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Resumen:

La técnica de pinzas épticas (también llamadas trampas
Opticas o laser) combinadas con técnicas de seguimiento
de particula Unica permiten manipular objetos en la
escala nanométrica y determinar fuerzas del orden del
pico Newton. Dado que los sistemas biolégicos se
organizan con esa precision espacial mediante fuerzas de
interaccion de dicho orden de magnitud, la metodologia
permite interrumpir o imitar procesos biolégicos y asi
comprender los mecanismos y los principios que los
rigen.

La trampa se genera en un punto en el espacio en el que
un haz laser es enfocado, debido a la interaccién de la
radiacion electromagnética con la particula a atrapar.
Diferentes disefios experimentales han aportado valiosa
informacién relacionada con el funcionamiento y la
energética de procesos realizados por motores
moleculares, el plegamiento de diversas macromoléculas
asi como la plasticidad de la membrana celular.

Aqui se resumiran los fundamentos y montajes de la
técnica y sus posibles aplicaciones en biologia.

Abstract:

Optical tweezers together with single particle tracking
permit to manipulate objects with a nanometer precision,
and determining forces in the order of the piconewton. Since
the distances involved in the organization of biological
systems are nanometric, and the organization is governed by
interaction strengths in the order of the piconewton, the
methodology have been widely used in the study of
biological processes.

The trap is generated as a consequence of the interaction of
the trapped particle with a highly focused laser beam.
Valuable information regarding the mechanisms and
energetics related with molecular machines has been
obtained using different experimental approaches. Also, this
methodology has shed light on the folding of
macromolecules, cell membrane rheology, among other
important aspects of cellular function.

Here, the fundaments and setup of the technique are briefly
commented, and applications in the biological field are
described.
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| desarrollo de la técnica de manipulacion

Optica comenzd en 1986, con los trabajos

pioneros de Ashkin [1,2]. En la actualidad, es
una técnica muy difundida en diversas areas de
investigacién ya que permite la manipulacién micro
0 nanométrica (dependiendo del montaje) de
objetos sin dafar la muestra [3]. En particular, el uso
de trampas (0 pinzas) dpticas ha permitido realizar
grandes avances en el drea de la biologia celular [4]:
utilizando pinzas épticas se han investigado por
ejemplo el movimiento, la mitosis, la exocitosis y las
propiedades mecanicas de la célula [5,6]. Ademas,
ha sido posible estudiar en detalle la estructuracién
del DNA, mRNA y proteinas, el proceso de
replicacion y la actividad de diversos motores
moleculares [7].

En esta ficha técnica se describira
brevemente el fundamento del funcionamiento de
las pinzas 6pticas, los puntos principales a tener en
cuenta al montar dicha técnica y sus posibles
aplicaciones en biologia.

Fundamentos de la técnica

Nos enfocaremos en trampas O&pticas
formadas por la interaccion de radiacion
electromagnética con una particula dieléctrica
esférica, la cual podria absorber, dispersar, refractar
y/o reflejar luz. Si la micro-esfera es elegida
adecuadamente, es posible minimizar la reflexion y
la absorcion y por tanto, despreciar estos procesos.
El proceso de dispersién dard lugar a la fuerza
conocida como “fuerza de dispersion” (Fq), la cual
apunta hacia la direcciéon de propagacion del haz 'y
es proporcional a su intensidad. F4 actUa acelerando
la micro-esfera, por lo que una buena trampa 6ptica
requiere que F4 sea baja. La trampa es generada
gracias a la llamada “fuerza de gradiente” (Fgn.ad), la
cual apunta hacia el punto de maxima intensidad
del haz (siempre y cuando el indice de refraccion de
la particula sea mayor al del medio) y aumenta con
el gradiente de intensidad. Esta fuerza puede
explicarse utilizando rayos Opticos (fig. A):
consideremos una esfera de mayor tamafo a la
longitud de onda de la radiacién y que no refleje ni
absorba luz. La refraccion de un haz de luz cuya
intensidad varie en el plano transversal genera un
cambio de momento que debe ser balanceado por
un cambio de momento en la esfera, lo cual
produce la fuerza de gradiente (fig. B). Por tanto, un
haz con un perfil de intensidad gausseano atraparia
la particula en el centro (punto de maxima
intensidad). Para lograr atrapar a la particula
también en el eje de propagaciéon, es necesario
generar un gradiente de intensidad en éste eje,
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haciendo converger el haz en un punto en el
espacio (fig. C). Con esta geometria se logra una
trampa estable en la que cualquier movimiento
arbitrario desde su centro genera una fuerza
restaurativa. La posicion de fuerza cero es un punto
cercano al foco.

Para particulas de tamafo similar o menor
a la longitud de onda, la aproximaciéon de rayos
Opticos no es vadlida y se han aplicado otros
modelos que también llevan a la conclusién de que
para generar una trampa estable es necesario que
Fgrad>> Fq [8]

Para mayores detalles se recomienda las
siguientes referencias: [2] , un trabajo muy ameno
en el que Ashkin cuenta su historia, [3]: un libro
dedicado a pinzas épticas y sus aplicaciones, [4,9],
trabajos en donde se resume la técnica y sus
aplicaciones en biologia y [10], del 2003, aunque
tenga sus afnos, es una buena fuente de bibliografia.

Montaje de la técnica

Si bien existen equipos comerciales, la
mayoria de los laboratorios de investigacion
desarrollan su propio equipo, a un costo
significativamente menor. Es muy comun acoplar la
pinza 6ptica a un microscopio de fluorescencia, de
forma tal de poder utilizar el sistema de deteccién y
los soportes que el estativo proporciona. El desafio
a enfrentar es que la trampa no interfiera con el uso
normal del microscopio y sea lo mas versatil posible,
de forma de que pueda ser adaptado para su uso en
diferente tipo de experimentos. En la fig. 1 se
muestra un ejemplo y en las siguientes referencias
se detallan montajes de diversas geometrias: [11-
14].

periscopio

L: lentes; E: espejos;

LR: lamina retardadora;

C: cubo separador de haz;
P: placa para absorber haz

| Estativo sobre plataforma de amortiguacion activa |

Luzblanca o laser
de excitacién

Platina

o
e .
motorizada

Objetivo NA
1.0/w

Haz IR desde dicroico
el periscopio
Filtro de emisién
Cémara CCD
Figura 1. Montaje de una trampa optica acoplada a un microscopio
de fluorescencia invertido
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El gradiente de intensidad de luz se logra
utilizando un haz laser enfocado con un objetivo, el
cual debe tener una apertura numérica de 1 o
mayor. La observacién puede realizarse por medio
de una cdmara CCD acoplada al microscopio,
preferentemente con buena resolucién espacial y
temporal. Para el movimiento de la trampa respecto
del espécimen es posible mover el haz laser
(utilizando espejos en montajes moéviles) o mover la
muestra (reemplazando la platina del estativo por
una platina de movimiento automatizado).

El Iaser a utilizar debe elegirse de acuerdo
al experimento a realizar. En general se utilizan
laseres infrarrojos (IR), ya que las muestras
biolégicas presentan un minimo de absorciéon en
esta region del espectro electromagnético [12]. Al
minimizar la absorcién de luz por parte de la
muestra se minimizan las posibilidades de danarla
asi como también se minimizan los efectos
radiométricos  (debidos a gradientes de
temperatura). Ademas, el uso de luz IR no interfiere
en el empleo de los fluoréforos normalmente
utilizados en microscopia de fluorescencia ya que
los mismos no absorben ni emiten en estas
longitudes de onda.

El potencial que sufre la particula en la
trampa es aproximado como arménico, las fuerzas
son proporcionales al desplazamiento de la esfera
respecto del punto de fuerza cero. Si se conoce la
constante de proporcionalidad (llamada rigidez de
la trampa, “k"), es posible calcular la fuerza que
soporta la esfera atrapada al desplazarse una
distancia d (fig. D). Para ello es necesario calibrar la
trampa, lo que puede hacerse utilizando métodos
activos o pasivos [15]. Los métodos pasivos
requieren determinar la posicion de la particula a
altas frecuencias y por tanto, el seguimiento de la
posicion de la esfera debe hacerse con un montaje
adicional ya que la cdmara CCD no es
suficientemente rdpida (ver descripciones del
montaje de deteccion en las referencias
[4,9,12,14,16]). Los métodos activos consisten en
comparar la fuerza de la trampa con la fuerza
viscosa, debido al movimiento de la esfera en el
medio (generalmente acuoso).

Las pinzas 6pticas pueden ser utilizadas en
diversos experimentos, cada uno de ellos requerira
un montaje especial. En la proxima seccién se
describiran algunos de ellos.

Aplicaciones en sistemas biolégicos

En la mayoria de sus aplicaciones, el uso de
trampas dpticas implica atrapar una micro-esfera, la
que a su vez se encuentra adherida al sistema bajo
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estudio. Las esferas utilizadas son de poliestireno o
de silice y también se pueden adquirir recubiertas
con acido carboxilico, grupos aminos o diferentes
proteinas como estreptavidina, proteina G, etc. Por
otro lado, la derivatizacién deseada puede realizarse
en el laboratorio siguiendo el protocolo adecuado.

Para estudiar el plegamiento de
macromoléculas, los extremos de la molécula se
unen a dos esferas derivatizadas con “manijas” de
ADN, cuyas propiedades mecéanicas han sido
extensamente estudiadas [17]. Estas manijas
permiten distanciar la molécula bajo estudio de las
micro-esferas y de esta forma minimizar el efecto de
su presencia en los resultados experimentales. Los
experimentos usuales consisten en estirar la
molécula aumentando la distancia entre esferas a
velocidad constante (una posibilidad es atrapar una
de las esferas en la trampa y mover la otra
agarrandola con una micropipeta de vidrio) y
determinar la fuerza ejercida por la molécula. Asi se
obtienen curvas de Fuerza-extensién de donde es
posible obtener los pardmetros cinéticos vy
termodinamicos del proceso de plegamiendo [18].
Estas curvas representan la trayectoria de un
proceso que involucra una molécula Unica, por lo
que permiten probar teorias de fluctuaciones
vdlidas en el limite de baja disipacion [19-22].

En cuanto al estudio de motores
moleculares, se han utilizado diversos disefios
experimentales que han permitido, por ejemplo,
comprender en detalle el movimiento de quinesinas
sobre microtubulos, entre otros [23].

Las pinzas Opticas también han sido
aplicadas en el estudio de las propiedades
mecanicas de diversos modelos de biomembranas
asi como de membranas celulares in vivo. Como
modelos se han utilizado monocapas de
surfactantes en la interface agua-aire (Langmuir
monolayers, LM) y vesiculas unilamelares gigantes
(Giant Unilamellar Vesicles, GUVs).

Para el estudio de LM, las pinzas deben
acoplarse a una balanza de Langmuir, mientras que
las LM se preparan agregando micro-esferas de
poliestireno o de silice, las cuales quedan atrapadas
en la interface [24]. El uso de pinzas opticas ha
permitido conocer la viscosidad en diferentes LM
[25] y la interaccion lateral entre dominios lipidicos
presentes en sistemas con coexistencia de fases [26]
asi como la tension de linea de dichos dominios
[27].

Utilizando pinzas o6pticas en GUVs es
posible estudiar la energética de deformacion de la
membrana fuera del plano. El experimento usual
consiste en generar una GUV con un bajo
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porcentaje de un lipido que tenga unida una
molécula de biotina en su grupo polar e
inmovilizarla con una micropipeta de vidrio.
Posteriormente, una micro-esfera recubierta con
estreptavidina y atrapada con la pinza es acercada e
interacciona con la GUV y luego es alejada,
generando un tubo de membrana de didametro
nanométrico (fig. E). La curva de fuerza-extension
correspondiente a la generaciéon del nanotubo
muestra que este es un proceso activado. Luego del
maximo, el nanotubo puede prolongarse a fuerza
constante, cuyo valor depende de los pardametros
reolégicos que caracterizan la membrana [28]. Los
resultados experimentales utilizando GUVs como
sistemas modelo muestran un buen acuerdo con la
teoria [29,30].

En estudios de membrana celular in vivo se
debe tener en cuenta que la interpretacion de los
resultados es mas compleja debido a la gran
cantidad de especies quimicas que componen la
membrana celular y a la presencia de la matriz
extracelular y del citoesqueleto que provee sitios de
anclaje a las moléculas de la membrana, siendo por
tanto un sistema altamente fluctuante tanto
espacial como temporalmente. A diferencia de lo
encontrado en GUVs de composiciones conocidas,
en membrana de célula de mamifero la fuerza
necesaria para generar nanotubos es un parametro
de gran dispersion, presenta una ancha distribucién
de valores, entre 10 y 50 pN [31]. Cuando se altera la
interaccion entre la membrana y el citoesqueleto, la
distribucién se estrecha y se corre a valores mas
bajos (entre 10 y 30 pN) ya que en estos
experimentos no se muestrean las regiones que se
encuentran interaccionando fuertemente con el
citoesqueleto [31].

Las pinzas opticas han sido aplicadas
también para estudiar el movimiento de especies
insertas en la membrana celular ya que posibilitan
explorar regiones que un experimento pasivo
exploraria con muy baja probabilidad. Estos
experimentos se realizan uniendo una nano o
micro-esfera a la molécula de interés. Por ejemplo,
se ha estudiado el movimiento del receptor de
transferrina, que se encuentra inserto en la
membrana y puede ser marcado con esferas
cubiertas por transferrina [32]. Las esferas actian
como “manija”, al ser atrapadas por la pinza
permiten mover la molécula a lo largo de la
superficie celular, mientras se registra la fuerza
necesaria para el movimiento en diferentes
regiones.

En resumen, se ha dado una serie de
ejemplos de aplicaciones de pinzas épticas junto
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con la bibliografia relacionada. Sin embargo, esta es
una muy breve descripcién y es mucho lo hasta
ahora explorado, asi como también lo que hay por
investigar utilizando trampas épticas.
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