el disefio y sintesis de moléculas utilizadas como sondas
fluorescentes, se debe considerar que el método de preparacion
sea eficiente, y en la estructura quimica, es necesario incorporar
grupos donadores y aceptores de electrones en un sistema
electronico conjugado y rigido. Existen ndcleos estructurales
basicos que han sido utilizados por décadas en los compuestos
fluorescentes como la cumarina, fluoresceina, rodol, rodamina,
rosamina, bodipys, etc. (Wysocki y Lavis, 2011; Vendrell, et al.,
2012). En la figura 3, se observan algunos nlcleos basicos
utilizados como sondas fluorescentes y su longitud de onda de
absorcion aproximada.
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Figura 3. Nucleos estructurales de compuestos fluorescentes.

También se deben estudiar varios parametros &pticos
relacionados a la eficiencia de la sonda fluorescente. El
rendimiento cudntico (®r) se define como la relacién entre los
fotones absorbidos y emitidos por la molécula durante la
irradiacion de luz, dicho valor oscila entre un rango de 0-1 (Birks,
1976; Valeur, 2003). El desplazamiento de Stokes se define como
la diferencia entre el maximo de emision de fluorescencia vy el
méaximo de absorcidn y que cominmente se expresa en longitudes
de onda (nm). Este parametro es (til para calcular la cantidad de
energia de excitacion que se pierde por vibraciones moleculares.
Es indispensable contar con moléculas rigidas que restrinjan el
movimiento y las vibraciones moleculares para tener una menor
perdida de energia de excitacion. Esto se logra, combinando
fragmentos  estructuralmente rigidos como heterociclos
aromaticos, grupos arilos y enlaces dobles o triples (Valeur,
2003). También se debe considerar la influencia que tiene el
compuesto con el pH del medio en el que se encuentra, debido a
que esta propiedad, influye en la estructura electronica al
modificar los grupos donadores o aceptores Yy sitios basicos o
acidos en la sonda fluorescente. Por otra parte, el incremento de la
temperatura aumenta las colisiones moleculares y la energia
absorbida por la molécula se disipa en forma de calor, abatiendo
la fluorescencia.

Sin embargo, existen varias complicaciones para el desarrollo
de sondas fluorescentes con aplicaciones bioldgicas, entre los
cuales se encuentra la deteccion inteligente, es decir, la deteccion
selectiva del analito objetivo en condiciones fisiologicamente
relevantes. Ademas, es deseable una cinética de reaccion rapida
para el monitoreo en tiempo real de procesos bioldgicos; una sefial
Optima de alta sensibilidad y limites de deteccion bajos para lograr
una extraccion de datos confiable en las condiciones del medio
ambiente. Las sondas fluorescentes deben tener permeabilidad
celular, especificidad de organulos (para investigacion subcelular)
y baja citotoxicidad. Para aplicaciones de imagenes in vivo y de
tejidos profundos, las sondas deben operar en la region de
infrarrojo cercano para que exista el menor dafio a los tejidos
bioldgicos (fototoxicidad) y evitar la autofluorescencia de las
sustancias biolégicas presentes (Singha, et al., 2019).
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Para incrementar la solubilidad en agua a las moléculas
fluorescentes se incorporan grupos polares como 4acidos
sulfénicos (-SO3H) y acidos carboxilicos (-COOH) en forma
neutra 0 como sales, los cuales pueden estar unidos directamente
al cromdforo principal de la sonda o a una cadena alifatica que a
su vez se une al cromoforo principal. Sin embargo, el exceso de
estos grupos polares en la estructura del compuesto tiende a
reducir la permeabilidad celular, debido a la afinidad de estos
grupos por la membrana celular. Para otorgarle a los compuestos
permeabilidad a las células, se insertan amidas deficientes de
electrones como la N,N-dimetilsulfamida, esto se logra a través de
la derivatizacion de acidos carboxilicos presentes en la molécula
(Jun, et al., 2020).

3.  Mecanismos de accién de las sondas fluorescentes frente
a los analitos

Las sondas fluorescentes se pueden clasificar de acuerdo al
mecanismo de accion que presentan en presencia de un analito,
entre los mas comunes se encuentran, sondas con transferencia de
carga intramolecular, sondas basadas en transferencia de energia
de resonancia de Foster y sondas con transferencia fotoinducida
de electrones (Schaferling, 2012).

3.1. Sondas con mecanismo Transferencia de carga
intramolecular

Las sondas basadas en este mecanismo se construyen
conjugando directamente grupos donadores (D) y aceptores (A)
con fluoréforos (F) como puente del compuesto (Figura 4A). Esta
arquitectura electronica “D— F — A” da como resultado fuertes
efectos “jalon-empuje” que ayudan a aumentar la intensidad de la
fluorescencia y el desplazamiento de la longitud de onda de
emision hacia el rojo (Liu, et al., 2018). Por ejemplo, Zhu y
colaboradores reportaron en 2020 la sintesis y aplicacion de una
sonda fluorescente para detectar hidrazinas, con un
desplazamiento de Stokes de 186 nm (Figura 4B). Esta sonda
muestra un cambio en la intensidad de fluorescencia después de la
reaccion con hidrazina. La remocion del grupo éster deja libre al
fenol, lo que activa la transferencia de carga hacia el grupo aceptor
=C(CN),, ocasionando el aumento de la intensidad de
fluorescencia del compuesto. Este tipo de mecanismo de
activacion electronica por reaccion quimica en las sondas
fluorescentes es de gran utilidad para detectar analitos con alta
sensibilidad, selectividad y precision.

3.2. Sondas con mecanismo de Transferencia de energia por
resonancia Foster.

La transferencia de energia por resonancia Foster o FRET es
un fenémeno de transferencia de energia entre dos o mas
cromoforos dentro de una misma molécula. EI croméforo donante
(D) puede transferir la energia del estado excitado al croméforo
aceptor (A) mas cercano de manera no radiativa a través de
interacciones dipolo-dipolo de largo alcance debido a la
superposicion espectral de ambos cromdéforos. En otras palabras,
la longitud de onda de emision del donador y de excitacion del
aceptor se superponen, asi que la energia del cromdforo donador
excitado se transfiere al aceptor. Esto permite la excitacion de
cromdforos aceptores con la longitud de onda de excitacion de
cromoforos donadores (Liu, et al., 2018). En la figura 5, se ilustran
los mecanismos generales de sondas basadas en FRET, las cuales
pueden contener unidades D y A con fragmentos sensibles al
analito, tal es el caso del ejemplo ilustrado en la figura 5A, donde

se muestra un compuesto selectivo para detectar ion bisulfito
(HSO3) mediante una reaccion de adicion de Michael. El atomo
C-4 de la unidad de benzopirilio es susceptible a ser atacado por
nucleofilos, como el bisulfito, biotioles o derivados de azufre.
Después de la adicién de bisulfito, se bloquea el proceso FRET de
toda la molécula y en consecuencia se desencadena un cambio
significativo en la fluorescencia, generando un efecto de emision
hipsocromico de 630 nm a 482 nm (Liu, et al., 2019). Otros
compuestos pueden tener enlaces escindibles como el ejemplo en
la figura 5B donde se muestra un compuesto sensible a Hg?". El
ion metalico induce la formacion de un fragmento tipo rodamina
de anillo abierto a partir de la espirolactama que activan el proceso
FRET en la molécula y desencadena un aumento significativo de
la emision de fluorescencia a 584 nm y una disminucién de la
emision de fluorescencia en 464 nm (Ge, et al., 2017).
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Figura 4. A) Mecanismo ICT (Liu, et al., 2018); B) Ejemplo
de una sonda fluorescente con mecanismo ICT (Zhu, et al.,
2020).

No fluorescente

3.3. Sondas con mecanismo de trasnferencia electrénica
fotoinducida

Este fendmeno, conocido como PET, es una transferencia
intramolecular de electrones y se puede dividir en dos categorias
(Liu, et al., 2018). Una de ellas es a-PET representa la
transferencia de electrones de un grupo aceptor (A) al fluoréforo
excitado y causa la reduccion del fluoréforo, asi como la extincion
de la fluorescencia, también se denomina PET reductor, ejemplo
ilustrado en la figura 6A, donde se muestra un compuesto con una
estructura de espirolactona de anillo cerrado no fluorescente, que
tras la adicion de CIO", induce la oxidacion del atomo de P del
compuesto, bloqueando el proceso PET intramolecular,
generando una fuerte emision de fluorescencia a 550 nm (Huang,
etal., 2017). Por otro lado, en la figura 6B se ilustra el mecanismo
d-PET que representa el proceso de transferencia de electrones
desde un fluoréforo excitado a un grupo donador de electrones
(D), también se denomina PET oxidativo, en el cual, la sonda
derivada de 1,8-naftalamida es susceptible a la reaccién con
nucledfilos como H,S y biotioles. La adicidn de estos compuestos
ocasiona la ruptura del grupo sulfonato y la liberacion del grupop
fenol que bloguea el proceso PET y genera una fuerte emision de
fluorescencia a 551 nm (Xu, et al., 2019).

3.4. Sondas con mecanismo multiple

Las sondas fluorescentes no estan limitadas a presentar un solo
mecanismo. Se pueden disefiar sondas que presenten dos 0 mas
mecanismos. Por ejemplo, Kopchuk y colaboradores disefiaron
una sonda basada en bipiridinas que presenta mecanismos ICT-
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PET para la deteccién de Zn (I1). La sonda presenta un mecanismo
ICT por la donacion electrénica del sustituyente R del grupo arilo
hacia el grupo bipiridino y es poco fluorescente. Simultaneamente
los pares libres de los nitrégenos de la dipicolamina presente en la
molécula encienden un mecanismo PET. Cuando la sonda
reacciona con Zn?* se apaga el mecanismo PET y emite
fluorescencia en 455 nm (Kopchuk, et al., 2012) (Figura 7A).
Dong y colaboradores han logrado preparar una sonda que
presenta los tres mecanismos ICT-FRET-PET. Esta sonda se
aplicd a la medicién cuantitativa del pH en un rango de 5.0 a 7.2
en el reticulo endoplasmatico durante el estrés del reticulo y la
estimulacién inducida por dexametasona. Conforme se modifica
el pH del medio, los grupos acido-base de la molécula ganan o
pierden iones H* y alteran los mecanismos de accion de la
molécula. Un mecanismo FRET que va de la cumarina hacia la
1,8-naftalimida genera la emision de fluorescencia en 427 nm, un
mecanismo PET de encendido, que va de la piperazina hacia la
1,8-naftalimida permite la emision en 469 nm y un mecanismo
ICT generado por el flujo de electrones en la cumarina logra la
emision en 527 nm. (Dong, et al., 2019) (Figura 7B).
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Figura 5. Mecanismos de sondas FRET (Liu, et al., 2018); A)
Sonda con fragmento sensible al analito (Liu, et al., 2019), B)
Sonda con enlaces escindibles (Ge, et al., 2017).
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B) Sonda basada en mecanismo d-PET (Xu, et al., 2019).

4. Aplicaciones
4.1. Polimeros

A lo largo de los afios, se han reportado una gran variedad de
estructuras de sondas fluorescentes con distintas aplicaciones. Por
ejemplo, en el area de ciencias de los materiales se utilizan para el
estudio de procesos dindmicos de interés en el area de polimeros
(Bosch, et al., 2005), como mecanismos de polimerizacion
(Valdés-Aguilera, et al., 1990; Ortyl, et al., 2012) (Figura 8A),
cinética de polimerizacion (Paczkowzki y Neckers, 1991) (Figura
8B), cambios de morfologia de hinchamiento en el polimero
(Serrano, et al., 2000) (Figura 8C), fotodegradacién (Peinado, et
al., 2002) (Figura 8D), transiciones térmicas en polimeros
(Corrales, et al., 2004) (Figura 8E), etc.

En cada uno de los estudios de polimerizacion, se utiliza una
sonda, la cual, interacciona con el compuesto a polimerizar por
diferentes interacciones (dipolares, electroestéticas, tipo pi, etc.).
Los procesos que ocurren ocasionan el cambio de la intensidad de
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fluorescencia y se cuantifican con ayuda de técnicas

espectroscopicas.
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Figura 7. Sondas fluorescentes con mecanismo multiple de
accion: A) Sonda de mecanismo doble PET-ICT (Kopchuk,
et al., 2012); B) Sonda de mecanismo triple PET-FRET-ICT

(Dong, et al., 2019).
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Figura 8. Sondas con aplicaciones en estudios de
polimeros.

4.2. Médico-bioldgica

El area médico-bioldgica ha sido la mas favorecida por los
avances de las técnicas espectroscépicas, que permiten obtener
imagenes de tejidos y/o células en tiempo real con muy buena
resolucién con la ayuda de sondas fluorescentes sensibles a
compuestos, células y tejidos de interés bioquimico.

Por ejemplo, se han podido observar el acido
desoxirribonucleico (ADN) con una sonda fluorescente a base de
indol (Kapuscinski, 1995) (Figura 9A), originalmente la sonda,
tiene una banda de excitacion en 340 nm y un rendimiento
cuantico de fluorescencia muy bajo con un maximo de emision de
453 nm, cuando se une al ADN hay un cambio de excitacion
batocrémico a 463 nm, un cambio de emisién hipsocrémico a 448
nm y el rendimiento cuantico de fluorescencia aumenta mas de 20
veces. También se ha reportado la deteccion del ion fluoruro (F)
en agua y en células de carcinoma humano A549 con una sonda
fluorescente a base de cumarina (Kim, et al., 2009) (Figura 9B),
la sonda exhibe un cambio de intensidad de fluorescencia a 461
nm tras la adicion de F, el cual hace una reaccion de sustitucion
en el &tomo de silicio, liberando el croméforo a base de cumarina.
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Figura 9. Sondas con aplicacion médico-biologica.

De igual manera, se report6 la deteccion de la hemoproteina
citocromo P450 1A con una sonda fluorescente a base de 1,8-
naftalimida (Dai et al., 2015) (Figura 9C), tras la adicion de la
sonda incubada con el citocromo P450 1A, se produjo una mejora
notable de la fluorescencia a 564 nm, acompafiada de una
disminucion gradual del pico de emision a 452 nm, de igual
manera, el color de las muestras incubadas cambi6 de incolora a
amarilla, los autores describen que la sonda puede servir como un
indicador colorimétrico "a simple vista" para la enzima objetivo.

La enzima carboxilesterasa 2 (hCE2) presente en células y
tejidos humanos, fue identificada con una sonda fluorescente a
base de 1,8-naftalimida (Jin, et al., 2015) (Figura 9D), tras la
adicion de hCE2, el pico de emisidn maximo experimentd un
desplazamiento hacia el rojo de 452 nm a 542 nm, desplazamiento
hacia el rojo de 452 nm a 542 nm, la emisién desplazada al rojo
después de la hidrdlisis con la enzima debe atribuirse a la mayor
eficiencia del mecanismo ICT del compuesto amino liberado.

El complejo NAD(P)H: quinona oxidorreductasa (hNQOL1)
con una sonda fluorescente a base de quinona (Kwon, et al., 2017)
(Figura 9E), después de la incubacion de reductores bioldgicos
para NADH y hNQO1 muestran una fuerte fluorescencia a 520

m, los autores proponen un mecanismo de ciclacion en el
compuesto de partida, inducido por los analitos, que tras finalizar
se libera un fragmento cumarina y un naftaleno.

Se ha identificado la variacion del pH de células cancerosas y
tejidos tumorales con una sonda a base de 1,8-naftalimida (Kim,
et al.,, 2020) (Figura 9F), la cual, tras la reduccién del pH, se
observa un aumento de la intensidad de fluorescencia a 531 nm,
debido al blogqueo de un mecanismo PET, a causa de la
protonacion de los d&tomos de nitrdgeno donantes presentes en la
molécula.
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4.3. Ciencias ambientales

Otra area de aplicacion de las sondas fluorescentes se da en la
deteccion de especies quimicas potencialmente toxicas
relacionadas con la contaminacion del medio ambiente. Por
ejemplo, se puede hacer la deteccién selectiva de iones cianuro
(CN) y fluoruro (F-) y CO, (Figura 10A) (Kwon, et al., 2019).
Estas especies provocan cambios en los espectros de fluorescencia
de la sonda, se genera un nuevo pico a 375 nmy disminuye el pico
de fluorescencia original a 465 nm.

Por otra parte, se ha reportado el uso de una sonda para la
deteccion de iones Cu?*, Hg?*, Cd*" y Zn?" (Figura 10B) (Hu, et
al., 2010). En este caso, la intensidad de fluorescencia se
incrementa al adicionar iones Cd?" y Zn?*, y se apaga cuando se
adicionan iones Cu?'y Hg?".

Se ha reportado el uso de una sonda fluorescente selectiva para
MeHg* y Hg?, en la que la longitud de onda de emisién de
fluorescencia presenta un efecto batocromico de alrededor de 15
nm, pasando de la emision original de 534 nm a 549 y 548 nm,
respectivamente (Figura 10C) (Deng, et al., 2017).

Las sondas fluorescentes permiten identificar oxido nitrico,
(NO) (Figura 10 D) (Kojima, et al., 1998). En este caso las aminas
ricas en electrones alteran la energia del grupo aromético para
facilitar la transferencia de electrones fotoinducida (PET) y
provocan una extincion de la fluorescencia. En presencia de NO
se forma un ariltriazol pobre en electrones, que anula el
mecanismo PET y permite la fluorescencia. La sonda ilustrada en
la figura 10E se reportd para la deteccion selectiva de Cré* y AI¥*,
la fluorescencia aumentando su intensidad y la longitud de onda
de emision a 582 nm en presencia de estos iones (Liu, etal., 2011).
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Figura 10. Sondas de deteccién de iones

Conclusiones

La fluorescencia es una de las herramientas actuales méas
potentes de deteccién de analitos en ambientes biol6gicos. Los
compuestos utilizados como sondas fluorescentes se han
convertido en una herramienta indispensable en el area médico-
biolégica para monitorear procesos dinamicos y detectar
patologias gracias al estudio de células y tejidos, en tiempo real y

de manera no invasiva. La investigacion en sondas fluorescentes
abarca los procesos de disefio y sintesis, los estudios mecanisticos
y modos de activacion, el estudio de propiedades fisicas y
quimicas de los compuestos y sus aplicaciones dirigidas hacia la
obtencién de bioimagenes y el avance de técnicas
espectroscopicas.
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