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Definicion

® Luminiscencia es la emision de luz por parte de
una substancia y ocurre en estados excitados
electronicamente.

m Para inducir fluorescencia se usa luz y no
temperatura porgue en este ultimo caso la
diferencia de energia es mayor entre SO y S1.
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Tipos de luminiscencia

® Fluorescenciay Fosforescencia, dependiendo
de la naturaleza del estado excitado.
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Fluorescencia

m Orbital excitado con spin contrario al electron en
estado basal.

® Vida media: (Tiempo entre la excitacion y el
regresado al estado basal) es corto (10 ns)

® Fluoroforos tipicos: quinina, fluoresceina,
rodamina, antraceno, perileno.
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Fosforescencia

m Orbital excitado con spin en la misma direccion
gue el orbital en estado basal

® Vida media es mas larga que en fluorescencia,
milisegundos o segundos.
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cSlempre lo uno o lo otro?

= NO, complejos moleculares grandes, como por
ejemplo metal con organico, pueden tener
ambos tipos de excitacion de orbitales.
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Caracteristicas




Stokes Shift

= Cuando un sistema (molécula o atomo) absorbe un
fotdn, gana energia y entra en un estado excitado. Una
forma de volver al estado basal es emitir un foton,
perdiendo asi energia (otro forma seria perder calor).

® Cuando el foton emitido tiene menos energia que el
foton absorbido, esta diferencia de energia se llama
Stokes Shift.

® Cuando el foton emitido tine mas energia que el foton
absorbido, se habla de anti Stokes Shift.

m | a absorcion es instantanea. En contraste con ésta, la
emision ocurre sobre un periodo largo de tiempo.
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Regla de Kasha

® Para un mismo sistema se observa usualmente el
mismo espectro de emision, independiente de
cual haya sido la longitud de onda de
excitacion.

m Se puede llegar a diferentes niveles de
excitacion pero rapidamente se regresa al mas
bajo de los niveles de excitacion.

@ Laboratory for

& UNIVERSITAT i

\;:

-
) 7% HEIDELBERG
BBIEINA :;H HEIDELBERG CEN
i | I..~|:—|r~.-\w.klk\



Regla de imagen de espejo

® La emision es la imagen de espejo de la
absorcion de SO a S1, no del espectro total de
absorcion. Esto es verdad para la mayoria de los
fluoroforos.
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Conversion interna

m Es el regreso del maximo estado vibracional
alcanzado en la excitacion al nivel S1.

E (MeV)
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Principio de Franck-Condon

®m De acuerdo con este principio, todas las
transiciones son verticales, es decir, ocurren sin
cambio en la posicion del ndcleo y mientras mas
sobreposicion haya entre el nivel vibracional
maximo alcanzado y S1, mas rapido regresara a
S1.
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Vida media de la
fluorescencia

® Tiempo promedio que un fluoréforo permanece
en estado excitado después de la excitacion.
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Rendimiento (Quantum yield)

m Es|arazdon entre el nUmero de fotones emitidos
partido por el numero de fotones absorbidos

m N° fotones emitidos/N°fotones absorbidos

® E| guantum yield es proporcional a la vida media
del fluoroforo
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Extincion (Quenching)

m Consiste en la disminucidon de la intensidad de
emision.

® La intensidad de la fluorescencia puede decaer
por una amplia variedad de procesos.
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Extincion colisional

= Occurre cuando el fluoroforo en estado excitado es
desacticado al entrar en contacto con otra molécula en
solucion, la que llamamos quencher. El quencher actua de
distinta forma sobre el fluoréforo dependiendo de cuan
expuesto esté este a la colision. Mientras mas accesible sea
el fluoréforo a este fendbmeno, con mayor velocidad
decaera la intensidad.

® Un fluoréforo incluido en el interior de una macromolécula es
usualmente inaccessible a los quenchers hidrosolubles, de
manera que el valor de K es bajo. Este conocimiento se
puede usar usar cuando necesitamnos prolongar la
fluorescencia. Valores mayores de K se encuentran si el
fluoréforo esta libre o en la superficie de una biomolécula.




Formacion de complejos

® Ademas de la extincion colisional, la disminucion
de fluorescencia puede ocurrir por la formacion
de complejos moleculares no fluorescentes con
guenchers.
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Polarizacidon o anisotropia

m | os fluoroforos absorben luz a lo largo de una direccion
especifica en relacion con el eje molecular. Ej: DPH sélo
absorbe luz polarizada a lo largo de su eje mayor. La rapidez
con un fluoréforo rota durante el estado excitado determina
su polarizacidon o anisotropia.

® | a polarizacion puede ser usada para medir volumen
aparente (o peso molecular) de proteinas. Esta medicion es
posible porgque las proteinas mas grandes rotan mas lento.
Cuando una proteina se une a otra su tasa rotacional
decrece y la anisotropia aumenta

® |a polarizacion también ha sido usada para determinar la
viscosidad aparente de membranas.




Mediciones de anisotropia

m Estan basadas en el principio de excitacion
fotoselectiva de fluoroforos mediante luz
polarizada.

m | os fluoréforos preferentemente absorben
fotones cuyos vectores eléctricos estan
alineados con el momento de transicion del
fluoroforo.
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Mediciones con fluorescencia

Continua (Steady state)

® Es el mas comun, es aquel que usa luz continua y
observacion. La muestra se ilumina con un haz
continuo y se registra la intensidad de emission
(Escala de tiempo de ns)

® Es simplemente un promedio de fendmenos
resueltos por tiempo sobre el descenso de
intensidad de la muestra. Es proporcional a la
vida media.
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Mediciones con fluorescencia

Resuelta por tiempo (Time resolved)

® L a muestra se expone a un pulso de luz, donde el
ancho del pulso es tipicamente mas corto que el
tiempo de descenso de la muestra.

® |a disminucion de la intensidad es registrada con
un sistema de deteccion de alta velocidad que
permite medir la intensidad de la anisotropia
(Escala de tiempo de ns)
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¢ Por qué usar fluorescencia resuelta
por tiempo si técnhicamente es mas
complejo?

m Por la informacion molecular que entrega. La curva especifica
del descenso de la anisotropia contiene informacion acerca
de la forma de la macromolécula y su flexibilidad.

® En principio, el valor de r refleja el descenso de la anisotropia y
la forma de la molécula. Pero no es suficiente como para
revelar la forma de molécula por si solo en forma exacta.

m E| descenso de la intensidad puede revelar dos tiempos,
dando a entender la presencia de mas de un estado
conformacional.

m La fluorescencia continua solo revelara una intensidad
promedio, dependiente de un promedio ponderado de los
dos tiempos de descenso.
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Indicadores fluorescentes

m | os fluoréforos bioquimicos se dividen en intrinsecos y
extrinsecos. Los primeros son aquellos que ocurren
naturalmente y los extrinsecos son aquellos que se
agregan a una muestra para transmitirle propiedades
especificas.

m Son fluoroforos cuyas propiedades son sensibles a una
sustancia de interés. Al unirse a la molécula de interés
aumenta la intensidad de la emisidon y se puede
medir, de esa manera, la cantidad de esa sustancia.
Se pueden usar para sodio, Ca2+, Mg2+, Na+, Cl-, y
02, as well as pH.
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Transmision de energia de
resonancia (RET)

También llamada transferencia de energia de resonancia
de Forster (FRET)

Se basa en que la excitacion de un cromoforo puede
transferirse a otro cercano, generalmente cuando ambos
se situan en la misma molécula.

En el caso de que se trate de fluoréforos el mecanismo
subyacente continda siendo el mismo: la energia se
transfiere, lo que desemboca en la aparicion de
fluorescencia (pero no es la fluorescencia la transferida)

RET provee la posibilidad de medir |la distancia entre dos
sitios de macromoléculas. La extincion del donador
puede ser usada para calcular la distancia entre
donador y aceptador.
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Nuevas
tecnologias
fluorescentes



Excitacion Multifoton

m |a estimulacion debe ocurrir en una escala de tiempo de
femtosegundos (1015 segundos) porque el periodo de
absorcion es muy corto.

® | a excitacion multifoton permite imagenes de solo un
plano focal del microscopio. Esto es una ventaja, porque
de otra forma podria haber distorsion por fluorescencia
gue viniera de otros planos.

m Ciertas moléculas solo son excitadas por una longitud de
onda que no se alcanza con un solo foton y es necesario
recurrir a mas de un foton.

® | a excitacion localizada por dos fotones ha encontrado
amplio uso en microscopia de fluorescencia.
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Espectroscopia de
correlacion de fluorescencia

m FCS se basa en las fluctuaciones temporales que ocurren en un
volumen pequerio observado.

® La amplitud y velocidad de las fluctuaciones se miden en una serie
temporal y se usan para calcular la funcion de correlacion.

m Esta funcidn permite conocer la dindmica molecular de la solucion:

® el nUmero medio de moléculas fluorescentes observadas
simultaneamente

m el tiempo de residencia molecular, td, relacionado con la constante
difusion

® |os tiempos caracteristicos de "encendido/apagado” de la
fluorescencia, tf, relacionados con dinamicas intramoleculares ultra-
rapidas.
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Deteccion de molécula unica

® Cuando se observa una molécula unica no hay promedio
por mezcla, lo que permite estudiar el comportamiento de
una molécula individual.

® |avida media de moléculas individuales puede ser medida
al mismo tiempo que se van recogiendo las imagenes de
intensidad.

® Esta técnica se usa para incluir fluoréforos que absorben UV,
considerado improbable hace poco.

= DMU muestra que un ribosoma fluctia entre conformaciones
segun la cantidad de energia transferida, que depende de
la emision de donadores y aceptadores de energia. Y revela
la tasa de dichos cambios.




Espectroscopia
de fluorescencia

®m Puede aportar variada informacion, interaccion
de solventes con fluoroforos, distancias entre
sitios de biomoléculas, cambios
conformacionales, etc.

m Y se esta extendiendo su usogracias a la
disminucion de costos y complejidades.
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Precauciones al trabajar con
microscopia de fluorescencia

m Se debe tomar en cuenta los objetivos del
trabajo en relacion con la preparacion de la
muestra seleccionada, los fluoréforos elegidos
para trabajar y los equipos seleccionados.
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Preparacion de la muestra

* Ni el software de deconvolucion ni los
microscopios confocales son capaces
compensar

* Fijacion
e Permeabilizacion

« Medio en que monta la muestra
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Fluordforos elegidos

= Absorcion

® Emision

= Brillo

m Fotoestabilidad

m Espectros sobrepuestos
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Equipos seleccionados

® | ente objetivo
= Medio de inmersidn
m Aberraciones esféricas

® Tamano del pinole

m Correspondencia entre las diferentes piezas de
los equipos

m Correccion de aberraciones cromaticas

m Seteo constante
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