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|. RESUMEN

La utilizacion de la Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) en el campo
de la biologia y la medicina, aunque incipiente muestra grandes avances. Se
han estudiado varias alteraciones en la morfologia estructural de leucocitos y
eritrocitos, como indicadores de diversas patologias, lo que muestra la
importancia de los estudios de la morfologia estructural de las células
realizados mediante la AFM.

En este trabajo se analizan las configuraciones estructurales
tridimensionales y de perfil, de leucocitos y eritrocitos de sangre humana,
destacando sus relieves topograficos obtenidos con AFM, en comparacién con
las imagenes de microscopia Optica y electronica. Los resultados muestran
ademas del contraste entre ambas observaciones, los detalles topograficos a
escala nanométrica de las superficies celulares, asi como del nucleo de los
leucocitos. Se presentan perfiles graficos de la topografia celular, que permiten
efectuar analisis cuantitativos a escala nanometrica y se plantea su posible
utilidad para caracterizar diferentes tipos celulares, asi como para establecer la
relacion entre la topografia nuclear y las condensaciones cromatinicas. Se
corrobora la utilidad de la AFM como una herramienta que ofrece grandes
posibilidades en la correlacion de algunos procesos celulares con parametros

cuantitativos indicados por los graficos en distintas escalas nanométricas.

Palabras clave : Microscopia de Fuerza Atomica, nanobiologia celular, células

sanguineas, eritrocitos, leucocitos, observacion cientifica



I INTRODUCCION

1. La constitucion de la observacion cientifica

Observar en ciencia es un proceso de indagacion constructiva, no es solo el
hecho de ver un objeto (“algo que esta ahi”). Es el estudio del objeto que de
antemano ha sido configurado, constituido desde una matriz tedrica, propia de una
disciplina cientifica particular. Lo “observado”, es producto de un proceso complejo
gue resulta de las interacciones entre lo conceptual y un segmento o un recorte de lo
“real”, que “aparece” mediante un proceso de observacion instrumental (Fourez,
1994).

La observacion en las ciencias naturales es por naturaleza instrumental, es
decir involucra la mediacion de instrumentos para su realizacion. Esta metodologia y
tecnologia del instrumento consisten en el disefio e implementacion de herramientas
y técnicas que permiten acotar, seleccionar o destacar ciertos aspectos o
“cualidades” de la materia, de acuerdo con los referentes tedricos de la disciplina a
la que pertenece el campo de estudio (Agazzi, 1998), de tal suerte que “el objeto
observado” es producto de un proceso de interacciones constructivas. La utilizacion
de instrumentos de observacion es inherente al desarrollo de las ciencias naturales y
ha hecho posible, no sdlo la existencia misma de la practica cientifica, sino incluso la
creacion de nuevos campos de investigacion que de otro modo serian inaccesibles.
Es por ello que la implementacion de técnicas instrumentales derivadas de proyectos
y perspectivas tedricas especificas, suele impulsar la innovacion tecnologica y la

gestacion de nuevos campos de estudio.



Sin embargo, estas consideraciones no parecen muy claras en el ambito de la
microscopia; particularmente en el de la Optica. La observacién microscopica puede
generar la impresion de que los objetos “vistos” simplemente “estan ahi”, es decir,
gue son percibidos directamente, sin tomar en cuenta que nuestra mirada es
resultado de un conjunto de presupuestos previos, a partir de los cuales
identificamos los objetos que nos muestra el instrumento. Dichos presupuestos son
el resultado de diversas concepciones teoricas, construidas a lo largo del tiempo. En
el curso de su historia, las disciplinas cientificas han llevado a cabo un trabajo
constante de contrastacion entre diversas practicas experimentales e instrumentales.
Esto ha generado nuevas conceptualizaciones sobre la observacion que permiten, a
su vez, justificar los distintos planteamientos teodricos, en un ciclo de

retroalimentacion entre la teoria y la practica cientifica.

2. Microscopiay nanotecnologia

Después de la aparicion de la microscopia Optica (1590), el surgimiento de la
microscopia electrénica (ME) en la década de los afios 1930, revoluciono la
capacidad de la observacién microscépica, permitiendo un acercamiento de 10°
veces mayor a los objetos de estudio.

Una tercera revolucion parece iniciarse con la aparicion reciente en el campo
de la nanociencia, de nuevas tecnologias de observacion microscopica como la

microscopia de sonda de rastreo (SPM: Scanning Probe Microscopy), que ha



transformado de manera radical la forma de aproximarse al estudio de la materia a
escala nanomeétrica.

Estas nuevas formas de observacion que aparecieron a principios de la
década de los afios 80 s, han generado un cambio radical en las tecnologias
microscopicas, ya que sin lentes, fotones o electrones, este nuevo tipo de
microscopia, examina las estructuras de las superficies de las muestras mediante un
barrido con una sonda de tamafio nanométrico (en Braga y Ricci, 2004). En el
campo de la nanociencia, que estudia la materia a escala molecular y atbmica, esta
tecnologia instrumental ha sido muy fecunda, sobre todo en la ciencia de los
materiales.

Lo anterior ha contribuido a gestar una nueva perspectiva para considerar y
abordar el estudio de la materia, con muy diversas aplicaciones técnicas que han
aportado enormes recursos a la nanotecnologia.

En la microscopia SPM, las muestras a observar, son rastreadas o barridas
por una sonda en forma de punta de un espesor nanométrico. En este proceso de
barrido las interacciones entre las superficies y la punta son monitoreadas, teniendo
como resultado la conformacion de imagenes tridimensionales en las que se
registran con gran precision los relieves topograficos de las superficies de las
muestras.

Dos formas principales de esta tecnologia son la microscopia de efecto tunel
(STM), desarrollada por Binnig y Roher de la IBM en Suiza en 1981 (premio Nobel
de Fisica en 1986) y la microscopia de fuerza atomica (AFM) por Binnig y

colaboradores en 1986 (Binnig et al 1986).



3. Microscopia de Fuerza Atémica.

Este tipo de microscopia SPM se puede realizar con varios tipos de muestras,
incluso con aquellas de material no conductor o aislante. La punta de barrido, de
unos nandmetros de diametro, esta localizada al final de una barra o cantilever de un
poco mas de un centenar de micras de largo. La punta barre la superficie de la
muestra de diferentes modos o formas de acercamiento o de contacto intermitente o
no, detectando, con diversos grados de precision, la topografia del material en
cuestion (Braga y Ricci, 2004).

En el modo de contacto, la punta se desplaza sobre la superficie de la
muestra y las peculiaridades topograficas de la superficie son detectadas por las
presiones de las fuerzas que se producen sobre la punta que flexionan a la barra o
cantilever. La deflexion del cantilever en cada punto es detectada por el sistema de
la AFM generando un mapa de relieve del area de la muestra bajo observacion
(Figura 1).

Esta técnica permite no solo apreciar las formas tridimensionales del material
observado, sino que puede destacar los relieves verticales a escala nanométrica,
poniendo asi de manifiesto con gran detalle y precision las estructuras de distintos
materiales. Uno de los aspectos mas relevantes ha sido sin duda la posibilidad de
manipular el material a escalas moleculares y atomicas, lo que contribuye de manera

considerable a la implementacion de nanotécnicas (Howland y Benatar, 2000).
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Figura 1. Esquema que muestra los principales elementos del Microscopia de Fuerza
Atémica (Basado en Watson, JA y Watson GS, 2006).

4. Nanobiologia

La aplicacién de estas tecnologias al campo de la biologia es incipiente y, sin
embargo, sus resultados han sido significativos y prometedores (Horber y Miles,

2008).




La AFM hace posible la obtencion de imagenes topograficas de las células de
diferentes tejidos con gran precision, o que permite no solo complementar y
corroborar las observaciones conocidas por otras técnicas microscopicas, Ssino
gue muestra aspectos y detalles del material viviente en escalas de enorme
precision, incluso nanométricas.

Se pueden efectuar reconocimientos tridimensionales de las estructuras

celulares, destacando los relieves verticales in situ, en condiciones ambientales.

El hecho de mirar las imagenes celulares in vivo sin depender
estrechamente de las técnicas de fijacion y tincion, permite una aproximacion a la
dindmica de los procesos celulares pudiendo explorar sus propiedades tanto
mecanicas como electromagnéticas (Braga y Ricci, 2004), lo que contrasta con las
observaciones celulares tradicionales efectuadas en material inerte, como es el caso
de la microscopia electronica.

Estas tecnologias representan para las ciencias biologicas no solo una nueva
forma de observar, sino que introducen una manera distinta de apreciar y abordar
experimentalmente la materia viva a escala microscopica generando asi nuevos

campos disciplinarios como el de la nanobiologia.

5. AFM. La Biofisicay la Bioquimica de la Célula

Las aplicaciones de la AFM en los estudios celulares son cada vez mas

relevantes. Se han podido obtener imagenes de células vivas en un medio de cultivo

liquido, permitiendo la observacion tridimensional del movimiento celular con alta



resolucion, lo cual puede ser de gran utilidad para investigar el movimiento de
las células en relacibn con elementos subcelulares como por ejemplo, el
citoesqueleto (Ushiki, 2001).

La AFM también ha aportado nuevos datos en el estudio estructural de
diferentes tipos celulares como son los fibroblastos (Bushell et al., 1999), las
neuronas (Ricci et al.,, 2004) y los espermatozoides humanos (Joshi et al, 2000),
entre otros, sin que sea necesaria la inclusion, tincion o congelamiento de las
muestras.

La contribucion de esta nueva tecnologia en la investigacion de la estructura
del DNA (Hansma, 2001), el RNA (Ushiki et al, 1996), los complejos acidos
nucleicos-proteinas o los receptores-ligandos (Miklaszewska et al., 2004), asi como
el analisis in situ de estructuras intracelulares como el nucleo (Jiménez-Garcia y
Segura-Valdez, 2004) no han sido menos importantes.

Asimismo, es posible monitorear las interacciones de diferentes farmacos con
las células y los tejidos, para visualizar cambios en la estructura molecular de las
proteinas y otros componentes celulares (Miklaszewska et al., 2004).

Es asi que la AFM esta desempefando un papel fundamental en los estudios
de los procesos moleculares de la célula. En el campo de la bioquimica se han
desarrollado métodos para investigar las interacciones entre las biomoléculas, del
tipo enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo entre otras (Weisenhorn et al., 1990).
También se han estudiado los procesos biofisicos de cristalizacion o coagulacion en

tejido sanguineo ( Wu et al., 2008).



ll. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

El surgimiento en el campo de la nanotecnologia de este nuevo
instrumental microscépico ha constituido sin duda una manera de analizar el
material biologico, que no solo refuerza y apoya a las otras tecnologias de
observacion, sino que es un tipo de analisis de las estructuras microbiolégicas
en las que estas revelan o manifiestan peculiaridades y aspectos que resultan
imprescindibles para estudios y diagnosticos en diferentes campos de la
biologia y la biomedicina.

En el caso de los componentes celulares del tejido sanguineo, la AFM
se esta constituyendo en una herramienta cada vez mas importante.

En particular, la aplicacion de la AFM a estudios de biofisica celular
realizados en células sanguineas, asi como el analisis de las configuraciones
de las estructuras morfologicas de las mismas, entre otros, ha resultado ser de
gran utilidad, ya que ha permitido caracterizar algunas de las alteraciones o
modificaciones en la morfologia de las células como indicadores de
determinados procesos fisioldgicos o patoldgicos.

Esta bien establecido que el tamafio y la forma de las células rojas
humanas son indicadores importantes de su funcionamiento normal. La AFM
permite evaluar con gran precision parametros como el espesor, la altura, la
superficie y el volumen de los eritrocitos, lo que tiene gran importancia en los
procedimientos de analisis hematoldgicos, ya que permite obtener, en una sola
prueba, los datos necesarios en lo referente al tamafio y la forma de los

mismos para la valoracion de la salud del individuo (O’Reilly et al., 2001).



La AFM también ha permitido observar diferencias en la rigidez de los
hematies provenientes de pacientes normales y de pacientes con hipertension,
diabetes y trastornos coronarios, mostrando que puede ser una herramienta de
gran utilidad como método diagndstico de rutina para el analisis de diferentes
estados fisiologicos y patologicos de las células rojas (Lekka et al., 2005).

Del mismo modo, se han caracterizado cuantitativamente por medio de
la AFM alteraciones morfoldgicas inducidas en los eritrocitos sometiéndolos a
agentes exdgenos como ciertos fosfolipidos, medios de fuerza ionica baja y
drogas. La comparacion entre los cambios inducidos artificialmente en las
células rojas y las modificaciones observadas con mas frecuencia en diversas
patologias asociadas a estas células, podria representar una nueva estrategia
para describir y comprender mejor las modificaciones bioquimicas y/o
mecanicas responsables de diferentes patologias (Girasole et al., 2001).

Cheny Cai (2006) han puesto en evidencia la utilidad de esta técnica en
el campo de la medicina forense al demostrar que es posible estimar el tiempo
transcurrido desde la muerte de un individuo, analizando los cambios que
sufren las células rojas en su forma y en la ultraestructura de su membrana
celular después de la muerte.

En el caso de las células blancas, estudios realizados con AFM
especificamente en los leucocitos, han permitido establecer una relacion
cuantitativa entre algunas propiedades biofisicas de las superficies celulares y
las deformaciones generadas en estas células por la leucemia (Rosenbluth et

al., 2006).



También ha sido posible analizar los cambios estructurales sufridos por
diferentes células blancas en muestras de sangre periférica de pacientes
afectados por malaria falciparum aguda, antes y después del tratamiento con
cloroquina, demostrando que puede ser una herramienta muy util en el
seguimiento de enfermedades infecciosas (el-Shoura, 1993).

Otros estudios en los que se utilizé la AFM para analizar la superficie de
linfocitos procesados para histoquimica, empleando lectinas biotiniladas y oro
coloidal, mostraron que esta herramienta permite un analisis de alta resolucion,
aportando informacion adicional a la obtenida con técnicas de ME (Sakaue y
Taniguchi, 2001).

Las células blancas como los leucocitos se reconocen entre otras
caracteristicas por el tipo de nucleo. Se requiere abordar de una manera mas
amplia las configuraciones de las células rojas y blancas mostradas por la AFM
en contraste con las observadas con microscopia Optica y electronica para que
puedan ser utilizadas como referentes amplios para la caracterizacion de las
estructuras de las superficies y relieves topograficos de las células del tejido
sanguineo.

Por lo tanto, este trabajo se propone corroborar la importancia de esta
nueva perspectiva que ha abierto la tecnologia observacional de la AFM en el
campo de la biologia, ademas de establecer su posible utilidad en el
reconocimiento y analisis tanto tridimensional como de perfil de la morfologia
nuclear y citoplasmatica de las células blancas a escalas nanométricas. Esto
ultimo, podria aportar un parametro adicional a los ya conocidos que pueda ser

evaluado de manera rapida y precisa.



IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Observar células sanguineas en frotis mediante la AFM, analizando las
superficies celulares, nucleares y citoplasmaticas en su configuracion
tridimensional y topologica, atendiendo a una posible caracterizacion
nanometrica y plantear su utilizacion en el andlisis clinico de las células

sanguineas.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1)

2)

3)

Evaluar las configuraciones tridimensionales de leucocitos y eritrocitos.
Analizar las superficies nucleares y citoplasmaticas del linfocito en sus
aspectos tridimensionales y de perfil destacando su topologia
nanometrica.

Plantear la importancia de algunos aspectos de la caracterizacion
nanomeétrica de los perfiles tridimensionales y graficos para la
constituciéon de un parametro adicional de identificacion de las células

sanguineas.



V. MATERIAL Y METODOS

Se efectuaron frotis de sangre humana, que se secaron a temperatura

ambiente y se fijaron con metanol durante 3 minutos.

Microscopia de fuerza atomica

Se observaron, sin tefiir, con un microscopio de fuerza atobmica modelo
BioScope (Digital Instruments, Santa Barbara CA, USA). Se utilizé el modo de
contacto con el controlador Nanoscope llla.

El AFM opera sobre un microscopio de luz invertido que permite localizar
en el portaobjetos el area de observacion. Se hicieron barridos en areas
rectangulares de 39.08, 21.72 y 13.06 nandémetros por lado con nanopuntas

de silicio en condiciones secas.



Diagrama del procedimiento metodologico
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VI. RESULTADOS.

Las imagenes de frotis de sangre humana, obtenidas mediante AFM,
muestran agrupaciones celulares que parecen corresponder a eritrocitos y
algunas células blancas aisladas.

En una superficie de barrido de 39.08 um (Figura 1A) se observan dos
tipos de estructuras celulares, una de diametro mayor rodeada de otras, de
menor diametro. En las células de menor diametro puede apreciarse, mediante
los cambios de coloracion, la topografia de las mismas (las zonas mas
brillantes estan mas elevadas en relacion a las oscuras, en una escala de 0 a
4456.3 nm). Ademas, se puede advertir una hendidura circular en el centro de
estas células y pequefias protuberancias en lo que podria ser la la membrana
celular.

Se observa también una célula de mayor diametro, probablemente un
leucocito, que presenta un nucleo con lobulaciones en la que también podemos
inferir cierta topografia por los cambios de coloracion.

En la misma figura, se insertd una cuadricula de dimensiones conocidas,
para poder calcular, en caso requerido, los diametros de las células de forma

aproximada (Figura 1B).



Figura 1A. Micrografia de fuerza atémica de un frotis de sangre humana. Aumento
bajo (superficie de barrido 39.08 um). Se observan células rojas (e) y un Leucocito (L)
con su nucleo lobulado (nu).

Figura 1B. Figura 1A con cuadricula para calcular los diametros de las células.



También fue posible obtener la imagen de una proyeccion tridimensional
parcial de la figura anterior, en la que se pueden apreciar los relieves
topograficos con gran detalle, asi como la textura de las superficies celulares y
del nucleo de la célula de
mayor diametro (Figura 1C). La zona de barrido es la misma (39.08 um) y la

dimension vertical (eje Z) es de 4456 nanometros por division.

1 Instruments Nan

Figura 1C. Proyeccién tridimensional parcial de la figura 1A, en la que se
indica el angulo de observacion, la escala de los ejes X y Y (10 pm/division),
asi como la de la dimension vertical del eje Z (4,456.32 nm/division).



Ademas se obtuvo una imagen del perfil tridimensional con una
inclinacion de 90°, lo cual nos da una mayor perspectiva del eje Z (Figura 1D).
En esta visualizacion se aprecian con mayor claridad el perfil, los relieves en
forma de crestas y valles y la mayor altura de los posibles eritrocitos en relacion

a la célula blanca.

Engage

view angle

I‘v light angle

10,000 um/div
7 4456,320 nm/div

Figura 1D. Perfil tridimensional de la figura 1A, con un angulo de inclinacion de 90°.

En una zona de barrido menor (de 21.72 um), se puede apreciar una
proyeccion bidimensional con mas detalle de la célula blanca, en la que se
puede observar con claridad un nucleo lobulado, pudiendo inferir la altura
aproximada del mismo con respecto del citoplasma por la coloracion, ya que
las éareas brillantes estdn mas elevadas en relacion a la superficie del
portaobjetos, como lo muestra la escala en la imagen que va de 0.0 nm a

4456.3 nm (Figura 2A).



sangre-t.025

Figura 2A. Proyeccion bidimensional de un Leucocito a mayor aumento (zona de
barrido de 21.72 um). Los asteriscos sefialan algunos de los I6bulos del nucleo (nu)

Con el proposito de calcular el diametro de la célula, se utilizaron dos
procedimientos: 1) la insercion de una cuadricula de dimensiones conocidas
(Figura 2B) vy, 2) el empleo del software para analisis de imagenes del AFM,
siendo el diametro obtenido de 14.7 pum en el primer caso y de 15.613 pum con
el segundo procedimiento.

También se efectu6 un analisis para obtener el perfil grafico de la célula
blanca que corresponde a la linea contenida entre las dos flechas rojas en la
imagen bidimensional de la misma (Figura 2C). El perfil grafico, ademas de
permitirnos calcular el diametro de la célula, nos revela de manera fina una
sucesion de crestas y valles a lo largo del diametro de la célula en una escala

nanomeétrica.



Didmetro 1.7 pm

Section Analysis

Figura 2B. Se indica el diametro aproximado del Leucocito de la figura 2A (14.7um),
calculado con la insercion de una cuadricula de dimensiones conocidas.

Figura 2C. Perfil grafico de la misma célula (linea blanca entre dos flechas rojas),
indicandose en la tabla del angulo superior derecho el diametro calculado por este
método (15.613 um).




En una proyeccioén tridimensional parcial de la misma figura, se pueden
apreciar la morfologia tridimensional de la célula y la textura de la superficie
celular correspondiente al citoplasma y al nucleo, en el cual se pueden
observar con claridad la topografia de las protuberancias nucleares y puentes
muy finos entre los |6bulos del mismo.

Se evidencia también la diferencia en el tamafio y la morfologia
tridimensional de la célula blanca y las células mas pequefias que se

encuentran a su alrededor (Figura 2D).

Figura 2D. Proyeccion tridimensional parcial de la figura anterior. Se observan con claridad
los I6bulos nucleares (*), puentes muy finos entre los lI6bulos del nicleo (~) y se aprecia con
claridad la diferencia entre la textura del citoplasma y la del ntcleo.



Al obtener un perfil tridimensional de la figura 2D, se aprecian en el eje Z, los
relieves de la célula blanca y las células que la rodean. En la primera se
advierten ademas de las texturas de las superficies celulares, las elevaciones

de los lobulos nucleares sobre la superficie del citoplasma. (Figura 2E).
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Figura 2E. Perfil tridimensional de la figura 2D con una inclinacion de 90° en la que se
observan los Iébulos nucleares sobresaliendo de la superficie del citoplasma y se
aprecia el menor diametro y mayor grosor de los eritrocitos (e) en relacion con la
célula blanca (L).

En una zona de barrido de 13.06 um (Figura 3A) se obtuvo una imagen
bidimensional de una célula blanca rodeada de otras células sanguineas, en la
gue se puede observar lo que parece ser una membrana celular y un nucleo

grande y circular, rodeado de una franja angosta de citoplasma. Las



coloraciones sugieren cierta topografia al destacar la altura de unas zonas
sobre otras.

El perfil grafico de la imagen anterior (Figura 3B) nos muestra en la parte
inferior, una imagen bidimensional de la célula blanca en la que la linea recta
entre las flechas rojas nos indica el diametro celular de 10.66 pm.

En la parte superior de la figura se presenta el perfil grafico (PG) de la
superficie celular correspondiente al diametro de la misma. Este muestra
graficamente los relieves de la superficie celular a escala nanométrica.

Al compararlo con el perfil de la figura 2C, se advierten claramente las
diferencias, ya que en este caso no se observan las elevaciones
correspondientes a los I6bulos nucleares, sino que el ndcleo tiene una

estructura mas “aplanada’.



Seclion Analysis

Figura 3A. Imagen de una célula blanca, rodeada de eritrocitos (e), en la que se
observa un nucleo grande y circular (nu) con su membrana (mn), rodeado de una
franja angosta de citoplasma (c) y lo que parece ser la membrana celular (mc).
Figura 3B. Perfil grafico (PG) de la figura 3A en el que se indica el diametro del
linfocito (10.66 pm) cuyos limites se senalan con dos flechas rojas



En una proyeccion tridimensional parcial de la misma célula se pueden
apreciar un nucleo mas o menos circular desplazado hacia un extremo, con
una textura que muestra pequeiios relieves y hendiduras. También se distingue
con claridad la membrana nuclear y el citoplasma que presenta una textura
diferente de la del nacleo. La escala en el eje Z es de 3127.6 nm por division

(Figura 3C).
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Figura 3C. Proyeccion tridimensional parcial del linfocito mostrado en la figura 3A, en el
que se puede apreciar el nucleo (nu) desplazado hacia un extremo de la célula, con una
textura que muestra pequenos relieves y hendiduras, asi como la membrana nuclear
(mn). La escala en el eje Z es de 3127.6 nm.



En el perfil tridimensional de la figura anterior se observa la membrana
celular con una dimensidon mayor en el eje Z con respecto del nucleo, lo que da
la apariencia de que este ultimo se encuentra “hundido” en el citoplasma.
También se aprecia un mayor grosor de los elementos celulares que lo rodean.

La escala en el eje Z es la misma (Figura 3D).
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Figura 3D. Perfil tridimensional de la figura anterior. Se aprecia claramente el
nucleo (nu) que parece estar “hundido” en el citoplasma de la célula.



VIl. DISCUSION

En este trabajo se han obtenido imagenes de células sanguineas en
frotis sin tefir con el microscopio de fuerza atomica en modo de contacto, con
el proposito de destacar y corroborar la importancia de la AFM en el campo de
la observacion a escalas micrométricas, analogas y complementarias a las de
la microscopia electronica y otras tecnologias de observacion (Ushiki et al,
1996).

La peculiaridad de este tipo de observacion esta en que se produce
mediante el “tacto” del cual se derivan las imagenes en las que apreciamos con
gran precision y “nitidez” las estructuras celulares a escalas incluso
nanometricas, lo cual nos lleva a apreciar nuevos aspectos y dimensiones de
las estructuras celulares y subcelulares. Esto no deja de tener implicaciones
para las concepciones de observacion en el campo de las ciencias naturales.

Las células sanguineas, han sido bien caracterizadas por medio de la
microscopia optica y la microscopia electronica de transmision o de barrido.

Con el objeto de identificar los tipos de células sanguineas observadas
en este trabajo mediante la AFM, se han comparado con imagenes de estas
mismas células obtenidas con microscopia Optica y electronica. En este caso,
las células visualizadas mediante AFM correspondieron a hematies y a dos

tipos de leucocitos: neutrofilos y linfocitos.



La observacion en microscopia Opticay electronica

Un criterio, utilizado para identificar las células sanguineas en
microscopia optica y electronica es tomando en cuenta el tamafio y la forma.
En este sentido, las células rojas o eritrocitos se han descrito como discos
biconcavos, que en soluciones isotdnicas miden aproximadamente 7.5 um de
diametro, 2.6 um de grosor en la periferia y 0.8 um en el centro. En ciertas
condiciones fisicas se retraen irregularmente mostrando protuberancias en la
superficie, por lo que reciben el nombre de hematies crenados. En cambio, las
células blancas o leucocitos tienen una forma esférica cuando se encuentran
en suspension en la sangre. En el caso particular de los neutrdéfilos o leucocitos
polimorfonucleados tienen diametros entre 12 ym y 16 pm y sus nudcleos estan
constituidos por dos a cinco l6bulos unidos entre si por puentes de cromatina

(Henriquez et al., 2008) (Figura 4A).
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Figura 4A. Micrografia de un frotis sanguineo en la que se muestran tres neutrofilos y
diversos hematies. Cada neutréfilo tiene sélo un nucleo, aunque cuenta con un
numero variable de lébulos. Tinciébn de Giemsa. Gran aumento. (Tomada de

Junqueira,L.C. Y Carneiro, J., 2006)

Los linfocitos pueden ser esféricos o ligeramente ovoides, con un nucleo
grande y redondeado, que ocupa el 90 % de la célula y tienen un diametro de

8 um a 12 um y hasta 18 um de diametro (Henriquez et al., 2008) (Figura 4B).
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Figura 4B. Micrografia de un linfocito y de varios hematies. El nucleo del linfocito es
redondeado y el citoplasma no contiene granulos especificos. Tincion de Giemsa. Gran
aumento. (Tomada de Junqueira,L.C. Y Carneiro, J., 2006)

Las aproximaciones desde la AFM

En las imagenes obtenidas por AFM, se muestran varias posibilidades
de abordar las configuraciones topograficas, los relieves y las texturas desde
diferentes aproximaciones de area de barrido y desde distintas perspectivas
dimensionales.

Al comparar las imagenes bidimensionales obtenidas con AFM en el
area de barrido de 39.08 um (Figuras 1A y 1B), con imagenes de microscopia
Optica de un frotis de sangre (Figura 4A), se pudieron identificar por su forma, a
varios eritrocitos alrededor de un neutréfilo que presenta un nucleo
caracteristico con varios I6bulos. Sin embargo, en el caso de las imagenes de

AFM se obtiene una informacién topogréafica adicional que se infiere por los



cambios en la coloracion, ya que las zonas mas brillantes se encuentran mas
elevadas que las oscuras a escala nanomeétrica. Esto ultimo sugiere diferencias
de caracter topografico en los I6bulos nucleares del neutrofilo.

Se puede advertir también en los eritrocitos, a pesar de que la imagen
es bidimensional, la hendidura circular en el centro caracteristica de su forma
biconcava, asi como las protuberancias en la superficie celular de algunos de
ellos que indica su estado “crenado”.

Otro criterio para identificar a las células sanguineas es su tamafo. En
este caso, el diametro, que es un parametro comunmente utilizado, se calculo
insertando una cuadricula de dimensiones conocidas y por el empleo del
software para analisis de imagenes de AFM. En el caso del neutrofilo de las
figuras 2By 2C, el diametro fue de 14.7 um y 15.6 um respectivamente, que
se encuentra dentro del rango del diametro reportado en la literatura para los
neutrofilos (12-16 pm)

Las imagenes tridimensionales (Figuras 1C y 1D) muestran con
claridad la topografia celular en crestas y valles. Se advierte ademas, el detalle
de las lobulaciones del nucleo del neutrofilo, que sobresalen por encima de la
superficie citoplasmica (Figura 1C).

En lo que se refiere a los eritrocitos la figura 1C, ademas de
proporcionarnos una informacion similar a la obtenida por la microscopia
electronica de barrido (Figura 5), la AFM nos permite incluso hacer mediciones
en el eje Z y analizar con mas detalle las modificaciones morfologicas que
pueden sufrir estas células en diferentes condiciones. En este sentido, se ha
propuesto a la AFM como una herramienta de diagnéstico muy util en el

analisis cuantitativo de estados fisioldgicos o patolégicos asociados a cambios



morfolégicos de los eritrocitos (Lekka et al., 2005), asi como en medicina

forense para el establecimiento del momento de la muerte (Chen and Cai,

2005).
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Figura 5. Electromicrografia de barrido de eritrocitos humanos normales, que
muestra su forma bicéncava. (Tomada de: Blood Cells: An Atlas of Morphology With
Clinical Relevance. G. Gulati and J. Caro, 2007)

En la proyeccién bidimensional de la figura 1A a mayor aumento (area
de barrido de 21.72 um), se corrobora nuevamente que por su forma, tamafio y
la presencia de un ndcleo lobulado se trata de un neutréfilo en el que se
advierte la altura las lobulaciones del nucleo sobre el citoplama por los cambios
en la coloracién (Figura 2A). Esto se aprecia mas claramente en la proyeccién
tridimensional de la figura 2D.

Un aporte de la AFM de gran utilidad para el analisis morfologico de las

células, es la posibilidad de obtener, a partir de una imagen bidimensional,



graficos como el que se presenta en la parte superior de la figura 2C y en la
figura 3B en las que advertimos un analisis cuantitativo del perfil de la
superficie celular y la textura de la misma.

Esto abre nuevas perspectivas para explorar cuantitativamente cambios
morfologicos in situ que pueden estar asociados a diferentes procesos
fisiologicos, al tener la posibilidad de graficar a esta escala zonas de la
superficie celular o secciones de las células para su analisis a escala
nanometrica.

La figura 3A (area de barrido de 13.06 pm) es una proyeccion
bidimensional que nos muestra una célula blanca ovoide que al compararla con
las imagenes de microscopia optica (Figura 4B), se puede identificar como un
linfocito, caracterizado por su nucleo muy grande rodeado por una franja
estrecha de citoplasma. También es posible inferir la topografia por la
coloracioén diferencial.

La figura 3B muestra el perfil grafico de la misma imagen y nos
proporciona la dimension del diametro de la célula, asi como un analisis
nanometrico de la superficie celular. Si se compara con el perfil grafico de la
figura 2C correspondiente al neutrofilo, se pueden advertir las diferencias
cuantitativas, que corresponden a las diferencias topogréaficas de las dos
superficies celulares.

Esto nos lleva a sugerir el analisis de los perfiles graficos de un mismo tipo
celular para buscar una posible caracterizacion de este ultimo, ya que los
analisis graficos de las texturas topograficas en una escala nanométrica

pudieran ser especificas de cada tipo celular.



Por otro lado seria deseable buscar una correlacion entre los perfiles
graficos de un area de superficie o de una seccion celular y ciertos procesos
celulares como por ejemplo en las zonas y secciones correspondientes al
nucleo con la condensacion de la cromatina.

Otro aspecto a considerar es que este trabajo se propuso estudiar
basicamente las superficies celulares, es decir sobre la membrana, sin
embargo, los trabajos que se realicen sobre la superficies de los cortes o
secciones internas del material celular deberan ofrecer nueva informacion que
se correlacione y en su caso pueda corresponderse con la obtenida en los
estudios de las superficies de las membranas celulares.

Es oportuno hacer resaltar que ante la peculiaridad de este tipo de
observacion “microscoépica” que nos amplia el espectro observacional, pues
nos muestra imagenes, que “vemos” como resultado de un tipo de
interacciones propias del “rastreo”, enriquece la misma idea de observacion
cientifica (particularmente en el campo de biologia) al mismo tiempo que la
problematiza mas, al mostrar que los “datos” que nos “proporcionan” estas
tecnologias estan inherentemente relacionados con sus condiciones de

implementacion tedrica y técnica.



VIIl. CONCLUSIONES

Estos resultados corroboran la utilidad de la informacion obtenida por
medio de la AFM para elaborar parametros a escala nanométrica, que pudieran
utilizarse en la caracterizacion morfolégica de tipos celulares. Ademas, los
datos también sugieren que un analisis nanométrico especifico de las texturas
topograficas las superficies celulares y en particular de las nucleares de los
leucocitos serian indicadores de algunos procesos celulares. Un caso seria el
de la superficie nuclear y las formas de la compactacion de la cromatina.

Se propone el analisis de otros tipos de células sanguineas que con el
fin de elaborar un atlas, que puediera ser utilizado con fines de diagndstico de

cada tipo celular.
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