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1. RESUMEN

La luminiscencia es un proceso que afecta tanto a &tomos como a moléculas,
donde se produce emisiéon de energia no térmica en forma de luz requiriendo una
preexcitacion previa del compuesto. Para explicar este fendmeno se utiliza el diagrama
de Jabtonski, donde se definen las dos formas de emisién de luminiscencia y sus
caracteristicas: la fluorescencia y la fosforescencia, que se diferencian principalmente
en que la pérdida de exceso de energia ocurre sin cambio de multiplicidad de spin en la
fluorescencia mientras que en la fosforescencia si se produce cambio, provocando que

el tiempo de emisién de luminiscencia en fosforescencia sea mas prolongado.

Las principales fuentes de excitacion que producen luminiscencia son la
guimioluminiscencia, donde se produce luminiscencia por reacciones quimicas, y la
bioluminiscencia, donde se produce por reacciones catalizadas por enzimas en
organismos vivos. Para la medida de esta luminiscencia en el laboratorio se utilizan tres

instrumentos, el espectrofluorimetro, el fluorémetro y el fosforimetro.

El conocimiento de la utilidad de la luminiscencia en la quimica analitica ha
llevado a la comunidad cientifica al desarrollo y estudio de moléculas con esta
caracteristica. En esta revision se han tratado de recoger los puntos mds importantes
sobre las principales aplicaciones analiticas de cuatro moléculas, que han sido elegidas
por su utilidad en el campo sanitario y medioambiental, asi como en el analisis quimico.
Las moléculas estudiadas son el luminol, la quinina, la fluoresceina y la proteina verde
fluorescente (GFP). Ademads, cabe destacar que la fluoresceina también tiene numerosas

aplicaciones en el campo de la dptica.

Palabras clave: luminiscencia, luminol, quinina, fluoresceina, GFP.



2. INTRODUCCION

2.1. Luminiscencia

La palabra luminiscencia proviene del latin. Estd formada por el prefijo lumin-,
que significa luz, y el sufijo -encia, que significa cualidad de un agente, por lo que se
puede definir luminiscencia como la cualidad que tienes los objetos para emitir luz

(Correcher y Garcia-Guinea, 2015).

La luminiscencia es un proceso que afecta a &tomos y moléculas, y consiste en la
radiacidn no térmica en forma de luz. Esta cualidad se diferencia de la incandescencia,
donde se produce una radiacién luminosa con aumento de la temperatura (Garcia et al.,

2004).

El fendmeno de la luminiscencia requiere una preexcitacién de la molécula. Esto
provoca que los electrones de la molécula se eleven de los orbitales internos, donde se
encuentran en estado fundamental con poca energia, a los orbitales externos, donde
aparecen los electrones excitados con mayor energia (Beltran, 2015). Posteriormente,
se produce el regreso de los electrones a los orbitales iniciales, produciéndose la emisiéon
de fotones de luz de la energia previamente adquirida (Garcia et al., 2004). Esta emision
ocurre en regiones del espectro electromagnético, principalmente la zona del visible, y
es producida a una longitud de onda superior a la que se produce la radiacién activante
(Sancho, 2016). Por lo que se puede decir que el fendmeno de la luminiscencia se
produce cuando se da una emisidon de fotones de luz de la energia previamente

adquirida por los electrones del compuesto implicado.

A lo largo de la historia, el hombre siempre ha tenido conciencia de la existencia
del fenédmeno de la luminiscencia. En la Antigliedad, los hombres visualizaban
fenédmenos luminiscentes como las auroras boreales o especies del mar que
resplandecian en la oscuridad. Las primeras referencias sobre luminiscencia datan de
1300 a.C. donde en las crénicas chinas, escritas por Shing Ching, se describe el fendmeno
de la luminiscencia desprendido por algunas especies de gusanos y luciérnagas.
Aristoteles (384-322 a.C.), filésofo y cientifico griego, hizo también referencia a este
fenédmeno en su libro “De Coloribius” relatando la luz emitida por peces en

descomposicién (Padilla, 2018).



En 1603 se descubrid uno de los primeros materiales luminiscentes en Bolonia,
Italia. Se trataba de una piedra de barita, que emitia brillo en la oscuridad tras ser
expuesta a la luz durante el dia. El conocimiento de la existencia de estos materiales fue
el inicio para los estudios de los alquimistas coetdaneos como Galileo Galilei.
Posteriormente en 1888, el fisico aleman Eilhard Wiedemann definid por primera vez el
término de luminiscencia incluyendo en la definicion los términos de fotoluminiscencia
y quimioluminiscencia. Ademas, realizo una clasificacion de los distintos tipos de
luminiscencia en funcién de la fuente de excitacion que incidia sobre los distintos
materiales. En 1930, Aleksander Jabtonski explicé el proceso luminiscente mediante un

diagrama en su tesis doctoral.

2.2. Diagrama de Jabtoriski. Fluorescencia y fosforescencia

En el diagrama de Jabtonski (Figura 1) se explica fisicamente como se producen
las dos principales formas de luminiscencia: la fluorescencia y la fosforescencia. Para
gue se produzcan los fendmenos de luminiscencia debe darse una previa absorcién de
radiacidon a una longitud de onda (A) adecuada. Tras ello, los electrones en estado
vibracionales y electrénicos fundamentales (So) pasan, segun la cantidad de radiacidn
absorbida, a estados excitados (S1, Sz...). Esta transiciéon ocurre sin cambio del spin del
electrén excitado. La vida del electrén en estado excitado es de 107 a 10°® segundos vy,
posteriormente, la molécula pierde este exceso de energia de dos formas distintas con

emisién o sin emision de radiacién (Garcia, 2015).
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Figura 1. Diagrama de Jabftoriski. Diagrama de energia parcial para un sistema
fotoluminiscente (Chong, 2014).

En el primer caso, cuando la desactivacidn se produce sin emisién de radiacién,
se puede dar una conversién interna, donde la molécula pasa de un excitado a otro de
menos energia, o una conversion externa, en la cual la molécula cede su energia a
disolventes u otros solutos. También, puede producirse un cruce entre sistemas donde
hay un solapamiento entre dos niveles de energia préximos y un cambio en el spin
electrénico, cambiando la multiplicidad de la molécula con una transicidén singlete-

triplete, a diferencia de lo que ocurre en el resto.

Por otro lado, cuando la desactivaciéon se produce con emisién de radiacién,
aparecen los fendmenos de luminiscencia y fluorescencia. En la fluorescencia la pérdida
del exceso de energia ocurre sin cambio de multiplicidad en el spin, desde el nivel
vibracional mas bajo del estado singlete excitado hacia cualquiera de los niveles
vibracionales en estado fundamental (Figura 2). En la fosforescencia si se produce un
cambio de multiplicidad en el spin, y se parte del nivel vibracional mas bajo del estado

triplete excitado también hacia los estados fundamentales (Del Castillo, 1996).



L]

Estado singu]mc Estado singulete Estado triplete
fundamental excitado excitado

Figura 2. Diagrama del estado singulete fundamental, estado singulete excitado y estado
triplete excitado (Skoog et al., 2001)

Como indican los autores Skoog et al. (2001) y Correcher y Garcia-Guinea (2015),
el diferente cambio de multiplicidad del spin es una de las diferencias entre Ia
fluorescenciay la fosforescencia. Debido a esta diferencia, el proceso de la fluorescencia
es un proceso mas rapido (c < 102 s), ya que la emisién se produce a la vez que la
radiacidn, mientras que en la fosforescencia (c > 108 s) la luminiscencia perdura una vez
quitada la fuente de excitacién, ya que el estado excitado es metaestable y la emisién

se retrasa.

El camino que siguen las moléculas excitadas hasta el estado fundamental no
excitado es aquel en el que el tiempo de vida media del estado excitado es el menor
posible. Por ello, la mayoria de las moléculas no son luminiscentes, y dentro de las que
si lo son, existe una mayor cantidad de moléculas fluorescentes frente a fosforescentes

(Garcia, 2015).

2.3. Técnica analitica. Instrumentacion

La instrumentacidon empleada en la medida de la luminiscencia es similar a la
utilizada en las medidas de absorcién de ultravioleta-visible. Los instrumentos de

fluorescencia son el espectrofluorimetro y el fluorémetro.

Los autores Skoog et al. (2001) detallan el funcionamiento y las caracteristicas de
estos instrumentos cuyo esquema se representa en la Figura 3. Ambos instrumentos
utilizan dos monocromadores, el primero para la seleccidon de la longitud de onda de
excitacion y el segundo para la seleccién de la radiacion fluorescente resultante y que
también compensa las fluctuaciones en la potencia de la fuente. El haz de referencia y

el haz de la muestra pasan por un atenuador que reduce su potencia hasta similar a la
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de la radiacion fluorescente lo que permite su medicion en tubos fotomultiplicadores.
Estas mediciones atraviesan un amplificador diferencial que aumenta la sefial de

fluorescencia producida y permite la lectura final en un dispositivo.

Filtro o Radiacién dispersada
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de excitacion Nt 7
Fuente Muestra
o -

Filtro ©
| Atenuador Monocromador
del haz de emision
¥
Fotomultiplicador Fotomultiplicador
I de referencia de la muestra

Dispositivo de lectura

Figura 3. Esquema caracteristico de los componentes del espectrofluorimetro y del fluorometro
(Skoog et al., 2001).

Amplificador
diferencial

Los espectrofluorimetros son los instrumentos especializados para realizar
mediciones de fluorescencia, aunque los fluorémetros también pueden dar medidas de
las concentraciones exactas. Ambos presentan algunas diferencias en su composicién
como son que los espectrofluorimetros comerciales tienen como fuentes [dmparas de
arco de xendn de alta presion (75-450 W), aunque algunos pueden tener laseres, los
cuales tienen distintas ventajas como poder analizar muestras de un microlitro o menor,
minimizar las interferencias fluorescentes cuando se requiere una excitacién altamente
monocromatica o poder analizar compuestos hidroxilos en la atmdsfera y de clorofila en
seres vivos acuaticos. A diferencia de los espectrofluorimetros, los fluorometros

presentan como fuente de excitacidén una lampara de arco de mercurio.

Por otro lado, para la medicidn de la fosforescencia se utilizan los fosforimetros
(Figura 4). Los fosforimetros tienen disefos similares a los fluorometros y
espectrofluorometros, excepto que tienen dos componentes adicionales, un vaso
Dewar con ventanas de cuarzo, en cuyo interior hay nitrégeno liquido (-196 °C) el cual
evita la degradacién de la sefal, y un dispositivo que irradia alternativamente a la

muestra, y tras un pequeno retraso mide la fosforescencia. Este retraso permite
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diferenciar la radiacion fosforescente de la fluorescente, ya que la fosforescencia

perdura una vez eliminada la fuente de radiacion.

Muestra

Vaso Dewar con
nitrégeno liquido

Rendija Renc_li j_a
de excitacion de emision
Del
monocromador a Al monocromador
de excitacién v de emisidn

Figura 4. Esquema general de un fosforimetro, instrumento utilizado para medir fosforescencia
(Skoog et al., 2001).

Los instrumentos empleados en la medida de fluorescencia necesitan una
calibracion instrumental para garantizar el correcto funcionamiento, y una calibracién
metodoldgica para establecer una relacién clara e inequivoca entre la respuesta
instrumental y la concentracion de analito. Esta calibracion puede llevarse a cabo con
una disolucion patrdon de fluordforo estable, como puede ser el patron de sulfato de
quinina a una concentracién 10> M siendo las longitudes de onda de excitacién y
emision de 350 y 450 nm, respectivamente, la cual permite realizar ambas calibraciones

simultaneamente (Skoog et al., 2001).

2.4, Tipos de luminiscencia

Existe una gran variedad de tipos de luminiscencia dependiendo de la fuente de
excitacidon que incide sobre las moléculas, donde destacan la quimioluminiscencia, en la
gue la energia activante proviene de una reaccidn quimica, o la bioluminiscencia, donde
las reacciones quimicas son de caracter bioldgico, destacando las luciérnagas, algas,
medusas, peces abisales, algunos crustaceos, protozoos o bacterias. En ambos grupos
se producen las reacciones luminiscentes dentro del espectro de ultravioleta-visible,
aungue existen también otros tipos de luminiscencia que se producen fuera del espectro

ultravioleta-visible (Amo, 2015; Correcher y Garcia-Guinea, 2015).
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- Quimioluminiscencia
La reaccidn de quimioluminiscencia mas simple se representa:

A+B->C*+D
C* - hv
En esta reaccidén quimica, Ay B son los sustratos que reaccionan entre si para dar

los compuestos C* y D, donde C* es el compuesto C en estado excitado.

La temperatura es un factor que afecta a las reacciones quimioluminiscentes.
Esta reaccion se acelera cuando aumenta la temperatura, asi, a bajas temperaturas, la
reaccion continla produciéndose, pero es tan lenta que la luminiscencia es casi

imperceptible (Amo, 2015).

Para la medicién de la quimioluminiscencia no es necesaria la seleccidn de la
longitud de onda ya que la fuente de radiacion es la reacciéon quimica entre los dos

sustratos (Skoog et al., 2001).
- Bioluminiscencia

La bioluminiscencia es la propiedad que poseen ciertos organismos de producir
luz a partir de reacciones catalizadas por enzimas. Como por ejemplo se produce con la
molécula luciferina, la cual se une al oxigeno y produce una oxidacion que libera energia
en forma de luz (Bagazgoitia et al., 1987). Los organismos utilizan la luminiscencia como
herramienta de defensa propia (por ejemplo, el calamar vampiro), como camuflaje
(ejemplo los peches hacha) o en la comunicacién intraespecifica entre organismos de la

misma especie como es el caso de las luciérnagas (Sancho, 2016).

Existen bacterias, como Vibrio fischeri o Photobacterium, que tienen un
mecanismo de comunicaciéon intercelular, conocido como Quorum sensing o
autoinduccion, que controla la expresidn genética en funcion de la densidad celular. En
un estudio realizado por Nealson en 1997, se determind que estas bacterias eran
capaces de producir luminiscencia sélo cuando alcanzan una determinada
concentracion poblacional o quorum, ya que tras superar este umbral el organismo
produce una gran cantidad de autoinductores, que al conectar con sus receptores
aumentan la sintesis de la enzima luciferasa, encargada de la produccion de

bioluminiscencia (Marquina y Santos, 2011).
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3. OBIJETIVOS DE LA REVISION

El objetivo principal es realizar una revisién bibliografica de las distintas formas
de luminiscencia y sus aplicaciones analiticas. Para ello, se marcaron una serie de

objetivos secundarios que nos permitieron alcanzar el objetivo principal:

- Conocer las principales formas y el origen del fendmeno de la luminiscencia. Asi
como, conocer los principales instrumentos utilizados en el laboratorio para la
medida de la luminiscencia.

- Hacer una revisién bibliografica de las caracteristicas, el origen y las principales
aplicaciones analiticas de moléculas luminiscentes en el ambito medioambiental,

sanitario y en el campo de la dptica.
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4. METODOLOGIA

Para la busqueda de la informacién en la presente revisidn bibliografica se han
partido de las ideas mas generales como puede ser el término de luminiscencia y sus
formas que son fluorescencia y fosforescencia, hasta conceptos mas especificos como

son las aplicaciones de las moléculas seleccionadas.

Al estar realizando un Trabajo Fin de Grado de doble grado del ambito de las
ciencias de la salud establecimos distintos criterios de inclusion a la hora de elegir la
informacién, como son la eleccién de moléculas que tuvieran aplicaciones tanto en el
campo sanitario como medioambiental. Ademas, como la dptica ha sido una de las dos
ramas estudiadas en este doble grado, se decidié incluir al menos una molécula que
tuviera importantes aplicaciones dentro de este campo. Tras realizar la busqueda de
moléculas que cumplieran con estos parametros, se decidié revisar cuatro moléculas
como son: luminol, quinina, proteina verde fluorescente (GFP) y fluoresceina, esta

ultima con importantes aplicaciones en dptica.

La recopilacion de la informacidn se ha realizado a través de diferentes bases de
datos publicas como Pubmed, ScienceDirect, Dialnet y Google Académico, a las que se
accedio a través del catdlogo FAMA de la biblioteca de la Universidad de Sevilla. En ellas
se han buscado articulos cientificos y libros mediante el uso de palabras clave como:

luminiscencia, fluorescencia, luminol, quinina, fluoresceina o GFP.

Se han utilizado en la presente revision 68 articulos tanto en inglés como en
espafiol, acotandose la fecha de publicacion de estos a los ultimos 25 anos, aunque en

ocasiones por la calidad de los escritos se ha recurrido a articulos anteriores.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Luminol

El luminol (CsHsN30,) o 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona es una de las
moléculas mas utilizadas con aplicaciones analiticas en reacciones quimioluminiscentes
directas en fase liquida. La molécula es un derivado del acido ftalico, preparada
comercialmente a partir de la condensacién del 4cido 3-nitroftalico con hidrazina (N2Ha)
y su posterior reduccién (Aguilar y Durdn, 2011). En la Tabla 1 se representa la
estructura quimica del luminol (Figura 5), caracteristicas del luminol, asi como el

mecanismo de quimioluminiscencia del luminol y sus principales aplicaciones analiticas.

Para que se produzca el fendmeno de la luminiscencia debe producirse una
reaccidon quimica donde el luminol se oxide hasta 3-aminoftalato. Esta reaccién necesita
un medio bdasico, pudiéndose emplear disolventes polares o apolares (Martin y Martin,
2001) (Figura 6). Como agentes oxidantes de la reaccién se utilizan distintas moléculas
como son permanganatos para la determinacidn de paracetamol en fdrmacos o
presencia de urea en plantas, el yodo en la determinacion de penicilinas y el hipoclorito
en la determinacidén de amonio o catecolaminas. Cabe destacar el oxigeno como el
agente oxidante mas utilizado en investigaciones forenses, el cual es obtenido en una

reaccion previa de descomposicion del peréxido de hidrégeno (Meseguer, 2004).

Para que se produzca la reaccidon quimioluminiscente del luminol pueden o no
intervenir catalizadores en funcidn del medio utilizado. Las reacciones con presencia de
catalizadores se producen entre pH 8 y 12, dependiendo del catalizador utilizado
(Garcia, 2014). Estos catalizadores son metales de transicion o metalocomplejos como

la hemoglobina (Meseguer, 2004).

La reaccién del luminol con el perdxido de hidrégeno puede darse en un medio
organico o medio acuoso. En el caso de medio organico, como es el dimetilsulféxido, la
intensidad de emision luminiscente tiene un pico maximo de 500 nm y no necesita un
catalizador para que se produzca. Como resultado de esta reaccion aparece
luminiscencia de color verde-amarillento. Esta reaccién también puede producirse en

un medio acuoso, con el pico maximo de emisidn luminiscente a 425 nm, y en este caso
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si necesita un catalizador para que se produzca la reaccion que como resultado tiene

luminiscencia de coloracidn azulada (Martin y Martin, 2001).

Tabla 1. Luminol: caracteristicas, reaccidon quimioluminiscente y aplicaciones analiticas.

LUMINOL El luminol o0 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona es una molécula
luminiscente de color amarillo palido, sélido a temperatura
NH, O ambiente, soluble en disolventes organicos y poco soluble en agua
(Cedrol, 2011).
ITIH
H1H .s 0
NH U N,+ 2H* |
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2011). Figura 6. Mecanismo propuesto para la quimioluminiscencia del luminol
(Salgado et al.,2006).

Papel del | Deteccion de muestras | (Grodsky et al., 1951),
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investigacion escenas criminales. al., 2010), (Cedrol, 2011),
forense. (Quispe 'y Flores, 2014)

(Romero, 2018).
El luminol en el | Estudio de especies | (Pourfaraj et al., 2018), (Yuy
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luminol. hidratos y grasas en
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- Papel del luminol en la investigacion forense

Entre las distintas aplicaciones que tiene la reaccién quimioluminiscente del
luminol destaca la deteccidon y andlisis de pequefias muestras de sangre en escenas de
crimen en investigaciones forenses (Figura 7), por lo que esta reaccidn es fundamental
para esclarecer los distintos hechos delictivos (Romero, 2018). En esta reaccion, el
luminol reacciona con el perdxido de hidrégeno y como catalizador actta el hierro (Fe?*)

presente en la hemoglobina de la sangre (Quispe y Flores, 2014).

Figura 7. Rastro luminiscente producido por la reaccion del luminol con sangre de una victima
en un suceso delictivo (Cedrol, 2011).

Esta reaccién permite la deteccion de muestras pequeiias de sangre, incluso
aquellas que no se visualizan. La escena del crimen, en condiciones de oscuridad, se
rocia con una disolucién de luminol descrita previamente por Grodsky et al. (1951) y que
contiene agua destilada, perborato sddico, luminol y carbonato sddico. Esta reaccién del
luminol da como resultado luminiscencia de color azulado en las zonas donde se
encuentra presente la sangre, la cual contiene el catalizador de la reaccién (Quispe y

Flores, 2014).

Esta reaccién tiene una alta sensibilidad, pudiendo detectar presencia de sangre
en muestras muy diluidas. También detecta sangre en la gran mayoria de muestras que
han sido lavadas tras el crimen, en muestras con antigliedad superiores a seis afios o en
muestras que han podido ser deterioradas por distintos agentes como la luz o la lluvia

(Gil et al., 2010; Quispe y Flores, 2014).

En ocasiones, los criminales rocian las escenas del crimen con lejia. La lejia

contiene hipoclorito sddico, el cual reacciona con el agua oxigenada y luminol
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rapidamente, impidiendo que se dé la reaccion de quimioluminiscencia entre el agua
oxigenada, el luminol y el hierro de la sangre, por lo que no se podrian localizar muestras
de sangre. Para solucionar este problema se debe esperar un tiempo, ya que la lejia se

degrada al cabo de unos dias (Cedrol, 2011).

Esta alta sensibilidad y la capacidad de combinacidn con otras técnicas
confirmatorias convierten a la reaccién del luminol en la técnica de primera eleccién y
la mas apropiada en medicina forense como prueba orientativa para la deteccion de
muestras de sangre. La realizacién de esta reaccion mantiene la viabilidad de las
muestras de sangre para su anadlisis posterior del ADN mediante una técnica de PCR, lo
que supone una ventaja para llevar a cabo la identificacién del criminal (Castell6 et al.,
2002), aungue otros autores indican que si afectan al analisis posterior de ADN (Cedrol,

2011).

A pesar de su gran utilidad, esta técnica tiene como desventaja la posible
obtencidn de falsos positivos. El hecho de que no sea una prueba especifica del hierro
en sangre hace que otros catalizadores den reaccion de quimioluminiscencia
proveniente de otros materiales que contengan hierro (Gil et al., 2010) o cobre (Romero,

2018).
- Elluminol en el andlisis de aguas contaminadas

El luminol se utiliza en el analisis de aguas contaminadas, permitiendo Ia
deteccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) y otras sustancias contaminantes en
aguas, debido a que el luminol reacciona con estas moléculas produciendo
guimioluminiscencia. Las especies reactivas de oxigeno, donde se incluyen radicales
libres, iones de oxigeno y perdxidos, producen estrés oxidativo celular y dafos en los
distintos organismos, por ello tiene suma importancia su deteccién en el medio (Yuy
Zhao, 2021). Para facilitar la deteccion de estas moléculas se utilizan catalizadores como
hidroxilos de cobalto o de niquel, que aumentan la intensidad maxima de luminiscencia

producida en la reaccion entre ROS, luminol y H,0; (Pourfaraj et al., 2018).

Otra aplicacion del luminol es la determinacién de acetona y otras cetonas en
aguas, donde se utilizan una combinacion de técnicas de separacién por cromatografia

de liquidos y deteccién quimioluminiscente empleando luminol. La reacciéon produce
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radicales cetilos excitados, que en presencia de luminol y un agente oxidante, como es
el perdxido de hidrogeno, producen una reaccidon quimioluminiscente, permitiendo la

determinacion directa de sus concentraciones (Kodamatani et al., 2021).

El luminol también es utilizado en la deteccion de radicales hidroxilos producidos
en el proceso de cavitacion hidrodinamica. Esta técnica se utiliza para la desinfeccion de
aguas por la ruptura de las membranas celulares de los microorganismos presentes en
ella. Se produce un descenso de la presién local del agua por debajo de la tensidon de sus
vapores, dando lugar a la ebullicidn del fluido y a la formacién de burbujas o cavidades,
las cuales colapsan posteriormente y producen la ruptura de las membranas
(Dominguez, 2018). El luminol permite la deteccién de los radicales hidroxilos formados
en el proceso, ya que reacciona con ellos produciendo una reaccién quimioluminiscente,
siendo los lugares donde la concentracién de radicales hidroxilos es elevada donde se
produce una mayor intensidad de luminiscencia. Este hecho permite optimizar los
disefios del reactor de cavitacion hidrodindmica, mejorando asi el tratamiento de aguas

residuales (Podbevsek et al., 2021).
- Aplicacion del luminol en la deteccion del asma

El luminol se utiliza también en la deteccidon y anadlisis de enfermedades
respiratorias como el asma. Las especies reactivas de oxigeno, como el perdxido de
hidrogeno, se generan en los macrofagos alveolares, existiendo una relacidén directa
entre el aumento de produccidn de estas moléculas y la gravedad del enfermo asmatico.
La intensidad de la quimioluminiscencia producida permite evaluar el grado de

desarrollo del asma en el paciente (Cluzel et al., 1987).
- Otras aplicaciones del luminol

En la industria alimentaria, el luminol también tiene diversas aplicaciones
analiticas. La combinacién de técnicas de separaciones cromatograficas, como HPLC, y
reacciones de quimioluminiscencia del luminol con los distintos radicales libres
presentes en grasas, azucares y proteinas, permite conocer la composicion y calidad de

los alimentos (Liu et al., 2010).

Como ejemplo, el luminol permite la determinacién mediante el método por

extincién o Quenching de la cantidad de tirosinasa presente en un alimento. Esta enzima
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es una de las responsables del oscurecimiento de algunos alimentos, como son las
frutas, y también de la produccién de melatonina en el cuerpo humano. El método de
Quenching consiste en la disminucion de la luminiscencia generada por una sustancia
debido a la presencia de un analito que la atenua (Ruiz, 2014). La tirosinasa transforma
el fenol en o-quinona y esta molécula es la que produce la atenuacién de la

luminiscencia, y por tanto es la molécula Quenching.

En un estudio realizado por Wang et al. (2020) se determiné la cantidad presente
de tirosinasa en muestras de suero humano. Para este estudio se utilizé luminol que al
reaccionar con la fluorescamina en presencia de polivinilpirrolidona (PVP) produce una
alta intensidad de luminiscencia. Al entrar este sistema en contacto con o-quinona
(molécula Quenching), la intensidad de Iluminiscencia disminuye rdpidamente,
permitiendo correlacionar directamente la disminucién de la intensidad de
luminiscencia con la cantidad presente de o-quinona, y por consiguiente con la cantidad

de tirosinasa presente en suero humano.

5.2. Quinina

La quinina o chincona es un alcaloide que proviene de la Corteza del arbol de la
Quina o Chincona y tiene sus origenes en América del Sur. La Corteza de Quina (Figura
8) estd compuesta de diferentes moléculas como son aceites esenciales, compuestos
fendlicos y alcaloides, como la quinina, ademads de la cinchonina, la cinchonidina y la
quinidina (Rodriguez y Armenter, 1997). En la Tabla 2 se representan la estructura
guimica de la quinina, caracteristicas y propiedades de la quinina, y sus principales

aplicaciones analiticas.

Figura 8. Fragmentos de corteza del drbol de la Quina (Nakamatsu y Gonzdlez, 2018).
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Las propiedades terapéuticas de la corteza de quina eran conocidas por los
indigenas americanos, aunque estas propiedades fueron ocultadas a los espafioles
colonizadores hasta el siglo XVII. Tras el descubrimiento de sus propiedades se utilizé
para combatir las enfermedades de la época como la malaria, y no fue hasta el siglo XIX
cuando se consiguiod aislar la quinina (Jimenez-Alfaro, 2019). Tras su aislamiento, su
produccién estaba limitada a la cantidad de corteza de quina disponible. Por ello, se
intentaron desarrollar diferentes procesos con el fin de poder sintetizarlo quimicamente
y no fue hasta el afio 1944 cuando Woodward y Doering obtuvieron la primera sintesis
de quinina utilizando rutas parciales a partir de quinotoxina, toxina de procedencia
natural. El hecho de que se utilizara esta molécula como punto de partida se debe a que
la sintesis total de quinina sigue una ruta demasiado larga, obteniendo rendimientos

muy bajos (Nakamatsu y Gonzélez, 2018).

En el siglo XIX, Jacob Schweppes elaboré un agua carbonatada a la que le anadié
quinina con el objetivo de tratar la malaria, dando como resultado una bebida
refrescante que ha llegado hasta nuestros dias como el agua tdnica (Nakamatsu vy

Gonzalez, 2018).

Uno de los principales problemas del consumo de quinina es cuando la
concentracion de quinina en niveles plasmaticos es superior a 10 mg/L, lo que produce
un cuadro de intoxicacién conocido como cinconismo. Los sintomas del cinconismo son
sudoracion y ruborizacion de la piel, visién borrosa, audicion defectuosa, mareos,
nauseas, diarreas y vomitos. En los casos mas graves puede llegar a producir severas
erupciones cutdneas, ceguera o sordera (Rodriguez y Armenter, 1997). Debido a estos
efectos secundarios no es recomendable el consumo de quinina en mujeres

embarazadas, personas con trastornos hepaticos y en nifios (Féas et al., 2008).

La quinina se utiliza principalmente en medicina por sus acciones farmacoldgicas,
pero también tiene aplicacion en el campo de la quimica debido a su capacidad
fluorescente cuando se encuentra en un medio acido y es iluminada con luz ultravioleta
o laser en la oscuridad. En estas condiciones la quinina emite luz a una longitud de onda
de 400 nm lo que corresponde a una luz blanco-azulada (Heredia, 2008). Entre estas

aplicaciones, destacan la determinacidn de quinina en el agua tdnica, con el objetivo de
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realizar controles de calidad en bebidas y alimentos para evitar en los consumidores sus
posibles efectos adversos, o la utilizacion como disolucién patrén de referencia para la

calibracién instrumental de los fluorimetros.

Tabla 2. Quinina: caracteristicas y aplicaciones analiticas.

UININA

La quinina (C2oH24N202) (Figura 9) es un alcaloide
amargo, blanco, cristalino y fluorescente, utilizado
en medicina por sus propiedades antipiréticas,
analgésicas y, principalmente, antimaldricas, siendo
el primer compuesto efectivo contra el paludismo,
gue permitié la cura de gran parte de la poblacién en
Europa donde estaba presente dicha enfermedad
(Mufoz et al, 2015; lJimenez-Alfaro, 2019).
Posteriormente, ha sido utilizado para elaborar el
refresco de agua ténica o como material de
referencia en la calibracién instrumental.

Figura 9. Estructura quimica de
la quinina (Amurrio, 2001).

Analisis quimico de la | Calibracion del | (Féas et al.,, 2008),
quinina presente en | espectrofluorimetro para | (Esteban y Marchena,
el agua toénica. medir fluorescencia de | 2014), (Gonzélez et
diferentes aguas tdénicas que | al., 2015).
g contienen quinina.
= |La quinina como | Calibracion instrumental vy | (Aubourg, 1998),
< | estandar de | metodoldgica en un ensayo de | (Samanidou et al,,
<zr_ referencia para la | determinacion de causas de | 2005).
@8 | calibracion de los | desplazamiento de
% espectrofluorimetros. | fluorescencia en presencia de
2 aldehidos.
‘j’ Determinacién de | (Samanidou et al,,
& rendimientos  cuanticos y | 2005), (de Brieva,
tiempos de vida media de | 2011), (Medrano,
fluorescencia de colorantes | 2012).
POPOP, cumarinas y ligantes
biscromofdricos.

- Andlisis quimico de la quinina presente en el agua ténica

Este analisis se realiza debido a la legislacion vigente de la concentracidn de
quinina presentes en bebidas y alimentos en distintos paises. Si bien, en China esta
prohibido la adicidon de quinina a los alimentos, en Estados Unidos y en la Unién Europea
la concentracion maxima permitida es de 83 y 100 mg/ml, respectivamente,
identificAndose claramente en la etiqueta (Esteban y Marchena, 2014; Gonzélez et al.,

2015).
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En el estudio realizado por Esteban y Marchena (2014) sobre la calidad de agua
tonica, se utiliza una metodologia combinada de cromatografia liquida acoplada a
fluorescencia inducida por laser, que produce excitacion continua a 325 nm.
Previamente a la realizacion del analisis se procede a una calibracién metodolégica del
instrumento, con la que se obtiene una recta de calibracién, utilizando disoluciones
patrones de distintas concentraciones conocidas de quinina (Figura 10). Tras ello se

realiza la medicion de la muestra de agua tdnica.
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Figura 10. Representacion de la intensidad de emision luminiscente frente a la concentracion
de quinina de las diferentes disoluciones patron preparadas. Ecuacion de la recta de calibracion
y coeficiente de correlacion (Esteban y Marchena, 2014).

En el estudio realizado por Féas et al. (2008) se determind la concentracién de
quininas en aguas tdnicas comercializadas en Espafia. Los valores de quinina oscilaban
desde los 54.02 + 0.50 mg/Ly 98.74 + 1.32 mg/L. Ademds, dos muestras de agua tdnica

comercializadas en Espafia no cumplirian con la legislacion americana.

- La quinina como estdndar de referencia para la calibracion de los

espectrofluorimetros

La quinina también es utilizada en numerosos estudios como material de
referencia para la calibracién instrumental del fluorimetro encargado de las medidas de
fluorescencia de moléculas con bandas de absorcién y emisién cercanas a las de la

quinina, 325 y 400 nm respectivamente (Samanidou et al., 2005).

En el estudio realizado por Aubourg (1998), el autor utilizé una disolucién de
sulfato de quinina para realizar la calibracidn del instrumento de medida. El presente
estudio determind la relacién existente entre el procesamiento del pescado y el

desplazamiento hacia longitudes de onda superiores de la fluorescencia producida por
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diferentes aldehidos al interaccionar con los péptidos presentes en el pescado. Como
respuesta a la cuestidn planteada, el autor indicé que este desplazamiento era debido a
que los aldehidos formaban compuestos de mayor peso molecular y mayor nimero de

insaturaciones al interaccionar con las proteinas del pescado.

Otros estudios utilizan sulfato de quinina disuelto en acido sulfurico 0,1 N como
material de referencia para la calibracién de los instrumentos encargados de calcular el
rendimiento cuantico y el tiempo de vida medio de fluorescencia de diferentes
moléculas. El rendimiento cudntico relaciona la cantidad de fotones emitidos respecto
a la cantidad de fotones absorbidos por un compuesto, siendo el del sulfato de quinina
de 0,54 (Medrano, 2012). Esta calibracidon permitié el estudio de ambos parametros en
moléculas como las cumarinas, moléculas organicas utilizadas como medio activo en
estudios con laser, siendo el lugar donde se sitdan la mayor cantidad de dtomos en
estado excitado (Brieva, 2011) o los ligantes bicromofdricos, utilizados como sensores
ante cambios en los factores externos como el potencial redox, el pH, la luz o la

temperatura, a la hora de medir fluorescencia (Medrano, 2012).

5.3. Fluoresceina

La fluoresceina (C20H1205) es una molécula derivada del xanteno que tiene
propiedades fluorescentes cuando es disuelta en agua emitiendo luz a una longitud de
onda de 514 nm en la zona de los verdes del espectro visible. Esta molécula absorbe la
energia a la longitud de onda de 489 nm, en la zona de los azules del espectro (Orduz,

2015).

En la Tabla 3 se representan las principales aplicaciones de la fluoresceina, su

estructura quimica y su reaccién de sintesis.

24



Tabla 3. Fluoresceina y sus derivados: sintesis y aplicaciones analiticas.

FLUORESCEINA

HOOOH
O
(0]

Figura 11. Estructura
quimica de la fluoresceina
(Orduz, 2015).

La fluoresceina (Figura 11) es un polvo de color rojo
utilizado como colorante sintético en numerosos
inmunoensayos. En su sintesis se produce una reaccion de
condensaciéon donde se utilizan dos moléculas de
resorcinol y una molécula de anhidrido ftalico, en
presencia de un agente de condensacidn como es el

cloruro de zinc (Figura 12) (Soto y Lopez, 2009).

Figura 12. Reaccion de sintesis de fluoresceina (Soto y Lopez,

2009).

z.

APLICACIONES ANALITICAS

Uso de la
fluoresceina sddica
en el estudio de los
vVasos sanguineos
retinianos.

Angiografia fluoresceinica en
la deteccion de
enfermedades retinianas.

(Gutierrez y Gil, 2008),
(Escudero, 2015) (Norma
et al.,, 2015).

Fluoresceina sodica
neurocirugias vasculares.

en

(Acha et al., 2021).

Fluoresceina soddica
en el estudio del
epitelio corneal.
Adaptacién de lentes
de contacto RGP.

Fluoresceina sodica en el
estudio del epitelio corneal.

(Galvez et al., 1998),
(Baraboglia, 2009),
(Formigds, 2012), (Parra,
2016), (Alvaro, 2020).

Evaluacion de la calidad de la
pelicula lagrimal.

(Duran et al.,
Formigds, 2012).

2006;

Evaluacion de la velocidad de
aclaramiento lagrimal.

(Alvaro, 2020).

Adaptacién dptima de LC
RGP.

(de Miguel, 2011), (Parra,
2016).

del
de
en

Aplicaciones
isotiocianato
fluoresceina
inmunoensayos para
la detecciéon de
antigenos y
anticuerpos.

Comprobacién de la fijacion
del anticuerpo al soporte del
ensayo.

(Peraile et al., 2018).

Marcado de antigenos para su
deteccidén en inmunoensayos.

(Echevarria, 1999).

Determinacién directa de
anticuerpos e
inmunoglobulinas.

(Quezada, 1989), (Soto y
Lépez, 2009), (Alegre,
2020).
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- Uso de la fluoresceina sodica en el estudio de los vasos sanguineos retinianos

La técnica de angiografia con fluorescencia sddica se utiliza en el estudio de los
vasos sanguineos de la retina. En esta técnica se inyecta la fluoresceina al torrente
sanguineo que conecta con la retina. La fluorescencia llega a los distintos vasos
presentes en la retina, los cuales son fotografiados en secuencias constantes y se
produce luminiscencia facilitando el diagndstico de distintas enfermedades como son
los microaneurismas en retina (Figura 13) que pueden estar presentes en la retinopatia
diabética (Norma et al., 2015), la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE) o los
edemas retinianos o la retinopatia hipertensiva (Gutierrez y Gil, 2008). Ademas, la
fluoresceina sddica ha sido utilizada para controlar en tiempo real el flujo sanguineo en

neurocirugias vasculares (Acha et al., 2021).

Figura 13. Diagndstico mediante angiografia fluoresceinica de microaneurismas retinianos
(Gutierrez y Gil, 2008).

En algunas ocasiones, el uso de fluoresceina puede producir en los pacientes
distintas reacciones adversas como pueden ser nauseas, vomitos, dolor de cabeza,

dolores o alergias (Escudero, 2015).

- Fluoresceina sddica en el estudio del epitelio corneal. Adaptacion de lentes de

contacto rigidas gas permeable (RGP)

En el gabinete optométrico, para el estudio de la integridad epitelio corneal se
utiliza la l[dmpara de hendidura con un filtro azul cobalto y la fluoresceina. La
fluoresceina se afiade mediante unas tiras de papel secante que se ponen en contacto
con el ojo y el paciente al parpadear lo distribuye por todo el epitelio. El epitelio corneal

estd formado principalmente de lipidos, y la fluoresceina al ser hidrosoluble, solo podra
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penetrar en las zonas donde el epitelio pierde su integridad, por lo que al proyectar luz
azul sobre el ojo se produce la estimulacién e iluminacién de la fluoresceina situada
estas zonas lesionadas (Galvez et al., 1998; Formigds, 2012; Parra, 2016; Alvaro, 2020).
En veterinaria el uso de fluoresceina también estd permitida para el diagndstico de

enfermedades oculares (Baraboglia, 2009).

Otra de las aplicaciones de fluoresceina es la evaluacion de la calidad de la
pelicula lagrimal mediante el test BUT (break-up time). Para realizar el test BUT se tifie
la pelicula lagrimal con fluoresceina la cual producira fluorescencia al ser iluminada con
luz azul de cobalto. El paciente debe parpadear para distribuir la fluoresceina
homogéneamente por todo el epitelio hasta una indicacion del éptico, y posteriormente
debe mantener el ojo abierto sin parpadeo para que el éptico pueda evaluar mediante
la ldampara de hendidura cuando se produce la rotura de la integridad de la lagrima
(Durdn et al., 2006; Formigds, 2012). Los valores normales son de 10 segundos o mads,
por lo que en situacion donde el tiempo de ruptura es menor se produce el sindrome de
0jo seco, que suele venir acompafiado de una queratitis punctacta (Galvez et al., 1998).
La fluoresceina también se utiliza para la valoracién del aclaramiento lagrimal. Para ello
se mide la velocidad a la que la fluorescencia abandona la pelicula lagrimal, lo que

permite determinar la calidad del recambio y flujo lagrimal (Alvaro, 2020).

La fluoresceina es utilizada para la adaptacion éptima de lentes de contacto
rigidas gas permeable (RGP). Una vez adaptada la lente de contacto, se afade
fluoresceina permitiendo establecer una relacion directa entre la lente de contacto y la
cornea del paciente. La lente de contacto puede quedar adaptada de forma abierta,
donde apoya principalmente en el centro provocando una inestabilidad y movimiento
excesivo de la lente, cerrada, donde el apoyo principal se encuentra en los bordes lo que
provoca un deficiente intercambio lagrimal, u Optima, donde se distribuye
homogéneamente el apoyo de la lentilla en el ojo. La representacion grafica de las
adaptaciones se conoce como fluorograma. Por lo tanto, los fluorogramas permiten al
Optico analizar la adaptacién de la lente al ojo, el cual realizard cambios en los
parametros de la lente de contacto para obtener finalmente una adaptaciéon optima

(Figura 14) (Parra, 2016).
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Figura 14. Fluorograma de adaptacion éptima de LC RGP (de Miguel, 2011).

- Aplicaciones del isotiocianato de fluoresceina en inmunoensayos para la

deteccion de antigenos y anticuerpos.

El isotiocianato de fluoresceina (FITC) es utilizado en el paso previo a la
realizacion del analisis de deteccidn de antigenos. Para realizar este ensayo es necesario
fijar previamente el anticuerpo encargado de determinar la presencia de antigeno a un
soporte donde se realizard el estudio. Se crea una estructura quimica anticuerpo-FITC
que es fijada al soporte y posteriormente es excitada a 490 nmy se mide la fluorescencia
a 521 nm. En los casos donde se produce fluorescencia en el soporte indica que la
estructura anticuerpo-FITC ha quedado correctamente inmovilizada (Peraile et al.,

2018).

Otra aplicacién del FITC, es su uso como herramienta para la determinacién de
la presencia de antigenos. Para ello se marcan con fluoresceina los posibles antigenos
presentes en la muestra a analizar. Se pone en contacto la muestra con un soporte que
contiene los anticuerpos especificos del antigeno buscado. Si existe presencia de
antigeno en la muestra estos se uniran a los anticuerpos fijados, y posteriormente se
lava el soporte para eliminar los restos de moléculas diferentes del antigeno buscado.
Tras ello, se excita el soporte y si se produce fluorescencia, indica la presencia del
antigeno unido al anticuerpo fijado al soporte, por el contrario, si no se produce
fluorescencia, indica que no existia antigeno en la muestra y tras el lavado se ha

eliminado los restos de FITC junto a las otras moléculas de la muestra (Echevarria, 1999).
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Por ultimo, el FITC se emplea para la determinacién directa de anticuerpos e
inmunoglobulinas. Se utiliza de la misma forma que en la aplicacién anterior, pero en
este caso anticuerpos y antigenos tienen cambiados sus papeles. Para ello, se afiade FITC
al suero a estudiar para que se produzca la unién entre anticuerpo y la molécula, y
posteriormente se pone en contacto con un soporte que contiene un antigeno
determinado. En este caso, si en el suero se encuentra el anticuerpo, este se unira al
antigeno y tras una excitacion producira fluorescencia (Figura 15) (Quezada, 1989; Soto

y Lépez, 2009).

Fluoresceina

Antigeno

Figura 15. Esquema proceso de inmunofluorescencia directa donde la fluoresceina unida al
anticuerpo se une al antigeno (Alegre, 2020).

5.4. Proteinas fluorescentes: Proteina verde fluorescente (GFP)

La proteina verde fluorescente (GFP) es una proteina producida por la medusa
Aequorea victoria (Figura 16) que emite luminiscencia en la zona verde (510 nm) del
espectro visible tras ser irradiada con luz azul (470 nm) o ultravioleta, sin necesitar la
presencia de otras enzimas o moléculas, es por ello que tiene numerosas aplicaciones

analiticas (Welter, 2008).
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Figura 16. Medusa Aequorea victoria (Welter, 2008).
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En la Tabla 4, se representa la estructura tridimensional de la GFP (Figura 17), sus

caracteristicas fisicas y las aplicaciones analiticas de las proteinas fluorescentes.

Tabla 4. Proteina verde fluorescente: caracteristicas y aplicaciones analiticas de las

proteinas fluorescentes.

Proteina verde fluorescente Es una proteina formada por 238
aminodcidos con estructura de
barril beta, que en su interior posee
un croméforo con estructura alfa
hélice, que se encarga de la emisidn
luminiscente, el cual es formado
por una ciclacién espontdnea, en
presencia de oxigeno molecular, a
partir de la secuencia de
aminodcidos Ser65 - Tyr66 - Gly67

Figura 17. Estructura tridimensional de la Proteina
(Welter, 2008).
Verde Fluorescente (GFP) (Welter, 2008).
Monitoreo de | Control de cambios de pH, calcio, | (Franco vy
proteinas y enzimas | sefales en cascada o interacciones | Longart,
celulares en | proteina-proteina. 2009).
organismos vivos.
Deteccién de | Interaccion de proteinas mediante la | (Ferrer,
interacciones  entre | técnica de deteccién de transferencia | 2008).
2 proteinas celulares | de energia de resonancia fluorescente
‘l;_’ mediante microscopia | (FERT) entre dos fluoréforos.
= de fluorescencia.
<Zt Estudio del sistema | Marcado de neuronas para la|(Franco vy
g nervioso mediante el | visualizacion de la  disposicién | Longart,
o uso de proteinas | neuronal del SNCy sus interacciones. | 2009).
‘é fluorescentes. - - — -
o Estudio neuronal mediante la técnica | Lives et al.,
a Brainbow utilizando una combinacién | 2007).
< de proteinas fluorescentes.
Proteinas Localizacion de células cancerosas y su | (Hoffman,
fluorescentes en la | proliferacién. 2015).
deteccién de la — -
diserninacion de Analisis de respuesta Efn células | (Hoffman,
células cancerosas. cancerosas ante el uso de farmacos. 2015).
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En todas sus aplicaciones, se realiza un paso previo para que la proteina GFP esté
presente en el organismo a estudiar. El gen que codifica la GFP se introduce en el
organismo vivo mediante la fusién a otros genes de proteinas especifica. Cuando estas
proteinas sean sintetizadas en el organismo, se sintetizaran unidas a la proteina GFP lo
gue permite mediante fluorescencia el andlisis de posicionamiento, interacciones y
movimientos de dicha proteina en el organismo, sin interceder en los procesos
bioldgicos que este realice. Tras realizar numerosos estudios utilizando la ingenieria de
las proteinas se desarrollaron mutaciones de la GFP que evitaban la dimerizacién de la
proteina, y se amplié la gama de colores de la luz producida a amarillos, violetas o azules
permitiendo una diferenciacion de las interacciones producidas en el organismo.
Ademas, se buscaron nuevas proteinas fluorescentes de interés como la proteina roja
fluorescente (DsRed), que penetra mas profundamente en los tejidos organicos que la

GFP (Franco y Longart, 2009; Perez y Becu-Villalobos, 2009).

- Monitoreo de proteinas y enzimas celulares en organismos vivos

La sintesis en una célula de una proteina fluorescente unida a la proteina
especifica permite monitorizar procesos intracelulares como los cambios de pH, calcio,
sefiales en cascada o interacciones proteina-proteina, asi como la propia actividad de la

proteina estudiada, gracias a la fluorescencia producida (Franco y Longart, 2009).

- Deteccion de interacciones entre proteinas celulares mediante microscopia de

fluorescencia

Las proteinas fluorescentes permiten detectar la interaccién que se produce
entre dos proteinas unidas cada una de ellas a un fluordéforo. Para ello, se mide presencia
de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FERT) entre dos fluoréforos
situados a menos de 100 A, donde el espectro de emisién del donador se superpone con
el espectro de recepcion del receptor, por lo que la emisiéon del donador produce la
excitacion del receptor, produciéndose una transferencia de energia, siendo una prueba

confirmatoria de la interaccidn entre proteinas (Ferrer, 2008).

- Estudio del sistema nervioso mediante el uso de proteinas fluorescentes

Para el estudio del sistema neuronal se utilizan ratones, los cuales tienen genes

similares a los humanos. Para ello, se marcan selectivamente con distintas proteinas
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fluorescentes las neuronas del animal, generando un ratdn transgénico y permitiendo la
visualizacién de la disposicion total del sistema nervioso central y las interacciones entre
neuronas (Franco y Longart, 2009). En 2007, investigadores de la Universidad de Harvard
consiguieron el marcaje de neuronas con hasta 90 colores diferentes utilizando una
técnica de combinacion de distintas proteinas fluorescentes, a la cual denominaron
Brainbow (Figura 18), lo que permitié el estudio de las conexiones neuronales y

establecer las diferencias entre las personas sanas y enfermas (Lives et al., 2007).

Figura 18. Fluorescencia de las neuronas del tronco encefdlico mediante la técnica de Brainbow
(Lives et al., 2007).

- Proteinas fluorescentes en la deteccion de la diseminacidn de células cancerosas

Las proteinas fluorescentes permiten la deteccidén de las células cancerosas a
nivel unicelular. Para su estudio se utilizan ratones que tienen en su cuerpo células
cancerosas. Se introducen los genes de las proteinas fluorescentes, como GFP, en el
genoma de estas células cancerosas, permitiendo detectar los tumores producidos por

la proliferacion de dichas células.

Ademads, también permite el estudio de la efectividad de los farmacos
antitumorales en las células cancerosas. En un estudio realizado por Hoffman (2015), se
determind la resistencia de las células cancerosas a su tratamiento con gemcitabina en
ausencia de sunitinib, ya que se observaba fluorescencia lo que indicaba el desarrollo de

nuevas células cancerosas (Hoffman, 2015).
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6. CONCLUSIONES

- El luminol es la molécula de eleccion en la deteccién de resto de sangre en
investigaciones forenses. Ademas, detecta la presencia de especies reactivas de
oxigeno y cetonas en aguas contaminadas y en pacientes asmaticos gracias a la
reaccion luminiscente que produce con ellas.

- La o-quinona, producida a partir de la enzima tirosinasa, permite la
determinacion de esta enzima en alimentos o suero humano mediante el
método Quenching, que mide la atenuacion de luminiscencia.

- La quinina es una molécula luminiscente utilizada en la calibracién instrumental
y metodolégica de los instrumentos de medida de luminiscencia. Permite evaluar
el cumplimiento de la legislacidn sobre la concentracion de quinina presente en
agua tdénica mediante el andlisis de las muestras y la comparacién con
disoluciones patrén de quinina.

- La capacidad luminiscente de la fluoresceina permite la deteccién de patologias
retinianas, la evaluacion de la integridad corneal, la calidad de la lagrima y su
intercambio en el parpadeo y la valoracién del grado de adaptacion de las lentes
de contacto rigidas gas permeable. en la cérnea del paciente. También es
utilizada como prueba confirmatoria en inmunoensayos para detectar la
presencia de anticuerpos o antigenos.

- El descubrimiento de la proteina verde fluorescente (GFP) ha impulsado el
desarrollo de nuevas proteinas fluorescentes que son utilizadas en el campo de
la medicina en estudios del sistema nervioso central y de las interacciones

neuronales, asi como para la deteccién y seguimiento de células cancerosas.
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