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Resumen

Se construy6 una pinza Optica infrarroja para el estudio de moléculas indivi-
duales. Una vez construida y calibrada la pinza, se hizo un ensayo molecular para
medir las propiedades elasticas de una molécula de ADN de doble cadena. Para una
concentracion de iones de [Na™'] = 100 mM medimos una longitud de contorno de
L. = (1103+21) nm y una longitud de persistencia de L, = (494+10) nm. Los valores
obtenidos son consistentes con los valores reportados en la literatura, esto demuestra
que nuestro instrumento es totalmente funcional. La motivacién para construir este
instrumento fue contar con una herramienta que nos permitira estudiar una amplia
variedad de sistemas biologicos, incluyendo motores molecular, enzimas, polimeros
bioldgicos.

Abstract

We have built an optical tweezers apparatus for single-molecule studies. After the
tweezers were built and calibrated, we measured the elastic properties of a double-
stranded DNA molecule. For an ion strength [Na™'] = 100 mM, we measured a
contour length L. = (1103 = 21) nm and a persistence length L, = (49 % 10)
nm. These values are consistent with previous reports, this demonstrates that our
instrument is fully functional. Our main interest in building this instrument is to
have a tool that will allow us to study a wide variety of biological systems, including
molecular motor, enzymes, biological polimers.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. El descubrimiento de Ashkin

En su famosa platica de 1959 “There’s plenty of room at the bottom” Richard
Feynman hizo notar que las leyes de la fisica no impiden la manipulacion de objetos
a escalas nanoscopicas, incluso &tomo por dtomo, la tinica limitante es la tecnologia
necesaria para lograrlo |1]. Feynman sin saberlo no solo dio un vistazo al futuro,
también viajo hacia el interior de las células de todo ser vivo. Dentro de las células,
las nanomaquinas que se imaginaba Feynman existen y son proteinas de entre 5 y
10 nm capaces de convertir la energia quimica en trabajo, fuerza y/o torque.

Solo 10 anos después, Arthur Ashkin encontr6 parte de la tecnologia faltante a
la cual se referfa Feynmann, y que en 1986 daria lugar a lo que hoy conocemos como
pinzas opticas.

Una pinza oOptica consiste en un laser enfocado (por medio de una lente) que
atrapa en 3 dimensiones una particula cuyo didmetro puede ir desde unas cuantas
micras hasta decenas de nan6metros. La particula queda atrapada porque experi-
menta una fuerza restitutiva que apunta en la direccién de enfocamiento de la luz,
similar a la fuerza que experimenta una masa unida a un resorte, y al igual que en un
resorte la fuerza que ejerce la luz sobre una esfera es proporcional al desplazamiento
de la esfera (x,y, z) respecto su posicion de equilibrio (xg, yo, 20). La fuerza restitu-
tiva en una pinza Optica surge de la conservacion del momento lineal total, como se
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explicard mas adelante. Esta relacion lineal entre fuerzas y desplazamientos permite
usar las pinzas 6pticas como un transductor de fuerza del orden de pN. Ademas, las
pinzas Opticas permiten medir desplazamientos de nanémetros y manipular objetos
micrométricos.

La historia de las pinzas Opticas comenz6 en 1970 cuando Ashkin se propuso
medir la presién de radiacién que la luz de un laser produce sobre una particula
microscopica. Lo que encontré fue que las particulas no solo eran empujadas por
la luz, también eran guiadas manteniéndose siempre sobre el eje de propagacion
del haz. Usando dos haces contrapropagantes, Ashkin logré confinar una particula,
anulando entre si la fuerza que cada haz ejercia en la direccion de propagacion de la
luz [2].

Un afio mas tarde, Ashkin hizo levitar particulas dieléctricas en el vacio, colo-
cando un haz laser propagéndose en sentido inverso a la fuerza de la gravedad. La
particula quedaba confinada cuando la fuerza o6ptica y la de gravedad se igualaban
[3]. En 1986 Ashkin publico el primer atrapamiento de particulas dieléctricas en 3D
utilizando solamente un haz Gaussiano fuertemente enfocado; la primer pinza éptica

[4].

El impacto del descubrimiento de Ashkin en la ciencia moderna queda de man-
ifiesto con dos ejemplos concretos: 1) El principio de confinamiento por medio de
la luz también es aplicable en dtomos y moléculas. Usando haces sintonizados por
debajo de la frecuencia de resonancia se puede bajar la temperatura de los &ato-
mos hasta cientos de microkelvin. Estas técnicas de stuper enfriamiento ayudaron a
obtener el primer condensado de Bose-Einstein, motivo por el cual cual Carl Wie-
man, Eric Cornell y Wolfgang Ketterle recibieron el premio Nobel de fisica en 1997
[5]. 2) En la biologia, las pinzas oOpticas de luz Infra-Roja (IR) permiten manipu-
lar células, organelos celulares y virus SIN danarlos. También se pueden manipular
macromoléculas y proteinas, con la ventaja de poder estudiarlas in singulo, es decir,
estudiar la dinamica en tiempo real de una sola macro molécula o proteina a la vez

16].



1.2. LAS PINZAS OPTICAS EN LA BIOLOGIA 3

1.2. Las Pinzas Opticas en la Biologia

Las fuerzas que una pinza oOptica puede ejercer son del orden de decenas de pN.
En el mundo macroscopico estas fuerzas son despreciables, no asi para una macro-
molécula, organelo o célula. Estas fuerzas son suficientes para detener el avance de
un esperma, el transporte de vesiculas dentro de una célula o para estirar macro-
moléculas como el ADN (Acido DesoxirriboNucleico) o el ARN (Acido RiboNucleico)

[7]-

Por otra parte, el agua tienen una ventana de no absorciéon en el IR, y dado que
los seres vivos estan compuesto en un ~ 70% de agua, se puede utilizar un laser
de esta longitud de onda para micro-manipular células sin dafiarlas [8|. Aplicando
esta técnica a estudios in vivo se ha logrado estirar la membrana celular de una
planta [9], se han manipulado cromosomas [10] y reubicado organelos dentro de la
células [11], juntando las pinzas 6pticas con un haz pulsado ultra violeta (UV) se
han realizado microcirugias para fusionar dos células [12].

Las pinzas oOpticas también pueden se utilizadas in wvitro. Usando a las pin-
zas como transductores de fuerza se ha podido medir la fuerza producida por al-
gunos motores moleculares, como la cinesina que transporta vesiculas a lo largo del
citoesqueleto [13|. También se ha logrado una caracterizaciéon mecéanica del ADN de
doble cadena |14] y de cadena sencilla |15].

El aporte mas importante de las pinzas Opticas a la biologia molecular es en el
estudio de moléculas individuales. La importancia de los estudios individuales
es que arrojan informacion que seria imposible de obtener usando técnicas que con-
sideran muchas moléculas al mismo tiempo (ensambles). Por ejemplo: Si se quiere
estudiar la dinamica de una molécula utilizando un ensamble primero es necesario
sincronizarlo, lo cual es una tarea dificil, pero aun cuando esto se logre no es posible
medir su dindmica , ya que las moléculas se encuentran inmersas en un bano térmico
el cual hara que cada molécula del ensamble siga una trayectoria diferente, haciendo
que el ensamble pierda su coherencia inicial.

Otra desventaja que presenta el estudio de un ensamble es la perdida de infor-
macion, ya sea de trayectorias poco frecuentes, o de los estados transitorios, o bien
la incorrecta interpretaciéon de una mediciéon promedio en el caso de una poblacion
multimodal, es decir, si una molécula es capaz de poblar dos estados diferentes y
nosotros solo tomamos el promedio del ensamble la informacién que obtendremos
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es que la molécula se encuentra solo en un estado cuyo valor es el promedio de los
estados.

La solucion a estos problemas es medir la dindmica de las moléculas in singulo.
Actualmente existen dos metodologias a seguir:

1. Métodos de manipulacion, donde la molécula de interés se une a una sonda
y es manipulada por un campo externo. Las pinzas Opticas son un ejemplo
de este caso. También existen ensayos donde se usan campos magnético o el
cantilever de un microscopio de fuerza atémica [16] [18].

2. Métodos de deteccidon, donde la molécula de interés es marcada con una o
varias etiquetas fluorescentes, por ejemplo en el método de Transferencia de
energia por resonancia de Forster (FRET) [17].

Gracias a estudios in singulo que usan pinzas 6pticas, podemos medir el paisaje
energético sobre el cual un molécula de ARN se pliega [19], y hoy sabemos que el
ARN es mas estable por regiones, a diferencia de las proteinas que son globalmente
estables.

A nivel mundial el interés por hacer estudios de moléculas individuales ha crecido
considerablemente. De la fundacion de este campo, a principios de los 90’s, al 2007 ya
habia alrededor de 1700 articulos relacionados en la Web of Science [6]. En México,
el laboratorio del Dr. Braulio Gutiérrez es el primer laboratorio para el estudio de
moléculas individuales con pinzas 6pticas.

1.3. Motivacidon

Este trabajar surgié por la necesidad de tener un sistema de pinzas Opticas
para estudiar, entre otros fenémenos biologicos, la cooperatividad de la cinesina
monomérica y los cambios conformacionales de las proteinas receptoras de luz en
hongos.



1.4. OBJETIVOS 3

1.4. Objetivos

1. Construir y caracterizar la primer pinza optica para el estudio de macro
moléculas individuales en México.

2. Reproducir los resultados ya publicados de la manipulacion de una molécula
de ADN. Esto nos permitira asegurarnos que la caracterizacion de la trampa
es correcta.

En la primera parte de esta tesis se da una descripcion teérica del principio por
el cual funciona una pinza 6ptica y los métodos para calibrarla, asi como los detalles
técnicos para su construccién y los resultados que se obtuvieron de la calibracion
experimental.

En la segunda parte se presentan mediciones de las propiedades elasticas de una
molécula de ADN de doble cadena y de tamano conocido, para comparar los resul-
tados obtenidos con los ya publicados en la literatura y verificar que las mediciones
que hacemos con la pinza 6ptica son correctas.
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Capitulo 2

Principios fisicos de una pinza optica

En 1873 James Clerk Maxwell mostro6 tedricamente que la luz era capaz de ejercer
fuerza sobre un objeto a través de la presion de radiacion. Sin embargo la medicion
experimental de esta fuerza se logré casi un siglo después.

El problema técnico que impedia medir el efecto de la presion de radiacion es que
para escalas macroscopicas la presion de radiacion ejerce una fuerza muy pequena en
comparacion con la que ejerce, por ejemplo, la gravedad. Sin embargo estas fuerzas
debidas a la luz se pueden apreciar en la escala correcta, por ejemplo, un laser de
argon débilmente enfocado y con una potencia de 1 W ejerce sobre una esfera de
0.5 um de radio y con una densidad de 1 gm/cm?® una fuerza 5 6rdenes de magnitud
mayor a la fuerza que la gravedad ejerce sobre ella [2].

Que la luz pueda ejercer fuerza se debe a que porta momento lineal, y que al
interaccionar con la materia, la luz puede ser absorbida, reflejada o transmitida
cambiando su momento. Puesto que el momento total debe conservarse, el material
recula en la direccién contraria al cambio de momento de la luz.

La fuerza ejercida por la presion de radiacion fue lo que Ashkin observé en 1970,
al ver que las esferas eran empujadas en la direccion de propagacion del haz, pero
también observd que hay fuerzas o6pticas que se asocian al gradiente de intensidad
del haz. A la primera se le llama fuerza de esparcimiento y a la segunda fuerza
de gradiente.
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Nm

Fuerzas e=Mm Fuerza de
ter mICi’:IS i gradiente

0
ves Nm>Ne
— ()

Fuerza de
7 esparcimiento

Figura 2.1: Posiciéon de equilibrio de una esfera en solucion atrapada por
una pinza 6ptica A) Vemos los tres tipos de fuerzas que deben de ser compensadas
para que la esfera permanezca en su posicion de equilibrio cerca del foco. B) Diferentes
posiciones de equilibrio dependiendo del indice de refraccion de la esfera y del medio
en el que estd inmersa.

Para el caso de una esfera atrapada por una pinza éptica e inmersa en un fluido
(para estudios biologicos siempre tendremos esta situacion), ademés de la fuerza de
gradiente y la fuerza de esparcimiento, la esfera siente una fuerza estocéstica debido
al golpe de las moléculas que conforman el medio en el que esta inmersa, produciendo
el movimiento Browniano. Para tener una trampa estable en 3D utilizando solo la
fuerza optica de un haz enfocado, es necesario que la fuerza de gradiente compense
a la fuerza de esparcimiento que empujan a la particula hacia adelante, y que la
difusién debida al movimiento Browniano pueda reducirse. La compensacion de las
fuerzas a lo largo de la direccion de propagacion del haz Z se da pasando el foco
(Figura 2.1A).

La ubicacion de la particula dependera del indice de refraccion de la esfera y del
fluido. Si el indice de refracciéon de la particula es mayor que el del fluido, entonces
la particula va a ser atraida a los maximos de intensidad, y por el contrario, si la
particula tiene un indice de refraccion menor que el del fluido, entonces la particula
va a ser repelida de los méximos y se colocara en los minimos de intensidad (Figura
2.1B).

Aunque en general una pinza 6ptica puede ser usada para atrapar objetos con
formas diversas, en este trabajo solo se trata el caso de particulas esféricas.
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La descripcion teodrica de estas fuerzas depende del tamano de la particula esférica
con radio r en relacion con la longitud de onda de la luz incidente A. Se hace
distincion entre tres regimenes: 1) El régimen de Rayos ( A < r), en el que se utiliza
Optica geométrica, considerando que la luz del laser estd formada por un conjunto
de rayos; 2) El régimen de Rayleigh ( A > r), en el que la particula es tratada como
un dipolo eléctrico que interactia con el campo eléctrico de la luz; 3) El régimen
Lorenz-Mie (A ~ r); el célculo de la fuerza optica en este régimen resulta complicado
y no se tratard en este trabajo.

2.1. Régimen de rayos

Cuando r > 5\ se usa la 6ptica geométrica para para explicar el origen de las
fuerzas en una pinza oOptica [21]. En la optica geométrica el haz es un conjunto
de rayos, y se puede relacionar la intensidad del rayo con el nimero de fotones por
unidad de tiempo que viajan en la direccion de cada rayo. Cuando la luz es absorbida
transfiere todo su momento a la esfera, empujandola en la direccion de propagacion
del haz. Si cada foton absorbido porta un momento igual a h/\ entonces la fuerza
que siente la esfera es igual a [22]

S=-"p§ (2.1)

donde N es el numero de fotones por segundo que son absorbidos, P es la potencia del
haz y esta dada por P = NE (siendo E la energia de cada foton), v,, es la velocidad
de la luz en el fluido que esta inmersa la esfera, n, es el indice de refraccion del fluido
en el que esta la esfera, v es la frecuencia de la luz y S es la direccion del vector de
Poynting. Esta fuerza que apunta en la direccion de propagacion del haz es la fuerza
de esparcimiento.

Por otra parte, la fuerza de gradiente es debida al cambio de direccion de la luz
al atravesar la esfera. En general las esferas que se utilizan son transparentes, de
modo que la probabilidad de que un fotén sea transmitido es mucho mayor a la
probabilidad de ser reflejado, y podemos trazar el cambio de direccién de un rayo al
cambiar del fluido a la esfera. A continuacion se da una descripcion cualitativa de la
fuerza de gradiente por medio del trazado de rayos para el caso en el que el indice
de refracciéon de la esfera n,. es mayor al indice de refraccion del fluido en el que esta
la esfera n,,. Una descripcion cuantitativa se puede consultar en la Referencia [23].
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Figura 2.2: Fuerzas de gradiente para el régimen de rayos Por medio del
trazado de rayos vemos como el cambio en la direccién de propagacién de la luz produce
un cambio de momento que la esfera compensa desplazandose siempre en la direccién
del foco para el caso en el que n > n,,. A) Si un rayo incide sobre la esfera formando
un angulo « al salir de la esfera habra cambiado de direccién, formando un angulo
€ entre la direccion original del haz y la direccién con la que sale de la esfera. Este
cambio en la direccién implica un cambio de momento de la luz. B) Si dos rayos de igual
intensidad inciden simétricamente sobre una esfera no habra cambio de momento total
de la luz.C)Si dos rayos inciden simétricamente, pero no tienen la misma intensidad
entonces la esfera sentiré una fuerza de restitucién que centra la esfera respecto al rayo
mas intenso. D) Si el haz se enfoca entonces también habra una fuerza de restitucion
en la direccién axial, que llevara el centro de la esfera al punto de enfocamiento del
haz.
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Un rayo que es transmitido cambia su direccion siguiendo la ley de Snell, este
rayo sale de la esfera con una direcciéon diferente a la inicial. Este cambio en la
direccion de propagacion del rayo se traduce en un cambio de momento de la luz,
que la esfera compensa adquiriendo un momento en la direccién contraria, de forma
tal que el momento total se conserve (Figura 2.2A).

La fuerza que sentird la esfera dependera del numero de fotones por unidad de
tiempo que transfieren momento a la esfera. Para el caso de dos rayos paralelos
de igual intensidad que inciden sobre la esfera con el mismo angulo de entrada el
momento total se conserva y no hay transferencia de momento a la esfera (Figura
2.2B). Esta situaciéon cambia si los rayos tienen una intensidad diferente. En este
caso el rayo mas intenso transfiere mas momento por unidad de tiempo a la esfera,
haciendo que la esfera sienta una fuerza neta que la centra respecto al rayo mas
intenso, podemos generalizar el caso de dos rayos a lo que ocurre con un haz. Una
haz de luz esta compuesto por un conjunto de rayos, si los rayos que componen al
haz tienen diferentes intensidades entonces la esfera sentira una fuerza de restitucion
en el plano transversal del haz que centrara a la esfera respecto al rayo mas intenso.
Esta distribucion en la intensidad de los rayos esta presente en un haz laser con un
perfil Gaussiano, que es la fuente de luz que por lo general se usa para construir una
pinza optica (Figura 2.2C), y la fuerza de restitucion siempre apunta al centro de la
distribucion.

Para tener una pinza Optica es necesario atrapar tanto en el plano transversal
como en la direccion axial. Esto tltimo se logra enfocando el laser; para un haz
enfocado la posicién de equilibrio de una esfera zg en la direccién axial se encuentra
aproximadamente en el foco.

Usando 6ptica geométrica vemos que si el centro de la esfera coincide con el foco
del haz, entonces todos los rayos pasan por el centro de la esfera, de modo que el
angulo formado entre cualquier rayo y la normal a la superficie es cero. En este caso
la luz no cambia de direccién y no hay transferencia de momento a la esfera, de modo
que no experimenta ninguna fuerza y permanece en esa posicion zy. Ahora bien, si el
foco se encuentra por debajo o por arriba del centro de la esfera, la fuerza (producto
de la conservacion del momento) apuntara en la direccion del foco ejerciendo una
fuerza de restituciéon en la direcciéon axial, que vuelve a colocar el centro de la esfera
en el foco del haz (Figura 2.2D).

Para el caso presentado aqui donde ne > n,, la combinacién del gradiente
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transversal de intensidad del haz sumado al gradiente axial que se logra enfocandolo
hacen que la esfera experimente una fuerza de restitucion en la direccién de maxima
intensidad (tanto radial como axial).

2.2. Régimen de Rayleigh

Como ya se ha mencionado, para el caso de esferas dieléctricas donde r < A
podemos modelar las esferas como dipolos eléctricos, ya que una particula dieléctrica
al estar sometida a un campo eléctrico externo se polariza. El momento dipolar
inducido p' en un medio isotropico, como la esfera, se relaciona linealmente con el
campo externo aplicado E

p=aE (2.2)

donde « es la polarizabilidad del material. La explicacion fisica del funcionamiento
de una pinza 6ptica en este régimen se basa en la interaccién de este dipolo inducido
p con el campo eléctrico de la luz.

En el régimen de Rayleigh la fuerza de esparcimiento se asocia con la absorcion de
la luz y con la potencia radiada por un dipolo inmerso en un campo electromagnético.
Ambas contribuciones apuntan en la direccion del vector de Poynting empujando a
la esfera en la direcciéon del haz.

En general, en una pinza éptica se trabaja con esferas practicamente transpar-
entes, por lo que la contribucién por absorcion resulta mucho menor a la contribucion
por radiacién del dipolo y por lo tanto la consideraremos despreciable. Un tratamien-
to que incluye la contribucion por absorcion se puede consultar en la Referencia [23].

La fuerza de esparcimiento es proporcional a la potencia P radiada por el dipolo
y apunta en la direccion del vector de Poynting S

— nmP ~
Fesparcimiento = S.

(2.3)

La potencia promediada en el tiempo radiada por el dipolo inducido en la esfera
debido a la presencia del campo electromagnético de la luz esta dada por [23]

83
= ——u«
3\t

(W)IIS] (2.4)
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donde €y es la permitividad del vacio en el !, ||S| es la magnitud del vector de
Poynting y « la polarizabilidad de la esfera (mostrada mas adelante en la Ecuacion
2.11 2. Tomando el promedio temporal de la potencia y usando que (||S]|) = I,
siendo I la intensidad ® tenemos que:

~ Ny ST A
<Fesparcimient0> = 73)\46(2) 042]5’. (25)

Esta fuerza proporcional a la intensidad es la fuerza de esparcimiento [4].

La fuerza de gradiente aparece debido a la interaccion del campo eléctrico con el
dipolo inducido en la esfera (Ecuacion 2.2). Este dipolo interacciona a su vez con el
campo externo, produciendo una fuerza sobre la particula dieléctrica igual a menos
el gradiente de la energia de interaccion [20]:

F=-V(-p-E) (2.6)
usando la relacion entre el dipolo y el campo de la Ecuacion 2.2 tenemos

F = V(aFEB)

= aV(E-E)
= aVE> (2.7)

Esta seria la fuerza instantianea que siente la particula dieléctrica, pero la fuerza
que se mide en una pinza Optica es el promedio temporal de esta fuerza, ya que el
campo eléctrico externo es el de la luz, el cual oscila a 10'* — 10'® Hz. Al tomar el
promedio temporal del campo eléctrico * en la Ecuacion 2.7 tenemos que:

(F) = %VEg (2.8)

Por otra parte, la relacién entre el campo eléctrico y la intensidad de la luz esta
dada por
€pC
=2
2
'En el presente trabajo se usaré siempre el Sistema Internacional de unidades
2Esta es la potencia radiada por un dipolo en el vacio, de modo que tenemos que tomar la
Ecuacién 2.11 para una esfera en el vacio, lo tinico que se modifica es que €, es ahora €.
3 Actualmente la tendencia es llamar al término I irradiancia [34], pero en este trabajo usare el
término intensidad.
1Si suponemos que el campo es una onda arménica entonces (VE?) = (VEZ cos?(wot)), v el
promedio temporal del coseno es igual a 1/2 [34].

12o]” (2.9)
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donde €q es la constante dieléctrica del vacio. Sustituyendo 2.9 en 2.8 tenemos que

—

Q@

<Fgradiente> = —VI (210)
€pC

Esta es la expresion para la fuerza de gradiente, esta fuerza es proporcional al gradi-

ente de la intensidad, de modo que si iluminamos con un haz de intensidad uniforme

esta fuerza se hara cero, y solo tendremos fuerza de esparcimiento.

Para completar nuestro analisis es necesario determinar la polarizabilidad «
del material dieléctrico. La relacion de Clausius-Mossotti relaciona la permitividad
dieléctrica relativa €., entre la esfera y el medio en el que esta inmersa €, = €./¢,,,
con la polarizabilidad a de los a&tomos y moléculas que constituyen la esfera.

a = 4mpplefe —m (2.11)
€ €0 + 2€,,
donde €, es la permitividad del medio (en nuestro caso, recordemos que el medio
es un fluido), €, es la permitividad de la esfera y r es el radio de la esfera. Podemos
reescribir esta relacion en términos del indice de refracciéon de un dieléctrico usando
la definicién del indice de refraccion:

2
n2:(c) -t~ (2.12)

Ven el material €ollo €0 €0

donde gy v €y es la permeabilidad magnética y eléctrica del vacio, pu, es la perme-
abilidad magnética relativa entre el material y el vacio y que para la mayoria de los
materiales es muy cercana a uno y € es la permitividad eléctrica del material que
nos interese, en nuestro caso seria el material de la esfera o el material del medio en
el que esta inmersa la esfera.

Reescribiendo la polarizablidad « en términos del indice de refraccion en la
Ecuaciéon 2.10 tenemos que:

= 4rin2, (,?yi)z —1
(Fyradiente) = — (T)Q n QVI (2.13)

donde n,, es el indice de refraccion del medio en el que estéa la esfera y n,. es el indice
de refraccion de la esfera.

De la relacion 2.13 vemos que <ﬁgmdiente>, ademas de depender del gradiente de
intensidad, dependerd de la relaciéon entre los indices de refraccion. De tal forma
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que si n, > n,, la esfera sentird una fuerza de restitucion en la direcciéon de maxima
intensidad, pero si n. < n,, entonces la fuerza estara dirigida en sentido contrario,
alejando a la esfera de los maximos de intensidad y ubicandola en los minimos de
intensidad.

Cualquier distribucion de la intensidad puede dar lugar a una fuerza de es-
parcimiento y a una fuerza de gradiente, la tnica condicién que debe cumplir es
que el gradiente de la intensidad sea diferente de cero. Aunque la descripcion pre-
sentada hasta aqui no especifica la distribucién de intensidad del haz, una pinza
optica tradicional se construye con un haz laser que emite un modo Gaussiano,
como ya se ha mencionado.

2.3. Modo Gaussiano

Un modo Gaussiano es una soluciéon a la ecuacion escalar de Helmholtz para el
campo eléctrico asociado a la luz, asumiendo que la aproximacion paraxial es valida.
La aproximacion paraxial s6lo sera valida cuando la dependencia de la amplitud del
campo eléctrico en el eje de propagacion Z sea lenta comparada con las variaciones
transversales en la direcciéon X y Y. Aunque esta aproximacion deja de ser valida
para haces fuertemente enfocados como los que necesitamos en una pinza 6ptica, la
aplicaremos para dar una descripcion de la distribucion de intensidad.

La amplitud compleja del campo eléctrico para un haz Gaussiano estd dada por
[23]:

Wo —p’ —kp?
E(X,Y,Z)=E, (w(Z)) exp (wZ(Z))) exp <2R(Z)> exp (19(2)), (2.14)

donde p?* = X2 + Y2, k es el nimero de onda k = 27, Ej es la magnitud del campo
en el centro del haz Ey = ||E(0,0,0)|, w?(Z) es una medida del tamafio del haz y

esta dado por
Z 2
w*(2) = wp (1 + () ) : (2.15)

wy se conoce como la cintura del haz, y es el radio del haz cuando la intensidad en
la coordenada p ha caido exp™2 de su valor en el centro del haz (Figura 2.3), 2y es la
distancia de Rayleigh y depende del tamano de la cintura y de la longitud de onda
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Figura 2.3: Parametros de un haz Gaussiano. Se esquematiza un corte a lo largo
del eje de propagaciéon de un haz gaussiano. Las lineas punteadas en rojo representan
los frentes de onda, la linea roja representa la distribucién de intensidad transversal
del haz, en este caso es una distribucién gaussiana, en azul se muestra como el tamano
del haz w(Z) se aproxima a una recta para valores lejos de la cintura. zp es la distancia
de Rayleigh y wy es la cintura del haz.

g = —2. (2.16)

Fisicamente, zr es la distancia durante la cual el haz no cambia su diametro
significativamente y se mide desde la cintura, zr es la longitud de la region focal
(Figura 2.3). R(Z) es el radio de curvatura del frente de onda, y esta dado por:

R(Z) =7 (1 4 (%>2> , (2.17)

el cual se toma como positivo si el frente de onda diverge y negativo si converge.
Finalmente, ®(Z) es la fase de Guoy y esta dada por:

®(Z) = arctan (Z—ZR) (2.18)

Cada uno de los términos de la ecuaciéon 2.14 corresponde a una propiedad fisica
del haz. El primer término wy/w(Z) atentia el perfil Gaussiano conforme el tamano
del haz aumenta. El segundo término proporciona el perfil de amplitud Gaussiano
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del campo eléctrico en la direccion transversal p. El tercero es un término de fase
que determina a Z como la direccion de propagacion de la onda. El cuarto término
es la fase radial, y nos dice como cambia la fase en el plano transversal debido a
la curvatura del frente de onda y el ultimo término es la fase de Guoy y nos da el
desfasamiento de los frentes de onda de un haz Gaussiano respecto una onda esférica
centrada en la cintura del haz (Z = 0).

Conforme un haz Gaussiano se propaga el radio del haz cambia de tamano. Para
puntos muy alejados de la region focal del haz Z > zp, el radio del haz w(Z) en
funcién de Z es una recta. El angulo 6 que se forma entre esta recta y el eje de
propagacion Z es una medida de la divergencia del haz (Figura 2.3), y para angulos
pequenios f es aproximadamente igual a la pendiente de la recta

hoo o A (2.19)

ZR TWo

La distribucion de intensidad de un haz gaussiano se obtiene elevando al cuadrado
la norma de la expresion 2.14, resultando:

2 9
[ Wo 2/)
2 ’ (w(2)> P <w2(2)> ’ (2.20)
donde ZO = L;OCE’S

Esta expresion es ttil si queremos obtener la expresion final para las fuerzas de
esparcimiento y de gradiente, y también es importante conocer esta expresion si
queremos caracterizar los parametros gaussianos de un haz usando el método de la
navaja. Para la construccion de la pinza es necesario medir la cintura del haz wy y
la distancia zp.

En nuestro caso, realizamos esta caracterizacién midiendo por el método de la
navaja el radio del haz w(Z) a diferentes distancias de la salir de la fibra o6ptica, de
la cual emerge el haz laser que utilizamos para formar le pinza optica.

Esste método consiste en poner una navaja sobre una platina de translaciéon con
resolucion micrométrica y moverla a través del perfil transversal del haz. La potencia
transmitida se mide con un medidor de potencia (Figura 2.4A). Al ir moviendo la
navaja se bloquea parte del haz y el medidor detecta solo la potencia transmitida;
la curva que nosotros obtuvimos usando este método se muestra en la Figura 2.4B.
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Teoricamente, la potencia que llega al detector esta dada por:

o)

P(oo) = [ I(p)dp (2.21)

0

donde I(p) es el perfil de intensidad Gaussiano dado por la Ecuacion 2.20 y py es
la posicion a partir de la cual la navaja no bloquea al haz. Sustituyendo la Ecuacion
2.20 en la Ecuacién 2.21 tenemos

P(po) = Iy (wu(jz)> /p:o exp (10_22(2)) ,dp. (2.22)

A los datos experimentales mostrados en la Figura 2.4B se les ajust6 una funcion
error 7, comparando los pardmetros del ajuste con la ecuacion 2.22 se obtuvo el radio
del haz. Finalmente se midi6 el radio del haz w(Z) a diferentes distancias y se ajusto

la Ecuacion 2.15 a los datos para obtener la cintura wy y la distancia zg. (Figura
2.4C).

2.4. Rigidez de la trampa

Una de las mayores utilidades de una pinza o6ptica es como transductor de fuerzas:
si aplicamos una fuerza externa sobre la esfera atrapada y ésta se desplaza de su
posicion de equilibrio (xg, 3o, 20), entonces en una situacion de equilibrio la trampa
ejercerd una fuerza de restitucion dada por:

F, = _ktrampa,xxv (223)

de forma que el valor de la fuerza externa es igual al valor de la fuerza de restitucion.
El tener una relacion lineal entre fuerzas y desplazamientos permite conocer la fuerza
si conocemos: 1) la posicion de la esfera (z,vy, z) respecto la posicion (zo, o, 20) ¥
2) el valor de la constante kiqmpaz, que puede obtenerse por diferentes métodos.
En particular, aqui se expondran los tres métodos mas usuales:1) El método de
equiparticion de la energia, 2) El método de Stokes y 3) El método del espectro de
potencias.

®Definimos la funcién error Ferror(tg) = /, ZO exp (f - t),dt de modo que del pardmetro f obten-

emos w(Z), w(Z) = \/2/f?
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Figura 2.4: Método de la Navaja A) Desplazamos una navaja a lo largo del perfil
transversal del haz Gaussiano y detectamos la potencia que llega a un foto-detector
en funcion de la posicion de la navaja. B) Graficamos la potencia en funcion de la
posicion de la navaja, a los datos obtenidos de les ajusto una funcién error y de los
parametros ajustados se obtuvo el radio del haz. C) Se midi6 el radio del haz w(Z) a
diferentes distancias respecto al punto de salida del laser. A la grafica obtenida se le
ajusto la relacién 2.15, de donde se obtuvo la distancia zp y wyp.
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Describir la fuerza que ejerce una pinza 6ptica de manera andloga a la fuerza
de restitucion de un resorte es valido para cualquier distribucién de luz, pero solo
para desplazamientos pequenos respecto al punto de equilibrio. Esto debido a que la
esfera se encuentra atrapada en forma estable, es decir se encuentra en un minimo del
potencial y un minimo del potencial puede aproximarse por un potencial armoénico
(como el de un resorte), al menos cerca del punto de equilibrio.

En particular para un haz Gaussiano la region donde la fuerza de restitucion es
lineal con los desplazamientos es mas grande debido a que la fuerza de gradiente, que
es la fuerza que mantiene a la esfera atrapada, depende linealmente de la posicion
cerca del punto de equilibrio. La region donde la fuerza depende linealmente de la
posicién debe ser determinada experimentalmente.

2.4.1. Meétodo de Stokes

Una esfera moviéndose en un fluido laminar viscoso experimenta una fuerza de
friccion dada por la ley de Stokes igual a:

Friccion = Pv = 6mrnu (2.24)

donde [ es la constante de arrastre de Stokes, r es el radio de la esfera, n es la
viscosidad del fluido y v es la velocidad del fluido.

El valor de la constante de Stokes mostrado en 2.24 es valida para flujos lam-
inares, que se dan lejos de las superficies. Cuando la esfera se encuentra a una altura
h de la superficie es necesario hacer la correccion de Faxen [24]:

_ 6mnr
H - B O R

Con una pinza 6ptica se puede emular un flujo si se mueve la muestra a una
velocidad v, este flujo ejercerd una Flyiccion Sobre la esfera atrapada por la pinza
optica, desplazando a la esfera a una nueva posicion. Si la fuerza de restitucion de
la pinza es iguala a la fuerza de friccion

(2.25)

ktrampax = 67) (226)
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entonces la esfera se quedara en la posicion z. Se puede estimar la rigidez de la
trampa si se grafica la nueva posicion x en funcion de la velocidad del fluido. La
pendiente de esta recta serd 8/kirampaz, Sl conocemos /5 podremos conocer Kerampaz-
Aqui se tratd solo con la direccion z, pero lo mismo es valido en la direccion y.

2.4.2. Teorema de Equiparticién de la Energia

El teorema de equiparticién establece que, en equilibrio, la energia del bano
térmico se distribuye uniformemente entre las diferentes contribuciones a la energia
que dependan cuadraticamente de un grado de libertad ¢:

0H
<C]m87> = OmnkBT. (2.27)

n
Donde H es la funciéon hamiltoniana del sistema, kg es la constante de Boltzmann
y T es la temperatura del bano térmico.

La energia potencial de una esfera atrapada en una pinza 6ptica depende cuadrati-
camente de la distancia (z,y, z) respecto la posicion de equilibrio , al igual que un
resorte. Usando el teorema de equiparticion 2.27 podemos obtener la rigidez de la

trampa en la direccion x
kgT
ktrampa,:c = @ (228)
Donde (2?) es la varianza de la posicion. Lo mismo es valido para la direccion y y
z. La ventaja de este método es que no depende explicitamente del coeficiente de

arrastre 3 de la particula.

2.4.3. Espectro de Potencias

En una pinza 6ptica, la fuerza total que siente una esfera de masa m atrapada
es igual a la fuerza restitutiva de la trampa (F, = —ktrampa,®) mas la fuerza de
friccion debido a la viscosidad del medio (—fv) mas la fuerza térmica debido a la
colision de las particulas del medio en el que esta la esfera (F'(t)):

0 Ox
m@ = _ﬁa - ktrampax + F(t) (229)
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Esta ecuacion se conoce como ecuacion de Langevin.

Como la fuerza térmica es una fuerza estocastica solo se puede dar una descrip-
cion estadistica del movimiento. Las propiedades estadisticas del movimiento son
descritas por la funcion de correlacion, la cual a su vez es una solucién a la ecuacion
2.29.

La transformada de Fourier de la funcién de correlacion da como resultado un
espectro de potencias (G,(f)) cuyas unidades son nm?/Hz y con la forma de una
Lorenziana [25].

4kgT 1
G, (f) = Tl ; (2.30)
ktrampa 1+ (%)

Si se puede conocer la posicion de la esfera atrapada en funcion del tiempo x(t),
de esta senal se puede obtener el espectro de potencias y ajustarle una funcion
Lorenziana con la forma general

f2
P+ 13
donde fj es la frecuencia de corte, definida como el punto donde la frecuencia a caido

3dB y A es la amplitud del espectro de potencias a frecuencia cero. Relacionando la
ecuacion 2.30 con la ecuacion 2.31 se tiene que:

Go(f)=A (2.31)

ktrampa

= 2.32

fo= "5 (2:82)
4

A = k5T (2.33)
ktrampa

De cualquiera de estos dos tltimos parametros se puede despejar la rigidez de la
trampa en funciéon de la temperatura de la muestra y el coeficiente de arrastre de
Stokes, este coeficiente debe incluir la correccion de Faxen (Ecuacion 2.25).

La estimacion de ktqmpq usando la frecuencia de corte (Ecuacion 2.32) es el tnico
de los métodos presentados aqui que no depende de la calibraciéon del sistema de
deteccion de la posicion (z,y, z) de la esfera.



Capitulo 3

Construccion de una pinza optica
para estudios in singulo

Como se mencion6 en el capitulo anterior, para tener una pinza 6ptica solo hace
falta enfocar fuertemente un haz de modo que se forme un gradiente en la intensidad.
Por lo general este gradiente se obtiene haciendo pasar la luz del laser por una lente
objetiva que forma parte de un microscopio invertido. En la Figura 3.1 se presenta
un esquema del arreglo experimental que se monté en el laboratorio. Este dispositivo
se basa en el esquema de una pinza optica de la Referencia [24|, y cuenta con un
microscopio invertido (recuadro verde) para enfocar el haz y producir el mayor
gradiente de intensidad posible. Este microscopio invertido cumple dos funciones: la
primera es formar la imagen amplificada del plano de la muestra, y la segunda es
enfocar la luz del laser para formar la pinza 6ptica. Para formar la imagen la luz de
iluminacion de un LED azul pasa por todo el microscopio, es transmitida por los dos
espejos dicroicos ED1 y ED2 y forma la imagen magnificada del plano de la muestra
en la camara CCD. Para la segunda funcion la luz IR (A =1064 nm) del laser
(iPG Photonics, YLR-10-1064-LP) se introduce al camino 6ptico del microscopio
invertido por medio del espejo dicroico ED1 el cual refleja la luz IR y transmite
la luz azul del sistema de iluminacion. La luz del laser es enfocada por el objetivo
(Carl Ziess, Plan-Neofluar, AN=1.3) aumentando el gradiente de intensidad en las
3D, y produciendo el atrapamiento de la esfera en el plano de la muestra. La luz del
laser que atraviesa la muestra es colectada por el condensador (Carl Zeiss, Plan-apo,
AN=1.4) y enviada al sistema de deteccion, que se expondra mas adelante.
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Figura 3.1: Dispositivo Experimental En amarillo se encuentra el sistema de
retroalimentacién para mantener fija la potencia, en verde se muestra el microscopio
invertido compuesto por: el objetivo (O), el condensador (C), la lente de campo (L),
la lente ocular (L,) y como fuente de luz se usa un LED azul. La imagen del plano
de la muestra se observo con una camara de video (CCD). Con las lentes L1 y L2 se
formo un telescopio 1:3.3 y con las lentes L3 y L4 forman un telescopio 1:1. Las lineas
punteadas en azul, rosa y amarillo muestran los tres conjuntos de planos conjugados.
La muestra se monto sobre una platina piezoeléctrica y la platina piezoeléctrica a su
vez esta montada sobre una platina micrométrica manual. Tanto el control de la platina
piezoeléctrica, como el control del Modulador Acusto optico (MAO) y la adquisicion de
la senal del foto-detector de posicion (FDP) se controlan por medio de la computadora.
Los espejos dicroicos ED1 y ED2 separan la trayectoria de la luz azul del LED de
iluminacién y la luz infrarroja del laser. Los cubos polarizadores (CP) junto con las
laminas de onda (A/2) sirven para regular la potencia transmitida. E1 CP3 sirve para
juntar las trayectorias de las dos trampas.
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Con una pinza de este tipo es posible manipular objetos micrométricos, pero
resulta limitado realizar estudios in singulo. Para eso es necesario anadir dos cosas al
microscopio invertido: 1) un sistema para el control dinamico de la posicion (zr,yr)
del laser y la rigidez de la trampa kirampe; 2) una platina piezoeléctrica que permita
mover la muestra con una resoluciéon nanométrica.

El control dindmico de la trampa es util si:

1. Necesitamos mantener la fuerza que se aplica constante. En ese caso es nece-
sario varia la posicion de la trampa (xp,y;) para que la esfera atrapada se
sitie siempre a la misma distancia (x,y) del punto de equilibrio [24];

2. O bien si necesitamos mantener fija la posicion (z,y) del objeto atrapado, en
cuyo caso es necesario modular la rigidez de la trampa variando la potencia
que llega al plano de la muestra.

En el dispositivo de la Figura 3.1 el control dindmico de la trampa esta a cargo de
un Modulador Acusto Optico MAO (Intra Action Corp, DTD-274HA6M)

Por otra parte, contar con una platina piezoeléctrica de alta resoluciéon permite
hacer una calibracion del sistema de deteccion de la posicion (x,y, z) de la esfera
con una resolucion nanométrica. En este caso se utilizé6 una platina piezoeléctrica
(Mad City Labs, Nano-LP100) capaz de moverse 100 gm con resolucion de 1 nm. La
platina piezoeléctrica se encuentra montada sobre una platina micrométrica manual
que permite mover la muestra distancias mayores a 100 pm.

En la muestra se coloca la macro molécula que queremos estudiar, si queremos
estirarla es necesario sujetarla por dos puntos diferentes, existen tres configuraciones
estandar: 1) Sujetar la molécula entre el vidrio de la muestra y una esfera atrapada
en la pinza oOptica, 2) Sujetar la molécula entre dos esferas, una atrapada por la
pinza 6ptica y la otra succionada por una micropipeta, 3) Sujetar la molécula entre
dos esferas cada una atrapada en una pinza 6ptica independiente (Figura 3.2).

En el dispositivo de la Figura 3.1 se ve un segundo brazo del laser, este brazo
también forma una pinza 6ptica en el plano de la muestra, y se coloco6 para tener
la opcion de realizar mediciones con la configuracion mostrada en la Figura 3.2C.
Sobre la segunda trampa no se tiene un control dindmico de la posicion y la potencia
como en la primera, pues no pasa por el MAO.
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Figura 3.2: Diferentes configuraciones para una muestra A) Se puede unir un
extremo de la macro molécula al vidrio de la muestra y el otro extremo a una esfera
atrapada. B) Se puede atar un extremo de la macro molécula a una micropipeta y
el otro extremo a una esfera atrapada.C)Se puede atar la macro molécula entre dos
esferas atrapadas. Una de las trampas es fija mientras que la otra tiene movilidad.

Con esto tenemos un esquema general de los elementos mas importantes que
componen una pinza Optica: el microscopio invertido, la platina piezoeléctrica, un
sistema de deteccion de la posicion (x,y, z) de una esfera atrapada y un sistema
para el control dindmico de la pinza. Para su construccion es necesario seleccionar los
dispositivos 6pticos correctos y colocarlos a las distancias adecuadas. A continuacion
se resumen todos los puntos que se consideraron para la implementaciéon del sistema
de pinzas Opticas mostrado en el Figura 3.1.

3.1. El objetivo de microscopio

En un microscopio una lente objetiva es la encargada de amplificar el objeto,
de ahi su nombre. Un objetivo de microscopio es un juego de lentes que se pueden
caracterizar como una sola lente. El objetivo de microscopio es uno de los elementos
mas importantes en una pinza éptica, pues es el encargado directo de la amplificacion
de la imagen de la muestra y de enfocar el haz del laser. Veamos primero como el
objetivo de microscopio enfoca la luz del ldser.

Un objetivo de microscopio como cualquier lente tiene un plano focal posterior
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Plano focal Plano focal
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Figura 3.3: Planos focales de una lente positiva. El plano anterior de una lente
se define como el punto donde se enfocan los rayos paralelos de luz que llega a la lente
desde 400, y el plano focal posterior se define como el punto donde se enfoca los rayos
paralelos de luz que llega desde —oo. Esta hace que dos haces separados un angulo 6
después de pasar por la lente se encuentran separados una distancia Ax, convirtiendo
rotaciones en traslaciones

y un plano focal anterior, donde concentra la luz de un haz paraxial y paralelo.
De forma andloga, una fuente de luz puntual ubicada en el plano focal de una lente
emerge como un haz paraxial y paralelo [35] (Figura 3.3). De modo que, para enfocar
fuertemente el haz del laser en el plano focal anterior del objetivo (lugar donde se
coloca la muestra), es necesario que al plano focal posterior del objetivo llegue un
haz Gaussiano colimado (haz paraxial y paralelo). Consideraremos que el haz esta
colimado si el radio w(Z) casi no cambia a lo largo del eje de propagacion Z, el valor
de w(Z) se obtiene experimentalmente usando el método de la navaja explicado en
el Capitulo 2.

En el esquema de la Figura 3.3 se esquematiza que todos los rayos que llegan a la
lente son enfocados en un punto, pero esta representacion solo es vélida para el caso
limite de la 6ptica geométrica. En realidad la luz NO puede enfocarse en una area
infinitamente pequena y esta limitacion es importante en una pinza Optica pues,
como se vio en la ecuacion 2.10, la fuerza de gradiente es proporcional al gradiente
de la intensidad, y mientras méas enfocado se encuentre el haz mayor sera esta fuerza.
El limite fisico para la fuerza de gradiente lo impone la difraccion. Que un haz no
pueda enfocarse en una area arbitrariamente pequena, se debe a que la lente que
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enfoca la luz es una apertura circular cuyo patron de difraccion en una funciéon de
Airy [34]. Un haz no puede enfocarse en un area circular cuyo didmetro sea menor
al didmetro del primer disco de Airy (Figura 3.4).

Sin embargo lo que si se puede hacer es tratar de obtener el mayor enfocamiento
posible, dentro del limite impuesto por la difraccion. Para eso se utilizan objetivos
con una apertura numérica (AN) alta, pues el diametro del disco de Airy depende
inversamente de la AN [35]. La apertura numérica es un nimero adimensional que
mide la capacidad de una lente para colectar luz (Figura 3.5).Y se define como:

AN = n,, sené. (3.1)

Aqui n,, es el indice de refraccion del medio en el que se encuentra la fuente de luz y
0 es el angulo formado entre el eje de la lente y el rayo mas inclinado del cono de luz
que la lente puede colectar. Dado que la apertura numérica depende directamente
del angulo 6, es importante asegurar que éste angulo sea el mayor posible y que a
la lente llegan todos los rayos que es capaz de colectar o enfocar.

Para asegurar que se forma el mayor dngulo posible, se utiliza un objetivo de
inmersion, con lo que se reducen el numero de interfases que debe atravesar la luz
mientras se enfoca y por lo tanto la luz se refracta en menos ocasiones, haciendo que
el cono de luz colectada sea mayor. En un microscopio de inmersiéon se coloca una
gota de aceite, con el mismo indice de refraccion que el vidrio, entre el objetivo de
microscopio y la muestra. Al tener que cambiar de medio una sola vez (del vidrio
al medio dentro de la muestra) el cono de luz que converge en el punto focal del
objetivo es mayor que cuando no se tiene la gota de aceite (Figura 3.5).

Como se ve en la Figura 3.5, no llenar la apertura posterior del objetivo también
disminuye la AN efectiva pues a la lente no llegan todos los rayos que es capaz
de enfocar. Por otro lado, si el haz sobrellena demasiado la apertura posterior del
objetivo, entonces se presentan problemas de deriva mecénica pues la luz absorbida
calienta el objetivo de microscopio dilatando las lentes. Lo méas recomendable es que

el tamano del haz sea ligeramente mas grande que la apertura trasera del objetivo
[24].

El tamano del haz se puede modificar usando un telescopio kepleriano. Un tele-
scopio de este tipo se forma colocando un par de lentes positivas o convergentes de
distancia focal f1 y 2, respectivamente, separadas una distancia f1-+f2. El poder de
magnificacion de un telescopio, es decir cuantas veces se aumenta o disminuye el
tamafio del haz esta dado por el cociente f1/f2 (Figura 3.5) [34].
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C r=1.22\ / 2NAobj

Figura 3.4: Limite impuesto por la difracciéon. A) En este diagrama se considera
una onda plana incidiendo sobre una apertura. Cada punto de la apertura funciona
como una fuente puntual de luz, de modo que para llegar al punto P la luz emitida por
el punto A recorre una distancia diferente a la luz que emite el punto B; esta diferencia
de camino 6ptico hace que la luz de A y de B llegue al punto P con diferente fase,
dando lugar a la interferencia. La interferencia de todos los puntos en la abertura,
que funcionan como fuentes puntuales de luz, forman un patrén de difraccion. B) Una
fuente puntal situada a la distancia focal de una lente L1 produce onda planas, que al
pasar por una abertura produciran un patrén de difracciéon de campo lejano. El patron
de difraccién de campo lejano se puede acercar si se coloca una lente L2. Este esquema
es equivalente a tener la luz colimada que llega a la apertura trasera del objetivo y
es difractada por la apertura formando un patron de difracciéon en infinito, pero que
la lente objetiva acerca. C) Se muestra la imagen del patron de difraccion de la luz
al pasar por una apertura circular (Funcion de Airy). La flecha indica el radio del
primer disco de Airy, y el limite impuesto por la difracciéon . Imdgenes tomadas de la
referencia [34]
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Figura 3.5: Apertura Numérica A) El angulo € se forma entre el eje de la lente
y el rayo con mayor inclinacion que puede ser colectado por la lente(linea punteada).
Si se ilumina una lente con un haz de tamafio menor al tamano de la lente, se pierde
apertura numeérica efectiva, pues el el angulo (¢') disminuye (linea continua), B) Un
telescopio de Kepler aumenta el tamano del haz, la magnificacién esta dada por el
cociente entre las distancias focales de las lentes f2/f1 y las lentes estén separadas una
distancia igual a la suma de sus distancias focales f14f2. C) Usar un microscopio de
inmersion disminuye el numero de interfaces que la luz atraviesa antes de enfocarse.
El cono de luz que puede colectar una lente cuando la luz cambia de medio solo una
vez es mayor (derecha linea continua) que cuando debe cambiar de medio dos veces
(derecha linea punteada en verde)
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Luz blanca

Figura 3.6: Aberraciones A) Aberracion cromética. La luz se enfoca en diferentes
puntos dependiendo de su longitud de onda, pues el indice de refracciéon de la lente
depende de . B) Aberracion esférica. La luz se enfoca en diferentes puntos, indepen-
dientemente se su longitud de onda, debido a que los frentes de onda mas alejados del
centro de la lente son refractados en un angulo mayor que los frentes de onda centrados
en la lente.

Para saber qué poder de magnificacion se debe usar, es necesario conocer el
tamano del haz antes del telescopio y el tamano de la apertura trasera del objetivo.
En nuestro caso fue necesario implementar un telescopio 1:3.3; este telescopio esta
formado por las lentes L1 y L2 de la Figura 3.1. En el dispositivo experimental
se muestra un segundo telescopio formado por las lentes L3 y L4; a diferencia del
primer telescopio este ultimo no modifica el tamano del haz (magnificacion 1:1) y su
funcion se explicara méas adelante. Finalmente, para asegurarnos de enviar al plano
focal posterior de la lente un haz colimado y del tamano correcto, se midi6 el tamafio
del haz después del segundo telescopio usando la prueba de la navaja.

El objetivo que se utilizo esta corregido para aberraciones: cromaticas y esféricas
(Figura 3.6). La correccion por aberraciones esféricas es importante para evitar que el
haz se enfoque en diferentes puntos, evitando tener diferentes planos de atrapamiento
a lo largo del eje Z. Otra propiedad importante a considerar cuando se escoge un
objetivo de microscopio es que transmita la A de la luz del laser; en este caso el
objetivo que se uso transmite el 35 % de la luz IR que recibe (valor obtenido de la
hoja de datos del fabricante).
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Figura 3.7: Magnificacién de un objetivo de microscopio corregido a infinito.
A) La magnificacion final de un objetivo corregido a infinito depende de la distancia
focal de referencia (L) y de la distancia focal del objetivo (F). B) El valor final de la
magnificacion se puede medir de la relaciéon entre desplazamientos en el plano de la
muestra y en la imagen de la cdmara. La Mrpy, que se midi6 en la cdmara CCD fue
de 152x

La segunda funcién del microscopio es producir una imagen magnificada del plano
de la muestra. En un objetivo de microscopio corregido a infinito como el que se
utilizo, la magnificacion del objetivo es el cociente entre la longitud focal de referencia
(L) y la distancia focal (F) del objetivo (Figura 3.7A) [36]. En el dispositivo (Figura
3.1) lalente L, acerca la imagen desde infinito y la forma en el plano focal de la lente,
donde se coloca la camara CCD. El fabricante especifica que para una distancia L
= 165 mm (usando una lente L, de distancia focal =165 mm) la magnificacion
es de 100x. Para una distancia . = 200 mm la magnificacion esperada serd de
M = L/F = 200/1,65 = 121. Esta relacién da una estimacion de las veces que se
magnifica la muestra, pero lo mejor es hacer una medicion directa de la magnificacion
total.

Para medir la magnificacién total se relaciona un desplazamiento del objeto en el
plano de la muestra con el desplazamiento de ese objeto en la imagen de la cAmara. El
desplazamiento en la imagen de la cAmara se mide en pixeles, por lo que es necesario
conocer la equivalencia entre pixeles y distancias. Esta equivalencia se obtiene del
tamano de la seccion de deteccion de la cdmara y el numero de pixeles que tiene
(Figura 3.7B).
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Figura 3.8: Condensador La luz al cambiar de un medio con indice de refraccién
alto a uno bajo puede sufrir reflexién total interna si el &ngulo de incidencia es mayor
al 4ngulo critico dado por la ley de Snell 8, = sen™! npcidencia/Mransmisin- Si NO se
coloca el aceite de inmersién los rayos que inciden con un &dngulo mayor al angulo
critico no son transmitidos. Figura tomada de la referencia [36].

3.2. EIl condensador

El condensador es el otro elemento del microscopio invertido que cumple dos
funciones. La primera es colectar toda la luz del laser que atraviesa la muestra para
después enviarla a un sistema de deteccion de la posicion (z,y, z) de la esfera. Como
el condensador debe colectar la luz del laser que pasa por la muestra es necesario
que tenga una A.N. similar a la del objetivo, pues si no se perdera la informacion
de los rayos del laser mas inclinados que no puedan ser colectados. En el caso del
condensador también debemos asegurarnos de aprovechar toda la A.N. de la lente.
Al igual que con el objetivo de microscopio se utiliz6 un condensador de inmersion,
pero en este caso lo que se evita al colocar una gota de aceite de inmersion entre
el condensador y la parte superior de la muestra, es la reflexion total interna de los
rayos que inciden con un angulo mayor al angulo critico, dado por la ley de Snell
(Figura 3.8).

La segunda funcién del condensador es producir un campo de iluminaciéon bril-
lante y homogéneo para poder observar la muestra, esto se logra cuando el conden-
sador cumple la condicion de Koheler.
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Figura 3.9: Iluminaciéon de K&hler En la iluminacién de Kohler hay dos conjuntos
de planos conjugados, un conjunto para la formaciéon de la imagen y otra para la
iluminacion de la muestra. Imagen tomara de la Referencia [21]

3.3. Sistema de iluminaciéon de Kohler

El sistema de iluminacién de Koéhler busca tener en el plano de la muestra una
iluminaciéon homogénea y brillante. Para tener un sistema de iluminacion de Kohler
el condensador, el objetivo, la lente de campo y la lente ocular deben colocarse
en planos especificos, que se dividen en dos juegos de planos conjugados: Planos
conjugados que forman la imagen y planos conjugados de iluminacién [35]. Los planos
que se deben de conjugar para tener una iluminaciéon de Kohler se esquematiza en
la Figura 3.9.

Dos planos P, y P, son conjugados si la imagen de una fuente de luz en P; se
forma en el plano P, y viceversa [35]. La posicion del plano de la imagen (S;) se
puede conocer si sabemos la distancia focal (f) de la lente que forma la imagen y
a que distancia se encuentra el plano del objeto (S,) de la lente (Figura 3.10). La
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Figura 3.10: Formacién de imagenes La distancia a la que una lente de distancia
focal f forma la imagen de un objeto esta dada por la ecuaciéon 3.2

ecuacion que las relaciona se llama ecuacion de las lentes delgadas

1 1 1

?:S—O—FE, (3.2)

y a partir de esta se puede saber a que distancia de la lente se forman los planos
conjugados.

En nuestro dispositivo experimental se cumplen condiciones de la iluminacién
de Kohler. La lente de campo forma la imagen del LED en la apertura trasera del
condensador (planos conjugados mostrados con lineas punteadas en amarillo en la
Figura 3.1), y el plano de la muestra es conjugado al diafragma de campo y al
plano de la camara (planos conjugados mostrados con lineas punteadas en rosa en
la Figura 3.1).

3.4. Control dinAmico de la trampa

El control en la posicion de la trampa se basa en deflectar el laser para lograr
trasladar la posicion de la trampa en el plano de la muestra. Esto es posible gracias
a que una lente convierte rotaciones en traslaciones (Figura 3.3). Recordemos que
la lente encargada de enfocar el haz en el plano de la muestra es el objetivo de
microscopio, entonces el punto de pivote respecto al cual se debe gira el haz debe
ser el plano focal posterior del objetivo, pero seria muy complicado colocar algo que
permita rotar la direccion del haz justo en ese punto.
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Figura 3.11: Traslacion de la trampa en el plano de la muestra Las rotaciones
del haz en cualquiera de los planos conjugados al plano focal posterior se traducen en
una traslacion en el plano de la muestra. Imagen tomada de la referencia [21].

La solucion es conjugar el plano trasero del objetivo con cualquier lente, espejo
o dispositivo que tenga un punto de pivote. Rotar la posicion del laser en alguno de
estos planos conjugados es equivalente a rotar la posicion del laser justo en el plano
focal posterior del objetivo, y esta rotacién se traducird de forma natural en una
translacion de la trampa en el plano de la muestra (Figura 3.11).

Para esto se pueden utilizar espejos piezoeléctricos, Deflectores Acusto Opticos
(DAO) o Moduladores Acusto Opticos (MAO). Los espejos piezoeléctricos tienen
el mayor angulo de deflexion del laser, un DAO es el mas rapido para cambiar la
posicion del laser (xr,yr), mientras que el MAO permite mover la posicion del laser
y también permite modular la intensidad de la luz [24]. En nuestro caso se utiliz6
un MAO, y como se indica con lineas azules punteadas en la Figura 3.1 el plano de
salida del MAO y el plano focal posterior del objetivo son planos conjugados.

Ademas del MAO también se conjugé el plano de la lente L3 con el plano focal
posterior del objetivo; la lente 1.4 es la encargada de conjugar estos planos. La lente
L3 se monta en una platina con tornillos micrométricos que permiten moverla en
3D. Esta lente no tiene como finalidad tener un control dindmico de la trampa, pero
permite controlar la posiciéon del laser en xp,yy, 2. Esto es muy til para lograr la
alineacion final de la trampa.
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3.4.1. Modulador Acusto Optico

Un modulador acusto 6ptico esta formado por un cristal de dioxido de telurio.
Por dos de sus caras se hace pasar una onda viajera de sonido, producida por un
material piezoeléctrico. Cada una de las ondas viajeras es una onda de presion que
comprime y expande el cristal produciendo un patrén periddico de planos (paralelos
a la cara del cubo) con diferente indice de refraccion. La luz ve cada uno de estos
conjuntos de planos como una rejilla de difraccion. Modulando la frecuencia de la
onda de sonido que llega a cada cara del cubo se puede controlar la posicion del
laser en la direccion zy y yr en forma independiente, como se explica mas adelante.
La onda de sonido es absorbida al llegar al final del cubo, evitando que la onda se
refleje y se produzca una onda estacionaria '. Por las otras dos caras entra y sale
la luz del laser que es deflectada debido a las rejillas de difraccion (Figura 3.12).
Analicemos que le pasa a la luz debido a la rejilla de difraccion producida por la
onda viajera que llega a una de las caras del cubo.

Si nos fijamos en la longitud de camino 6ptico L¢ . de dos rayos que inciden
con un angulo # sobre dos planos consecutivos de igual indice de refraccién, veremos
que son reflejados y salen del cubo por la cara paralela a la cara por la que entraron
(Figura 3.13). Si la diferencia de camino 6ptico entre estos dos rayos es un multiplo
entero m de la longitud de onda de la luz incidente A, entonces ambos interferiran
constructivamente. El numero m especifica cuantas veces cabe la longitud de onda A
en la diferencia de camino 6ptico, y determina el orden de la difracciéon. Si queremos
asegurarnos de tener un méaximo de intensidad en el primer orden de difraccion
(m = 1) la luz del laser debe llegar al cristal con un angulo :

A
0 = 1= )
B S€en (2 " ) , (3 3)

donde A es la longitud de onda del sonido que viaja por el cristal. Cuando el angulo
de incidencia cumple con la relaciéon 3.3 se dice que cumple la condiciéon de Bragg.

Cuando se cumple la condiciéon de Bragg el angulo formado entre la direccion
del primer orden de difraccion y la direccion del haz incidente es 20g. De modo tal
que al modificar g se modifica la direcciéon del primer orden de difraccion, y de la

'En este caso la onda de sonido que produce el patrén de difraccién es una onda viajera y
a diferencia de una onda estacionaria solo produce uno de los dos posibles ordenes de difraccion
m = £1 [37]
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Entrada de la sefal sinusoidal.
Piezoeléctrico
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Figura 3.12: Modulador Acusto dptico AL piezoeléctrico llega una senial de voltaje
sinusoidal de radiofrecuencia, producida por un generador de funciones. Esta senal
hace oscilar piezoeléctrico que produce una onda de sonido viajera, que es absorbida
al llegar al final del cubo. Cada onda viajera produce en el cristal de diéxido de telurio
un patrén de planos con diferente indice de refraccion, que la luz ve como una rejilla
de difraccién. El haz que sale, al otro lado del cubo, es el primer orden de difraccién
m=1.

relacion 3.3 vemos que el angulo g depende del A. Si se modifica la frecuencia de la
onda de sonido Vnide, S modifica A y el cambio en la posicion del laser dependera
linealmente del cambio en la frecuencia ? [21]:

A sonido
AG =\ Vsonid (3.4)

‘/somldo en el cristal

donde Vipnido en el cristar €8 1a velocidad de la onda de sonido en el cristal.

Como se ha mencionado, el modulador produce dos ondas de sonido independi-
entes y cada una de ellas produce un patron de difraccion en el cristal, simulando
dos rejillas empalmadas ortogonalmente. Estas dos rejillas empalmadas producen
un padréon de difraccion en dos dimensiones. El orden (1,1) es el haz enviado al
microscopio invertido para generar la pinza oOptica, pues la deflexion de este orden
permiten mover la trampa en la direccion xy, y yz, en el plano de la muestra.

2Esto sera cierto solo para un rango de frecuencias pequefio, donde el maximo de intensidad se
sigue formando en el primer orden de difraccién a pesar de no cumplirse textualmente la condicion
de Bragg.
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Figura 3.13: Rejilla de Difraccion. A) La luz del laser es difractada por la rejilla y
atraviesa el cristal. Si el angulo de incidencia cumple la condicién de Bragg el méaximo
de intensidad sera el orden n=1, y sera posible controlar su posicién si se modifica la
frecuencia de la onda de sonido. La linea gruesa marca la diferencia de camino éptico
entre los rayos, cuando esta distancia es un miltiplo de A se forma un méximo de
intensidad.Para asegurar la interferencia totalmente constructiva la luz debe incidir en
la rejilla con un angulo # = fp B) El orden de difraccion m=1 se desvia ligeramente
de la trayectoria del haz original que atraviesa el cristal.

La onda de sonido que atraviesa el cristal del MAO debe ser una onda periodica,
de periodo bien definido (se escogié un perfil de onda sinusoidal). Esta onda de
sonido tiene frecuencias en el rango de MHz y es producida por un piezoeléctrico. Al
piezoeléctrico llega una senal de voltaje, con la frecuencia de la onda de sonido que
se quiere producir. La senal es producida por un generador de senales (Tektronix
AFG3000), que puede ser controlado por un puerto USB desde una computadora.
Esto permite modificar la frecuencia y amplitud de la onda por medio de LabView.

La senal del generador de seniales no puede ser enviada directamente al piezoeléc-
trico del MAO, pues la potencia de la senales a la salida del generador es del orden
de 2mW mientras que la potencia que debe llegar al piezoeléctrico es de ~500 mW.
Para acoplar la potencia de entrada y de salida se tiene una etapa de aplificacion
con una ganancia de 24 dBm 3.

Como se menciono anteriormente, un MAO ademas de permitir deflectar el haz,
permite modular la intensidad de luz que sale del cristal, y en consecuencia la rigidez

3La ganancia en dBm esta definida como G=1010g (Psatida en mw/Pentrada en mw )-
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de la trampa. La intensidad del primer orden de difraccion depende directamente
de la potencia de la onda de sonido [21]

Iy = I'sen® (VaP) (3.5)

donde I; es la intensidad a la salida del MAQO, I es la intensidad de la luz que incide
en el MAO, a es un parametro que depende de la longitud de onda de la luz incidente
y de las propiedades geométricas del MAO y P es la potencia de la onda de sonido
y estd dada por:
2
(Vin/22)

P= (3.6)

donde V,, es el voltaje pico pico de la senal sinusoidal y R es la resistencia del medio
en el que viaja la senal, en este caso es la resistencia de los cables coaxiales que
conectan el MAOQO, el amplificador de potencia y el generador de senales y tiene un
valor de 50€2. De las relaciones 3.5 y 3.6 se ve que la intensidad del laser a la salida
del MAO se puede modificar si se modifica la amplitud de la senal sinusoidal que se
envia a los piezoeléctricos y que producen la onda de sonido.

En resumen, sobre el orden de difraccion (1,1) se tiene control de la posicion y
de la potencia del laser al variar la frecuencia y la amplitud de la onda sinusoidal
que produce el generador de senales, y el cual a su vez se puede controlar por medio
de una computadora.

3.5. Detecciéon de la posicion de una esfera atrapada

Existen diferentes métodos para detectar la posicion (z,y, z) de una esfera atra-
pada, usando cdmaras de video o foto-detectores [24|. La seleccion del método de
deteccion dependera de las necesidades especificas de cada experimento. El método
de deteccion que se utilizo en este trabajo se conoce como deteccion en el plano focal
posterior del condensador y consiste en formar la imagen de toda la luz del laser
que llega al plano posterior del condensador en un foto-detector de posicion (FDP)
dividido en cuadrantes [24]. Esto se hace conjugando ambos planos.

Con este método lo que se registra son los cambios en la posicion (z,y, z) de una
esfera atrapada respecto su posicion de equilibrio (g, yo, 20). En el dispositivo de la
Figura 3.1 los planos conjugados del FDP y del plano posterior del condensador se
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marcan con una linea azul punteada. También es importante conjugar el plano del
FDP con los planos donde el laser tiene un punto de pivote (MAO y L3), con el fin
de evitar que el laser cambie su posicion (zr,yr) en el foto-detector y simule una
senal producida por el desplazamiento de la esfera (x,y, z) respecto su posicién de
equilibrio.

Usando 6ptica geométrica se puede esquematizar el funcionamiento de este méto-
do de deteccion. Como ya se mencion6 en el Capitulo 2 la luz del laser, al atravesar
una esfera situada en el plano de la muestra, cambia de direccion; este cambio de
direccion es lo que detecta el FDP de cuadrante. Un FDP de cuadrante recibe la
luz del laser y proporciona como senal de salida un voltaje. El valor de este voltaje
dependera de la posicion del laser en la seccion de deteccion del FDP, por lo que es
muy importante centrar el FDP con la mancha del laser antes de tomar cualquier
medicion.

Un FDP de cuadrante esta dividido en cuatro secciones independientes. La senal
de salida del FDP que corresponde a la posicion y de la esfera es la resta de los 2
cuadrantes superiores con los 2 cuadrantes inferiores normalizados por la suma de
todos los cuadrantes. Para la posicién = de la esfera la senal es la resta de los 2
cuadrantes de la derecha con los dos cuadrantes de la izquierda normalizados por la
suma de todos los cuadrantes (Figura 3.14A)

Cuando una esfera atrapada por la pinza se encuentra en su posicion de equilibrio
la luz no cambia de direccién, y todos los cuadrantes reciben exactamente la misma
cantidad de luz, siempre que se haya alineado previamente el laser y el FDP. Cuando
la esfera se mueve en la direccidon x la luz que pasa a través de la esfera cambia de
direccion, de modo tal que dos de los cuadrantes laterales reciben méas luz y se
detecta una senal V, (Figura 3.14B). El mismo principio opera para la posicion y
de la esfera y la senal del FDP V.

La senal V, es la suma del voltaje de todos los cuadrantes del FDP. Para detectar
un cambio en la senal en funcion de la posicidon z de la esfera se coloca un apertura
antes del detector, de modo que el haz ilumine el borde del diafragma. Cuando una
esfera esta atrapada en su posicion de equilibrio la apertura sigue bloqueando sé6lo
una pequena parte del haz, pero cuando la esfera se mueve en la direccion z la luz
converge o diverge haciendo que una mayor cantidad de luz pase por el diafragma o
bien que se sea bloqueada por el diafragma, esto modifica la intensidad de luz que
llega a los cuatro cuadrantes del FDP cambiando la senal V.
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La calibracién del FDP se consigue relacionando la sefial (V,,V,,V,) con un
desplazamiento conocido de una esfera que se encuentra pegada a la superficie de
vidrio de la muestra. La posicién de la esfera se modifica moviendo la posicién de la
platina (z,,4p, 2p), ¥ es en este punto donde es importante contar con una platina
piezoeléctrica con resolucion de nanémetros.

La luz del laser colectada en el plano focal posterior del condensador conserva
aproximadamente su perfil Gaussiano. Si se barriera la seccion de deteccion del
FDP moviendo la posicion del laser (z1), la senal que verifamos se puede ajustar a la
derivada de una Gaussiana (Figura 3.14C) [30]. Cuando se tiene una esfera pegada
al vidrio de la muestra y se mueve la platina piezoeléctrica de modo tal que la esfera
cruce por completo a lo largo de todo el haz, el resultado final es el mismo: el laser
es deflectado y barre toda la seccion de deteccion del FDP. La senal que se obtiene
es exactamente la misma que la mostrada en la Figura 3.14C para el caso en el que
se mueve directamente el haz, pero aqui se puede relacionar linealmente la senal del
FDP V,,V,,V, con el desplazamiento de la esfera (x,y, 2).

La senal del foto-detector es enviada primero a un acoplador de impedancias
(formado bésicamente por un amplificador operacional) y luego a una tarjeta de
adquisicion de datos (National Instruments 6036E), conectada a una computadora.
La senal del FDP se visualiza directamente en la computadora por medio de los
diferentes VI’s presentados en el Apéndice B. Esta tarjeta de adquisicion de datos
tiene una velocidad maxima de muestreo de 200 KHz, lo cual pone una cota para los
procesos que queramos medir. Con esta tasa de adquisicion de datos no es posible
medir eventos que ocurran en tiempos menores a 5 s.

3.6. Fuentes de ruido

Los fenémenos biologicos que se estudian usando pinzas 6pticas ocurren a escalas
de fuerzas y distancias pequenas y en intervalos de tiempo que van desde nanose-
gundos hasta varios minutos (Figura 3.15). Es importante estimar la escala a la cual
ocurrird el evento que deseamos medir, pues debemos asegurarnos que la senal de
ruido NO sea mayor a la senal de la medicion. En base a lo que queramos medir se
estableceré el limite permitido para la senal de ruido.

Para un un estudio de de pinzas Opticas in singulo, las fuentes de ruido son
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Figura 3.14: Método de deteccion de un foto-detector de cuadrante A) se
esquematiza como se obtiene la sefial V;, V, V. en un FDP de cuadrante. B) La luz que
atraviesa una esfera es deflectada, esta deflexién de la luz es lo que produce la senal
del FDP. C) Al mover la posicion del laser a lo largo del FDP se produce una senal
que puede ajustarse a la derivada de una Gaussiana.
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Figura 3.15: Escalas a las que ocurren los procesos biolégicos

experimental y por movimiento Browniano [28]. El ruido experimental proviene del
exterior, como vibraciones y corrientes de aire, o de componentes del instrumento
como ruido electrénico, fluctuaciones de la potencia del laser o en la estabilidad
de apunte, deriva mecénica de la platina o de las monturas de las lente debido al
cambio en la temperatura del cuarto. Mientras que el ruido Browniano proviene de
las fuerzas térmicas que actian sobre la esfera al estar inmersa en un bano térmico.
A diferencia del ruido Browniano, que no puede ser eliminado, el ruido experimental
se puede reducir hasta obtener la relacién senal a ruido adecuada para la medicién.

En nuestro caso, como ya se ha mencionado, este sistema de pinzas Opticas se
construyo con el fin de estudiar la dindmica del motor molecular cinesina. Para este
motor se ha reportado, que in wvitro, da pasos de 8 nm y deja de translocarse para
valores mayores a 6.5 pN de fuerzal31]. De modo que el ruido en nuestras seniales
(la posicion y la fuerza) deben quedar por debajo de estos valores.

Para reducir el ruido experimental debido al medio ambiente la pinza se construyo
sobre una mesa Optica con amortiguadores neumaticos, que disminuye vibraciones
mecéanicas. Para disminuir las corrientes de aire se colocaron cortinas de plastico
alrededor de la mesa, y para las fuentes de ruido experimental asociadas con el
instrumento se caracterizo: 1) La estabilidad de apunte, 2) La estabilidad en la
potencia, 3) La deriva mecanica.
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3.6.1. Estabilidad de apunte

Idealmente, el haz de un laser se propaga en linea recta sin cambiar de direccién;
en la practica, la direcciéon de apunte cambia a lo largo del tiempo. Si la direccion de
apunte cambia, cambia a su vez la posicion de la trampa en el plano de atrapamiento.
Es el mismo principio que para el control dindmico de la trampa, pero en este caso
es un movimiento no deseado y sobre el cual no se tiene control. Esta inestabilidad
en la direccion de apunte del laser hace imposible distinguir entre un movimiento de
la esfera respecto a la trampa debido al proceso biologico de interés y uno debido
a la variacion en la direccion de apunte del haz. Esta variacion en la direccion de
apunte del laser no se puede eliminar y contribuye al ruido de la senal.

Para asegurarnos que esta contribucion al ruido este por debajo de la senal que
queremos medir se caracterizo la estabilidad de apunte del laser IR que se uso para
construir la pinza. Se mont6 un FDP a una distancia d del lser. Para centrar el
FDP respecto al laser se montd el FDP en una platina micrométrica manual, con
movimiento en la direcciéon horizontal y vertical respecto al laser (Figura 3.16A).

Se calibro el detector para obtener el factor de conversion entre voltajes y de-
splazamientos. Se movio el detector con los tornillos micrométricos y se registré el
voltaje de salida (Figura 3.16B). Después se registro la sefial en V, y V, por aproxi-
madamente 9 horas (Figura 3.16C y D). Un desplazamiento de un 1 mrad equivale
aproximadamente a un desplazamiento de 1 pym en el plano de la muestra [32]. Las
variaciones en la direccion de apunte son del orden de 6 urad en un periodo de 13
horas, que equivale a variaciones de 6 nm en el plano de la muestra en un periodo
de 13 horas.

3.6.2. [Estabilidad en la potencia

Al cambiar la potencia en el tiempo también cambia la rigidez de la trampa. Si
la potencia cambia mas rapido de lo que podemos realizar una medicién completa,
entonces los valores obtenidos no pueden reescribirse en términos de la fuerza, pues
no conocemos la constante de rigidez para cada tiempo. En forma aniloga, si la
potencia cambia entre el momento que se hace la calibraciéon del FDP al momento
en el que se mide la posicién z de una esfera atrapada, no podremos convertir la
senal de volts a desplazamientos, pues la senal V, depende de la cantidad de luz que
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Figura 3.16: Medicion de la estabilidad de apunte del laser. A) Para medir
la estabilidad de apunte intrinseca del laser se colocé un FDP centrado en el laser. B)
Para convertir la senial del FDP en desplazamientos se hizo una calibracién. El factor
de conversion entre Volts y mm es la pendiente de la recta. C) La estabilidad de apunte
de mide en cuantos radianes se modificé la posicién del laser a lo largo de 13 horas.
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llega al FDP.

Para medir la potencia en funcién del tiempo se coloco un divisor de haz, después
de la lente L2 del dispositivo experimental (Figura 3.1), el haz reflejado se envié a un
foto-detector (FD), y se registré la potencia en funcion del tiempo. Al mismo tiempo
se registro la senal en el FDP, para asegurar que las variaciones de la potencia en el
plano de la muestra se relacionan con las variaciones en la potencia del laser.

Se encontré que la potencia del laser varia entre un 15 % y un 30%, y es-
ta variaciéon correlacionan con la variaciéon de la potencia medida en el plano de
atrapamiento por el FDP. Como la rigidez de la trampa depende linealmente de
la potencia, esta variacion se traduce en una variacion de Kyampa [26] . Para dis-
minuir la variaciéon en la potencia se implement6 un sistema de retroalimentacion
proporcional e integral [27].

Como se menciond anteriormente, el MAO puede modificar la intensidad de la
luz que transmite si se modifica la amplitud de la onda sinusoidal que es enviada
al piezoeléctrico. Este sistema de control dindmico es muy util para reducir las
fluctuaciones en la potencia del laser.

En el dispositivo experimental de la Figura 3.1 se enmarca en un recuadro amar-
illo el sistema de retroalimentacion. La senal en voltaje del FD se envi6 a una
computadora. Por medio de una rutina de LabView se calcula cuanto debe de corre-
girse la amplitud de la senal sinusoidal que se envia al MAO (la rutina de LabView
se comunica directamente con el generador de senales), de forma tal que el voltaje
del FD permanezca constante respecto a un valor de referencia. Asi, un cambio en
la senal del FD es compensado por un cambio en la amplitud de la senal sinusoidal
que va al MAO. Activando el sistema de retroalimentacion la potencia que llega al
plano de la muestra puede permanecer estable con variaciones del 1 % (Figura 3.17).

La rutina de LabView usada para mantener fija la potencia del laser se describe
en el Apéndice B y se llama “Feedbackpower.vi®.

3.6.3. Deriva Mecanica

La deriva mecanica se debe a cambios en la temperatura del cuarto que dilatan y
contraen las monturas de las lentes o la platina micrométrica sobre la que se monta
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Figura 3.17: Estabilidad en la potencia del laser Se registro el voltaje del FD y la
senial V, del PSD para verificar que las variaciones en potencia del laser correlacionana.
Se registraron las variaciones en potencia durante media hora, y después se activo el
sistema de retroalimentacion.
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Figura 3.18: Deriva mecanica de la platina. (Arriba) Se movi6 la platina mi-
crométrica en la direccion x, y después de 5 minutos se registro cuanto se seguia
moviendo la platina. (Abajo) Después se dejo fija la direccion x, y se movio y,

la platina piezoeléctrica (sobre estas dos platinas se coloca la muestra). Para los
ensayos donde se ata la molécula de interés entre la esfera atrapada en la pinza y la
superficie de vidrio de la muestra, la deriva mecénica resulta un problema, pues no
es posible distinguir entre un movimiento de la esfera por efecto del proceso biolégico
de interés y un movimiento del la esfera debido a que la platina se movié de manera
no controlada. Si que el desplazamiento de la esfera debido a la deriva mecénica es
mayor a la distancia que queremos medir, serd necesario implementar un sistema de
retroalimentacién que mantenga a la platina en la misma posicion.

Para medir la deriva mecanica se coloco el laser sobre una esfera unida al vidrio
y se registré la senal del FDP en funcion del tiempo (Figura 3.18); previamente
se obtuvo la calibracion del FDP para poder convertir la senal de Volts a nm. A
temperatura ambiente, la platina se mueve 2.5 nm en 15 s para la direccién z, y
0.6 nm en 15 s para la direccion y,. Dado que una medicion en promedio se hace en
menos de 15 s la senal de ruido en la posicion de la platina debido a la deriva queda
por debajo del valor de las mediciones que se quieren hacer.
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3.7. Calibracién de la trampa: conversiéon de volts
a nm

Esta calibracion se requiere para poder conocer la posicion (x,y, z) de una esfera
atrapada, y por lo tanto debe hacerse en el punto de atrapamiento del haz. Esto
es un problema técnico, pues la calibracion se haria moviendo la esfera una distan-
cia (x,y, z) conocida y registrando el cambio en la senal del FDP, mas una esfera
atrapada se moveréd con el haz manteniéndose en la posiciéon de equilibrio xg, yo, 20
a menos que algo la detenga.

Para resolver este problema, se centra el haz respecto a una esfera pegada al
vidrio y se desplaza la platina en la direcciéon z,, de modo tal que el haz pase a lo
largo de toda la esfera (Figura 3.19A); y lo mismo se hace en la direccion y, . Como
se mencion6 anteriormente, la senal que se obtiene se puede ajustar a la derivada
de una funciéon Gaussiana, donde la pendiente de la regiéon lineal proporciona la
calibracién de Volts a nm del FDP.

Después de este procedimiento, aun queda un problema: cémo estar seguros
que la calibraciéon obtenida corresponde a la calibracién que se obtendria para una
esfera atrapada. Para que la calibracion del FDP obtenida con una esfera pegada
corresponda a la calibracion de una esfera atrapada, la esfera pegada se debe ubicar
en el punto de atrapamiento a lo largo de la direccién axial del haz.

Para determinar este punto, se atrapa una esfera en soluciéon y se acerca la
platina, moviéndola en direccién z,, hasta que la esfera choca con la superficie de la
muestra y empieza a ser empujada. Debido a las interacciones electrostaticas entre
el vidrio de la muestra y la esfera, la esfera se queda pegada al vidrio?. Al repetir
la misma medicion moviendo la platina en direccién z, ahora se obtiene la senal de
una esfera pegada. En algiin momento de este barrido la esfera pegada al vidrio se
encontrara justo en la posicion del haz donde se atrapa la esfera en solucion (Figura
3.19B).

El punto en el que la posicion de la platina z, y la posiciéon de atrapamiento del
haz coinciden se muestra en la Figura 3.19C y es el punto donde ambas senales de
FDP se empiezan a superponer [24]. De la Figura 3.19D vemos que la posicion de

4Para aumentar la probabilidad de que la esfera se quede pegada al vidrio se diluyeron las
esferas en un Buffer salino.
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atrapamiento se da pasando el foco del haz; el foco se encuentra en el punto medio
de la senal V, para una esfera pegada.

Antes de hacer la medicion de las propiedades eldsticas de una macro molécula,
es necesario hacer una calibraciéon del FDP, aunque no es necesario encontrar la
posicion de atrapamiento zy para cada calibracion, pues ésta no se modifica. Lo que
se hizo fue estimar a que porcentaje de la sefial de una esfera pegada de 730 nm de
didmetro se encuentra el punto de atrapamiento zy y se repitio esta medida para 8
esferas diferentes. El valor promedio de este punto resulté ser 91 %.

Una vez determinado el punto de atrapamiento, se coloco el haz sobre una esfera
pegada y se ubico la platina en la posicion z, que corresponde al 91% de la sefal
V, para una esfera pegada. Ahi se tomoé la calibraciéon moviendo la platina en la
direccion x, y y, en pasos de tamano conocido y registrando la senal V, y V,. La
pendiente de la recta que se puede ajustar a la parte central de la gréafica es el factor
de calibracion del FDP (F,, F.,) (Figura 3.19D).

Vemos que para valores alejados del centro la relaciéon entre volts y nanémetros
deja de ser lineal. Es este caso se considerd que la region lineal comprende a todos
los puntos que caen dentro del cono formado por £10% del valor de la pendiente.
Se encontr6 que la region lineal del FDP en nuestro sistema comprende =~ 300 nm.

Todas estas mediciones se hicieron de forma automatizada utilizando los VI’s
descritos en el apéndice B :"CenterStuckbead.vi“ ,”"ScanStageLookingForSurface.vi“
’CenterStuckbead91 %.vi“

3.8. Calibracién de la rigidez de la trampa

La rigidez de la trampa se midi6é por los tres métodos presentados en el Capitulo
2, en los tres casos Kirampa € midié para una esfera de 730 nm de didmetro, a 300 nm
por encima de la superficie y usando el sistema de retroalimentacion para estabilizar
la potencia del laser en 91 mW (medida antes del objetivo) y aproximadamente 32
mW en el plano de la muestra (como se menciono antes el objetivo de microscopio
que se utiliza solo transmite el 35 % de la luz IR).

El valor de la rigidez cambia en funcion de la distancia (h) entre el punto de
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Figura 3.19: Calibraciéon del FDP. A) Para poder relacionar voltajes con desplaza-
mientos se utiliza una esfera pegada al vidrio. B) Al mover la platina en la direccion z,
hay un punto en el que la esfera pegada se sitia en el mismo punto en la direccién axial
del laser que una esfera atrapada. C) Con una esfera pegada ubicada a en la posicion
2o de atrapamiento se mueve la platina para obtener la calibracion del detector (los
datos mostrados corresponden a la calibracion de la direccion X ). Las lineas rectas
se utilizaron para establecer la region lineal del FDP. D) Se muestra la senal de una
esfera pegada y una esfera en solucidn, el punto de atrapamiento zy se encuentra justo
donde ambas senales se empiezan a superponer.
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atrapamiento zg y la superficie, siendo menor conforme nos alejamos de la superficie
[29] (Figura 3.21B). También depende del factor de Stokes, el cual supone que la
esfera se encuentra lejos de cualquier superficie. Una altura h = 300 nm es un punto
intermedio entre ambas consideraciones, pues la disminucién de la rigidez debido a
la altura es pequena y el factor de Stokes puede modificarse con la correccién de
Faxen (Ecuacion 2.25).

En este caso, a diferencia de cuando se estima la posiciéon de la superficie para
calibrar el FDP, no queremos que la esfera se quede pagara al vidrio, por lo que
la solucién en la que estian las esferas no contiene sales. Esto ayuda a disminuir
la probabilidad de que al entrar en contacto con la superficie la esfera se quede
pegada. La posicion de la superficie se encontr6 moviendo la platina en la direccion
2z, y registrando la senal del foto-detector V,, cuando la esfera toca la superficie
del vidrio y empieza a ser empujada por el vidrio la forma de la senal cambia
sensiblemente, de la senal de una esfera en solucién atrapada por la pinza a la senal
de una esfera pegada.

Ubicamos la superficie de la muestra en el punto donde una linea recta centrada
respecto las oscilaciones de la senal V, de una esfera libre interseca a la curva carac-
teristica de la senal V, de una esfera pegada (Figura 3.20). Una vez que se conoce la
posicion de la superficie se coloca la platina 300 nm por encima de ese punto. Esto
se hace de manera automatizada por medio del vi descrito en el Apéndice B: "Find
Surface Hight.vi®.

Al mover la platina en direccién z,, la posicién de atrapamiento z, también
se mueve. Esto se debe al desplazamiento del foco, pues el haz convergente que
sale del objetivo cambia de medio, del vidrio al agua, haciendo que la luz se refracte
alejandose de la normal y enfocando el haz antes de lo que se enfocaria si no cambiara
de medio [33] (Figura 3.21A).

En este trabajo no se consider6 la modificacion en el valor de ki qmpe debido al
desplazamiento del foco, pues para las direcciones x y y la correccion en la rigidez
de la trampa debido al desplazamiento del foco puede ser despreciada, pues como se
ve en la Figura 3.21B, kyygmpa se modifica muy poco al cambiar la altura [29)].

Para obtener el valor de ki qmp, por el método de equiparticionén de la energia,
y usando la amplitud del espectro de potencias es necesario tener la calibracion del
FDP. Previo a obtener kyyqmp, se realizo la calibracién del FDP siguiendo el proced-
imiento descrito anteriormente para 10 esferas diferentes. El valor de la calibracion
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Figura 3.21: Desplazamiento del foco A) El haz convergente que sale del objetivo
al cambiar de medio se refracta y forma el foco en una nueva posicion. Esta nueva
posicién dependera de en qué punto de la trayectoria del haz se encuentre con la interfaz
agua-vidrio. B)Se muestra la relacion entre la rigidez de la trampa y la distancia h.
Grdfica tomada de la referencia [29]
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con el que se trabajo es el promedio de las 10 mediciones.

La medicion de Kipqmpe por medio del espectro de potencias y del teorema de
equiparticion de la energia se realizé usando el vi "Power Spectum.vi“, el cual registra
la senal del FDP, convierte la senal a nm, calcula la varianza de la posicién en z,
y y z de la esfera, asi como su espectro de potencias (Figura 3.22). Al espectro
de potencias le ajusta una Lorenziana y en base a las relaciones mostradas en las
Ecuaciones 2.33, 2.32 y 2.28 se obtiene Ky qmp, para cada direccion. Estos valores se
tomaron para 5 esferas diferentes, en las tres direcciones (z,y, z) el valor reportado
de Ktrampa para cada método es el promedio de las 5 mediciones (Figura 3.22).

Conocer la rigidez de la trampa no es suficiente, necesitamos saber cual es la
region lineal de la trampa, en donde es valido suponer que Kiqmp, €s constante.
La regién lineal se encontré usando el método de Stokes, el cual se automatizo por
medio del programa "Drag Stokes.vi“. En este método se grafica la posicion de la
esfera (g, yo, z0) en funcion de la velocidad del la platina, que en este caso es igual
a la velocidada relativa del fluido en el que esta inmersa la esfera respecto a la esfera
atrapada. La relacién entre la posicion de la esfera y la velocidad del fluido esta
dada por la Ecuacion 2.26. Para la region en que la fuerza que ejerce la trampa sea
proporcional al desplazamiento (g, Yo, 20) la relacion entre la velocidad del fluido y
la posiciéon de la esfera serd lineal.

La region lineal de la trampa se determina como la region de la grafica (Figura
3.23) donde se puede ajustar una linea recta. A partir de la pendiente de la recta
también es posible determinar el valor de Kipqmpq- En la direccion X la region lineal

de la trampa es de 210 nm, y en la direcciéon Y la region lineal de la trampa es de
258 nm.

Una vez obtenida la calibracion del FDP, la rigidez de la trampa y la region
lineal tanto del FDP como de la trampa, nos encontramos en posibilidad de medir
la fuerza aplicada a una macromolécula como el ADN.
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Figura 3.22: Medicion de la rigidez de la trampa A) Se muestra un espectro de
potencias obtenido con el Vi "Power Spectrum.vi, asi como la curva Lorenziana que
se ajusta a los datos experimentales y de donde se calcula el valor de ktrgmpq- B) En
la tabla se resumen los valores tipicos obtenidos para la rigidez de la trampa.
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Figura 3.23: Region lineal de la trampa Los circulos en blanco representan los
datos que se consideraron para determinar el tamano de la regién lineal. Del valor
de la pendiente se puede obtener el valor de la constante de rigidez. Para estos dos
ajustes tenemos un valor de 0.035 pN-nm ™! y 0.047 pN-nm ™! respectivamente en A y
en B, suponiendo que la viscosidad del fluido en el que estdn las esferas es igual a la
viscosidad del agua. A) La region lineal de la trampa en la direccion x es de 210 nm.

B) La region lineal de la trampa en la direccion y es de 258 nm
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Capitulo 4

Propiedades elasticas del ADN

4.1. El ADN en la biologia

El ADN esta formado por dos cadenas de acidos nucleicos entrelazadas en una
doble hélice. La unidad estructural que forma a los acidos nucleicos son los nucle-
otidos. A su vez, cada nucledtido esta formado por una molécula de azicar (que
en el caso del ADN es una desoxirribosa y para el RNA es una ribosa), una base
nitrogenada y un grupo fosfato.

Los nucle6tidos se unen entre si por medio de enlaces fosfodiester entre el carbono
5"y 3’ de dos moléculas consecutivas de azicar. Esta estructura de aztcares y fosfatos
forma el esqueleto del ADN y tiene la propiedad de estar cargado negativamente
(gracias a la carga del grupo fosfato) y de ser hidrofilico, por lo que se acomoda en
el exterior de la molécula de ADN. Al centro del esqueleto, unido al carbono 1’ del
azucar, se encuentran las bases nitrogenadas, que por lo general son Adenina (A),
Timina (T), Guanina (G) y Citosina (C). Las dos cadenas del ADN se unen entre si
gracias a la complementariedad entre las bases nitrogenadas: la Adenina forma dos
puentes de hidréogeno con la Timina, mientras que la Guanina forma tres puentes de
hidrogeno con la Citosina [43].

La distancia entre dos bases nitrogenadas consecutivas en una cadena de ADN

59
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Figura 4.1: Estructura del ADN.A)EIl esqueleto de una molécula de ADN esta
formado por azucares unidas por enlaces fosfodiester, y la unién entre las dos cadenas
se da por medio de las bases nitrogenadas.B) Para un ADN tipo B la distancia entre
las bases nitrogenadas que se ha medido por cristalografia de rayos X es de 0.34nm.

tipica! se conoce desde 1953, afio en el que Watson y Crick interpretaron el patrén
de difraccion del ADN tomado por Rosalind Franklin, y propusieron un modelo de
doble cadena en forma de hélice [39], donde la distancia entre dos pares de bases es
de 0.34 nm (Figura 4.1).

Las diferentes secuencias de estas cuatro bases nitrogenadas codifican toda la
informacion necesaria para formar las proteinas y biomoléculas que componen y
mantienen vivo a un organismo. El dogma central de la biologia molecular establece
que hay dos procesos intermedios entre tener la informaciéon almacenada en el ADN
y tener una proteina formada: 1) La transcripcion y 2) La traduccion.

La transcripcion es llevada a cabo por un proteina llamada ARN-polimerasa, la
cual reconoce y se une a una secuencia especifica en una de las cadenas de ADN lla-
mada promotor. Después de unirse al ADN, la ARN-polimerasa comienza a translo-
carse a lo largo del ADN y va formando una cadena de acidos nucleicos de ARN, que
tiene las bases complementarias a la cadena de ADN sobre la que se uni6? (Figura

IExisten tres tipos de ADN A, B y Z. Pero en condiciones normales el ADN se encuentra en
forma B.
’En el caso del ARN la base nitrogenada Citosina es sustituida por Uracilo
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4.2A). La cadena de ARN puede tener una funcion en si misma (ribozimas) o bien
puede ser {raducida del codigo de bases nitrogenadas al coédigo de aminoacidos por
un ribosoma,produciendo una secuencia de aminoacidos que al plegarse formen una
proteina.

Para un organismo vivo es vital tener un estricto control sobre la informacion
que es extraida del ADN. Por ejemplo: todas las células de un organismo contienen
la misma informacion genética; sin embargo, no todas estan produciendo todas las
proteinas para las cuales tienen informacion, pues seria un gasto tremendo de re-
cursos y no permitiria tener células diferenciadas (entre otras cosas). Las células del
pulmoén y las células del rindn tienen la misma informacion, pero gracias a procesos
de regulaciéon cada una de estas células produce un conjunto diferente de proteinas
que le permiten realizar su funciéon. Lo interesante es que muchos de los mecanismos

de regulacion del ADN a nivel transcripcional se basen en las propiedades elésticas
de una molécula de ADN.

Para que la ARN-polimerasa pueda extraer la informacién del ADN es necesario
que tenga acceso a la secuencia del promotor, de modo que algunos de los mecanismos
de regulacion génica a nivel transcripcional dependen de la tasa de compactacion del
ADN. In vivo, todo el ADN de un organismo se encuentra en diferentes grados de
compactacion. A la cromatina (todo el ADN mas las proteinas que se unen al ADN)
compactada y que no presenta actividad transcripcional se le llama heterocromatina
mientras que las regiones de cromatina relajada y transcripcionalmente activa se le
llama eucromatina. La compactacion del ADN es un proceso dindmico donde las
regiones de eucromatina y heterocromatina se pueden alternar (Figura 4.2B).

Los altos niveles de compactacion que alcanza el ADN también son importantes
para poder almacenar toda la informacién genética en pequenios compartimentos
como son el nicleo de una célula eucarionte o la capside de un virus. Por ejemplo,
para el cromosoma humano mas pequeno, la secuencia de ADN totalmente extendi-
da mide ~1.4 cm y durante la mitosis se compacta y forma un cromosoma que mide
solo 2 pum de longitud. Resulta interesante saber qué fuerza es necesaria para alcan-
zar los niveles de compactaciéon presentes en una célula o virus ya que en ocasiones
el empaquetamiento es llevado a cabo por un motor molecular [40], y por otro lado
como la molécula de ADN soporta estos niveles de compactacion sin sufrir deforma-
ciones irreversibles de modo que sigan siendo funcionales transcripcionalmente una
vez que la molécula se relaja.
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Figura 4.2: La transcripcion y algunos mecanismos para su regulacion. A)
Se esquematiza el proceso de transcripcion. B) Es una micrografia electronica de la
cromatina, se sefialan las regiones de la heterocromatina y de la eucromatina. C)
Arriba: Micrografia electronica de una cadena de ADN, en un extremo tiene unida la
ARN-polimerasa de procariontes y en el otro una proteina potenciadora llamada NtrC.
Abajo: Se ve como el ADN se dobla y ambas proteinas entran en contacto. Imdgenes
tomadas de la referencia [43].
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Otro mecanismo de control de la transcripcion se da con los potenciadores, éstas
son regiones de la molécula de ADN, alejadas del promotor, que reclutan proteinas
llamada potenciadoras. Gracias a que el ADN es flexible, la ARN-polimerasa unida
al promotor queda en contacto con las proteinas activadoras las cuales, como su
nombre lo indica, activan la transcripcion (Figura 4.2C).

Desde el punto de vista puramente fisico, estudiar las propiedades elasticas del
ADN in singulo permite poner a prueba los diferentes modelos tedricos que describen
polimeros biologicos de la mayor importancia.

4.2. El ADN como polimero

Un polimero es una macro molécula formada por la unién de moléculas mas
pequenas llamadas mondémeros; de modo que el ADN de doble cadena cumple con
ser un polimero, si consideramos que los monémeros que lo conforman son los pares
de nucleétidos con bases nitrogenadas complementarias. Una forma de caracterizar
las propiedades elasticas de un polimero se obtiene midiendo las deformaciones y
cambios en la extension en respuesta a una fuerza externa. La fuerza externa es
compensada por una fuerza elastica interna en el polimero.

En general, la curva fuerza-extension de un polimero presenta 4 regiones: 1) Un
régimen lineal para extensiones y fuerzas pequenas, 2) Una region de deformacion
elastica, donde al hacer la fuerza externa cero el polimero regresa a su forma original,
3) Una region de deformacion plastica en donde al liberar el polimero este no recu-
pera su forma original, y 4) Finalmente, se presenta un punto de ruptura. Diferentes
modelos se han propuesto para explicar las propiedades elasticas de los polimeros,
y la mejor forma de saber qué tan bueno es un modelo es probar si el modelo se
ajusta a los datos experimentales, de ahi la importancia de poder tener una curva
fuerza extension para una sola molécula de ADN.

El modelo mas simple, llamado de cadena libre supone que el polimero esta
formado por n segmentos de longitud b, siendo la longitud total o de contorno
L. = nb. En el caso del ADN la L. se obtiene al multiplicar el nimero de pares
de bases que contiene la cadena por 0.34 nm, que es la distancia entre ellos. En
este modelo cada uno de estos segmentos puede orientarse en cualquier direccion,
se considera que entre los segmentos no hay interacciones y que los segmentos son
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inextensibles.

En 1992, Bustamante y colaboradores [16] lograron medir la curva de fuerza
extension de una sola molécula de ADN de doble cadena utilizando una pinzas
magnéticas. A los resultados que obtuvieron se les ajustd el siguiente modelo de
cadena libre con segmentos de tamano b inextensibles:

F= k]zTL—l <<‘”AL]ZN>> (4.1)

donde F es la fuerza externa que se aplica, T es la temperatura del bano térmico en
el que se encuentre la molécula, kg es la constante de Boltzmann, L es la funcién
de Langevin® y z4py es la distancia entre los extremos del polimero (su extension).
En este modelo mientras mas grande sea b mayor es la rigidez del polimero. Lo que
se encontro es que este modelo no se ajusta a los datos experimentales.

Un nuevo modelo fue propuesto en 1995 por John Marko y Erick Siggia: el modelo
de gusano inextensible. En este modelo se supone que el polimero es un rodillo
delgado, continuo e inextensible [42], cuya curva de fuerza-extension se ajusta a:

kT 1 1  zapn
F = - — 4.2
< L, ) Ll(l —zapn/Le)? 4 L (42)

los parametros del modelo son la longitud de persistencia (L,)y la longitud de con-
torno (L.); mientras mayor es L, mayor es la rigidez del polimero.

La longitud de persistencia (L,) describe la resistencia de un polimero a ser
deformado por la acciéon de las fuerzas térmicas del bano en el que estd inmerso, y
es la longitud a la cual el doblamiento debido a las fuerzas térmicas es apreciable
[25]. Se establece el valor de L, como la distancia a la cual los angulos tangentes
(0;) a la trayectoria del polimero(s) se encuentran descorrelacionados (Figura 4.3)

(cos(B,(s) — 0(0))) = exp <2LS> . (4.3)
p
Cuando los angulos 6 estan descorrelacionados la diferencia entre ellos es cualquier
valor entre 0 y 27, de modo que el promedio temporal se hace cero. Del otro lado de
la igualdad tenemos que cuando los angulos estén descorrelacionados sera porque la
distancia entre los extremos es mayor que la longitud de persistencia s >> L.

3La funcién de Langevin se define como L(x) = coth(z) — 1
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Figura 4.3: Longitud de persistencia. La longitud de persistencia es la distancia
a la cual los dngulos tangentes se encuentran descorrelacionados

En 1997, Block y colaboradores [14] midieron la curva de fuerza extension del
ADN de doble cadena utilizando una pinza Optica, y ajustaron diferentes modelos
a los datos. Encontraron que el modelo de gusano inextensible (Ecuacion 4.2) se
ajusta bien a los datos para fuerzas por debajo de los 10 pN.

En ausencia de fuerzas, ambos modelos (el de cadena libre inextensible y el de
gusano inextensible) pueden reescribirse en términos de los mismos parametros [25].
La longitud de contorno es la misma en ambos casos, y 2L, = b. Cuando el tamarfio
del segmento b se da en términos de la L, se le llama segmento de Kuhn.

En los dos modelos presentados aqui se considera que el polimero se estira en
forma reversible, de modo que se puede aplicar la segunda ley de la termodinamica,

dU = W + TdS (4.4)

donde U es la energia interna del polimero, W es el trabajo mecanico que el polimero
puede realizar y es el producto de la fuerza eléstica que puede ejercer el polimero
por un desplazamiento*, T la temperatura y S la entropia. Vemos que la fuerza
elastica que el polimero puede ejercer tiene dos fuentes: una entrépica y otra debido
al cambio en la energia interna.

Para una cadena deformable elasticamente® parte de la fuerza externa aplica-

1Para el caso de resortes lineales esta fuerza elastica cumple la ley de Hooke
5La deformacioén debe ser elastica para que el proceso de estiramiento sea reversible
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da para tensar el polimero se almacena en forma de energia potencial elasticaque
aumenta la energfa interna del polimero. En este caso la fuerza elastica del polimero
tiene una contribucion entropica y otra por la energia interna. Una polimero no
deformable inmerso en un bano térmico también puede realizar trabajo, pero en
este caso es solamente entropico, ya que el cambio en la energia interna es cero, y
se debe a que las moléculas del bano térmico al chocar con el polimero lo llevan de
un microestado a otro. Si la distancia x4py es maxima (con todos los segmentos
que conforman al polimero orientados en la misma direccion), entonces cualquier
choque de una particula del bano con el polimero lo llevard a un nuevo microesta-
do donde la distancia xapy yva no es maxima. Si la distancia z,py es pequena los
nuevos microestados, producto de las fuerzas térmicas, también son compatibles con
el macroestado. De modo que el polimero visita un mayor ntimero de microestados
compatibles con el macroestado y tienen una mayor entropia. La fuerza elastica que
puede ejercer la liga se debe a que intenta ir a un macrostado de mayor entropia.

Los modelos de las ecuaciones 4.2 y 4.1 consideran un polimero inextensible donde
la fuerza elastica es puramente entrépica. Correcciones al modelo de cadena libre
que consideran un segmento deformable fueron hechas en 1996 por Bustamante [15]
logrando un ajuste del modelo con los datos. También se han propuesto modelos de
gusano que consideran un rodillo deformable, extendiendo el rango de fuerzas donde
el modelo se ajusta a los datos |14].

A la fecha se han identificado 4 regimenes de fuerza-extension para moléculas
individuales de ADN de doble cadena [41]:

1. El régimen de elasticidad entrépica. Donde el modelo de gusano inextensible
(Ecuacion 4.2) es una buena descripcion pero solo para fuerzas menores a 10
pN.

2. El régimen de elasticidad intrinseca. Para fuerzas mayores a 10 pN la distancia
rapn se hace mayor a la longitud maxima esperada L., indicando que a éstas
fuerzas la estructura quimica del ADN es alterada y la respuesta elastica no es
puramente entropica. Una vez que la molécula es liberada regresa a su estado
original sin deformaciones. En este caso los modelos que mejor se ajustan a
los datos son los que consideran deformable elésticamente al polimero.

3. Transicion de superestiramiento. Cuando se aplican fuerzas de 65 pN o mas
hay un cambio brusco en la longitud de la cadena aumentando en un 70 % de
L.. Hasta el momento no hay un modelo teérico que contemple esta transicion.
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4. Ruptura de los enlaces covalentes. Para fuerzas por arriba de los 300 pN la
cadena de ADN se rompe de manera permanente.

Hasta la fecha, no se ha reportado una fase de deformacion pléstica en el ADN, pues
pasa de una regién de deformacion eldstica a un punto de ruptura.

En ninguno de los modelos que se han mencionado se considera en forma explici-
ta que la molécula de ADN es una molécula cargada negativamente; estas cargas
modifican las propiedades elasticas y el grado de compactacién que el ADN puede
tener, debido a la repulsion entre ellas. In vivo, proteinas cargadas positivamente,
como la histonas, se unen al ADN apantallando su carga negativa evitando la repul-
sion y permitiendo un mayor grado de compactacion. La concentracion de iones de la
solucion en la que esta inmersa la cadena de ADN también modifica sus propiedades
elasticas, pues los iones apantalla la carga negativa de la cadena. En la Figura 4.4 se
resumen los valores reportados para la L, para una molécula de ADN con diferentes
concentraciones de iones [14] [38].

De los datos reportados se ve que atin cuando los modelos no contengan en forma
explicita el efecto de tener un polimero cargado, la longitud de persistencia si refleja
este efecto: mientras mayor sea la concentracién de iones en la solucion, mayor es el
apantallamiento de la carga y el valor de la L, disminuye.

6Los valores reportados de la fuerza necesaria para romper un enlace covalente van desde 300
pN hasta 1700 pN, dependiendo del método por el cual se midi6 [41].
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: Lp,nm Composicion del o.M
Concentracion NaCl (modelo de gusano pB ¢ (modelo de gusano
mM inextensible) uller inextensible)
1.86 96.3 +/- 4, 8 11 M Na* (NaHPO, b, pH 7 4141004
3.12 704 4/-3 150 miM Na™, 5 mM Mg™* (NGO, bufer,
558 60.5 4/- 3 4 pH 7.} 431 £ 1365)
144 479+4/-3 10 s Na*, 10 M speemudine (NaHPO, buffer,
9.30 62.14/-8 ph 10 W10
18.6 52.34/-5 oM Trs, 130 M K", 4 mM Mg (PTC
93.0 13841, 4 buffer, pi . 410 £ 08015
189 56.2+/-3.1 M Trs, 10 mM K", 4 mM Mg™* (PTC
589 45.14/-2.1 buffer, pH 81 411 £ 240

Figura 4.4: Valores reportados para la Longitud de Persistencia. Datos toma-
dos de las Referencias [38] [14]



Capitulo 5

Medicion de la longitud de
persistencia y de la longitud de
contorno de una molécula de ADN

De las tres posibles configuraciones para obtener una curva de fuerza extension
de una molécula de ADN presentadas en la Figura 3.2 del Capitulo 3, optamos por
atar la molécula entre la superficie del vidrio y una esfera atrapada por la pinza
optica. La muestra se colocd sobre la platina piezoeléctrica, y la posicion del laser
se mantuvo fija en los experimentos presentados en este capitulo.

La distancia entre los extremos del ADN (z4py) aumenta a medida que la platina
piezoeléctrica se desplaza, pues sobre la platina se encuentra la muestra con uno de
los extremos del ADN unido a la superficie mientras que el otro extremo se encuentra
atado a la esfera atrapada por la pinza 6ptica. Cuando la platina se ha desplazado
lo suficiente como para extender por completo la molécula de ADN, la esfera que se
encuentra atrapada en la trampa -que hasta este momento habia permanecido en su
posicion de equilibrio (zg, yo, 20)- empieza a ser jalada por la molécula de ADN unida
al vidrio de la muestra. El cambio en la posicion de la esfera (z,vy, z) es detectado
por el FDP.

A partir de la posicién de la platina (z,,y,, 2,), la sefial del FDP (V,,V,, V),

los factores de conversion de volts a nm (Fi,, F,, F,,) y la rigidez de la trampa
Etrampa €n cada direccion (X,Y, Z), se determiné la fuerza ejercida en funcion de la

69
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extension del ADN.

5.1. Implementaciéon del ensayo molecular

Para lograr la configuracion molecular deseada es necesario tener algiin mecan-
ismo por el cual un extremo del ADN pueda unirse al vidrio y el otro extremo a
la esfera. Una opcion es amplificar un fragmento de ADN de tamafno conocido por
medio de una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (conocida como PCR por sus
siglas en inglés). La idea de esta técnica es partir de una concentracion baja de
ADN y amplificar ! un fragmento especifico de la molécula simulando el proceso de
replicacion del ADN .

Esta técnica utiliza una proteina llamada ADN-polimerasa, que a partir de una
cadena sencilla de ADN (cadena molde) produce una segunda cadena complemen-
taria. Una PCR empieza con una concentraciéon baja de ADN de doble cadena;
aumentando la temperatura estas cadenas se separan (etapa de desnaturalizacion)
quedando dos cadenas sencillas de ADN. Para que la ADN-polimerasa pueda fun-
cionar, necesita empezar a sintetizar la cadena complementaria a partir de un frag-
mento de ADN de doble cadena, por lo que es necesario introducir fragmentos de
ADN (comunmente llamados oligos) de ~20 pb de longitud, estos se unen a la
cadenas sencillas por complementariedad de bases (etapa de alineamiento) y son
empleados como el sustrato necesario para que la ADN-polimerasa sintetice la doble
cadena (etapa de elongacion).Para la etapa de elongacion también es necesario que
se anadan a la reaccion los nucledtidos que recluta la ADN-polimerasa para sinteti-
zar la cadena complementaria. Estas tres etapas se repiten en ciclos de modo que al
final de cada ciclo, aumenta el nimero de moléculas de ADN de forma exponencial
[43].

Los fragmentos de ADN que se amplifican se encuentran enmarcados por los
oligos que se anadan. Estos oligos pueden tener modificaciones en sus extremos, de
modo que al final tendremos amplificado un fragmento de ADN de doble cadena de
tamaflo conocido y con modificaciones en sus extremos (Figura 5.1).

Como ya se mencioné, la longitud de contorno L. del ADN se puede estimar si
se conoce el ntumero de pares de bases que componen la cadena. En nuestro caso,

'En este contexto amplificar es aumentar la cantidad de moléculas de ADN.
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Figura 5.1: Reacciéon en Cadena de la Polimerasa En el esquema se muestran
los tres primeros ciclos del proceso de amplificacién para una molécula de ADN. Para
regular el paso de una etapa a otra se modifica la temperatura: La etapa de desnat-
ualizacién se lleva a cabo a 94° C y dura 30 s, la etapa de alineacion dura 30 s, y la
temperatura depende de la secuencia de los oligos (se encuentra entre 50 y 60°C). La
temperatura en la etapa de elongacion es de 72° C y se deja 1 minuto por cada kb que
mida el fragmento que se quiere amplificar. La reaccion se lleva a cabo durante 25 a 30
ciclos. A partir de tercer ciclo se tienen los primeros fragmentos de ADN enmarcado
por los dos oligos marcados (senalados con flechas horizontales). A partir de este ciclo
la poblacién de estas moléculas empieza a crecer exponencialmente y al terminar los
ciclos su poblacién exederd por mucho a la poblacién de otras moléculas. Por claridad,
en el ciclo 3 no se muestra la ADN-polimerasa, pero al igual que en todos los ciclo la
ADN-polimerasa sintetiza la segunda cadena.
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Figura 5.2: Gel de agarosa para verificar el tamano del producto de la PCR
El producto de la PCR da una sola banda de que mide ~ 3 kb

los oligos se disenaron para enmarcar una region de 3068 pb. Para verificar que
efectivamente se amplifico iinicamente un fragmento de ese tamano se realizé6 una
electroforesis en gel. Para esto, se colocaron 3 ul del producto final de la PCR en uno
de los pozos de un gel de agarosa al 1.5 % (peso/volumen), y en los pozos aledafios se
colocé un marcador de peso molecular. Este marcador esta formado por fragmentos
de ADN de tamano conocido.

Comparando la posicion de los fragmentos de ADN del marcador con la posicion
del fragmento de ADN que se amplifico, se puede estimar el tamafo de éste tltimo
(Figura 5.2). Para observar las bandas de ADN mostradas en la Figura 5.2, el gel se
sumerge en una solucién de Bromuro de Etidio, el cual se intercala entre las moléculas
de ADN y emite una luz roja-anaranjada cuando se expone a luz ultravioleta. En
la Figura 5.2 se puede ver que solo se amplifico un fragmento de ~3 kb (3000 pares
de bases), la resolucion de este gel no es suficiente como para detectar la diferencia
entre 3000 pb y 3068 pb. Todas las nuevas cadenas de ADN que se formaron durante
la PCR tienen incluidas las dos modificaciones de los oligos. En nuestro caso, uno
de los extremos se coloc6 una molécula de biotina y en el otro extremo se colocé una
molécula de digoxigenina. Finalmente, se remueven los reactivos de la PCR (oligos,
ADNpolimerasa, nucleotidos y sales) y se recupera solo el ADN . Para esto se uso
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el Kit de purificacion de Promega.

Las moléculas de biotina se unen en forma no especifica pero covalente a las
moléculas de avidina, asi que usando esferas de poliestireno (de 730 nm de diametro)
recubiertas de avidina se logr6 atar uno de los extremos del ADN. El otro extremo
se atoé por medio de una proteina que reconoce especificamente a la digoxigeneina
(anticuerpo-antidigoxigenina) y que se une de manera no especifica a la superficie de
vidrio de la muestra. Una vez que el anticuerpo se ha unido a la superficie de vidrio
es recomendable bloquear los sitios libres de proteina, para evitar que las esferas
se peguen al vidrio de manera inespecifica. Para bloquear la superficie se usa un
fragmento de la proteina Albumina Sérica Bovina (BSA por sus siglas en inglés).

El anticuerpo, la BSA, el ADN marcado en sus extremos y las esferas recubier-
tas de avidina se fluyen en una muestra que tiene un canal de ~0.5 cm de ancho.
Este canal se construy6 pegando cinta Scotch de doble cara sobre un portaobjetos y
después se colocod un cubreobjetos transversalmente. El ensayo que se obtiene se es-
quematiza en el Figura 5.3. Como la interaccion entre el anticuerpo anti-digoxigenina
y el vidrio es no especifica, es importante contar con una superficie del cubreobjetos
limpia. Para eso se us6 un "Plasma Cleaner” (Harrick Plasma), el cual realiza un
proceso de limpieza por medio de un plasma que levanta la primer capa de molécu-
las orgénicas sedimentadas sobre la superficie de vidrio del cubreobjetos y deja una
carga negativa superficial. Esto ayuda a que el anticuerpo se adhiera al vidrio.

Es importante senalar que a nosotros nos interesan las esferas que tengan unida
una y solo una molécula de ADN. Para aumentar la probabilidad de tener ese evento
se probaron diferentes concentraciones de esferas y de ADN. El protocolo que se
optimiz6 para obtener una construcciéon como la mostrada en la Figura 5.3 se puede
consultar en el Apéndice A. Uno de los puntos importantes del protocolo es que la
solucion en la cual queda suspendido el ADN tiene una [Na™| = 100 mM. Esto es
importante pues, como se mencion6 en el Capitulo 4 la concentracién de iones es un
parametro que modifica la longitud de persistencia del ADN.

5.2. Obtenciéon de Datos

Colocada la muestra en el dispositivo experimental (Figura 3.1), lo primero que se
hizo fue obtener una calibraciéon de la respuesta del FDP con alguna de las esferas
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Figura 5.3: Ensayo molecular A) Se esquematiza la construcciéon molecular para
atar los extremos de una molécula de ADN a una esfera y al vidrio de la muestra.
B) Se esquematiza el canal formado por un cubre y un portaobjetos, a través de este
canal se fluyeron las moléculas en solucién necesarias para obtener el ensayo mostrado

en A).

Anti-digoxigenina

(que a pesar del bloqueo con BSA) se logré pegar a la superficie. La calibracion
del FDP se hizo para 10 esferas diferentes y se tom6 como factores de calibracion
(Fes, F,y) €l promedio de las 10 mediciones. Después, se obtuvo la rigidez de la
trampa a 300 nm de la superficie usando esferas que no se unieron al ADN, es decir,
que quedaron en solucion. La rigidez de la trampa se obtuvo para 5 esferas diferentes
usando los métodos de espectro de potencias y equiparticion de la energia. El valor
final que se tomo6 para la rigidez kiqampa, en cada direccion (z,y), fue el promedio de
las 5 mediciones con los 2 métodos. Los métodos de calibracion se puede consultar
en el Capitulo 3.

Una vez hecha la calibracion, buscamos una esfera atada al vidrio por medio
de una molécula de ADN. Para identificar estas esferas, se analiz6 visualmente su
movimiento Browniano, seleccionando solo aquellas que se difundiesen dentro del
volumen de una esfera cuyo radio fuese aproximadamente igual a la longitud de
contorno de la molécula de ADN.

Lo siguiente fue centrar la esfera, de modo tal que el punto de unién del ADN al
vidrio esté justo por debajo del centro de la esfera atrapada (Figura 5.4), para eso:

1. Se centr6 manualmente la esfera en la mancha del laser, esto se hizo moviendo
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Figura 5.4: Alineacion de la esfera y el ADN al centro de la trampa A)
Se muestra una esfera que no fue centrada, al empezar a mover la platina la esfera
empezara a moverse fuera de su posicion de equilibrio xg. B) Se muestra una esfera
centrada, la platina tendra que desplazarse una distancia =~ L. antes de que la esfera
empiece a moverse fuera de su posicion de equilibrio.

la posiciéon de la platina por medio de un joystick, la comunicacion entre el
joystick y la platina es a través de una rutina de LabView llamada “Joystick.vi”.
La esfera centrada en el haz es atrapada por la pinza 6ptica.

La esfera se ubicé a 500 nm de la superficie. A diferencia del procedimiento que
se explico en el Capitulo 3 para encontrar la superficie de la muestra en este
caso la senal V, que se obtiene al mover la platina en la direccién z, presenta
tres regiones: 1) Cuando la esfera, que esta atada al vidrio por el ADN; se
encuentra por debajo del punto de atrapamiento de la trampa. En ese caso
la senal es similar a la de una esfera pegada al vidrio; 2) Cuando la esfera es
atrapada por la pinza y la distancia entre la esfera y la superficie es menor a
la L. del ADN, la esfera se comporta como una esfera en solucion; 3) Cuando
la platina entra en contacto con la esfera atrapada por la pinza y empieza a
empujarla. Ubicamos la posicion de la superficie en el punto donde la platina
empieza a empujar la esfera (Figura 5.5).

. Se movio la platina un total de 1.5 pum (esta distancia corresponde al tamafio

de la region lineal del FDP) en direccion z, y —x, en pasos de 10 nm, reg-
istrando la senal del FDP después de dar cada paso. Puesto que la esfera se
encuentra atada a la molécula de ADN, al mover la platina la esfera también es
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jalada, modificando la senal del FDP V.. Cada dato en la senal del fotodetec-
tor corresponde al promedio de 200 muestras tomados a una tasa de muestreo
de 20000 Hz.

4. La gréfica de V, en funcion de la posicion de la platina z, se ajusté a un
polinomio de orden 7, de donde se puede estimar el punto de simetria de la
funcion |14].

5. La platina se coloco en este punto de simetria. Se repitio el proceso de centrado
(pasos 3, 4 y 5) dos veces mas.

6. Se volvio a encontrar la superficie y se coloco la esfera a 50 nm por encima de
la superficie .

7. Se volvio a centrar la esfera en dos ocasiones mas: la primera con el fin de
centrar por ultima vez la esfera. Cuando la senal era simétrica y la region
plana era mayor a ~2 micras se consider6 que la esfera se encontraba bien
centrada. La segunda vez que se centr6 la esfera se guardaron los datos en
un archivo. En este archivo se guardé la posicién de la platina z, y la senal
de FDP V.. En la Figura 5.6 se muestra una traza tipica resultante de este
procedimiento.

En algunas ocasiones la esfera se quedaba pegada a la superficie del vidrio, lo
cual nos indica que tenemos un error de alrededor de ~50 nm en la estimacién de
la posicion de la superficie, y que realmente la esfera se encontraba a =0 nm por
encima de la superficie del vidrio. Esta medicion se repitio para 63 moléculas de
ADN diferentes, para cada molécula se obtuvieron dos trazas diferentes, una traza
al mover la platina en direccion x, y otra al moverla en direccion y,.

El movimiento de la platina, la toma de datos, el ajuste del polinomio y la
reubicacion de la platina para centrar la esfera se hacen de forma automatizada por
medio de una rutina programada en LabView “CenteringDNA.vi”. Para encontrar
la posicion de la superficie se utilizé6 una rutina de LabView llamada "FindSurface-
Height.vi".
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Figura 5.5: Ubicacidon de la superficie usando una esfera con ADN Se muestra
la curva obtenida cuando la esfera tiene un ADN y movemos la platina en la direccion
Zp
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Senal del FDP (Volts)

; i ; ; i ;
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Posicion de la platina (nm)

Figura 5.6: Senal de FDP en funcién de la posiciéon de la platina Esta es una
traza tipica que se obtiene al estirar una sola molécula de ADN después de centrar la
construccion molecular, ADN mas esfera, con el centro de la trampa.
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Figura 5.7: Esquema geométrico del ensayo molecular. En este esquema se
muestra la relacion geométrica entre la extension del ADN (z4pyn), los parametros
que medimos y los pardmetros que conocemos h y r. También se aprecia la relacién
entre la fuerza total y la componente de la fuerza en la direccién en la que se mueve
la platina.

5.3. Analisis de los Datos

Del archivo de datos que se guardé al final del proceso de centrado se puede
obtener la curva fuerza extension, pero antes es necesario efectuar una serie de
pasos para cada una de las curvas obtenidas:

1. Los datos obtenidos se partieron justo por el centro de la curva y los valores
del tercer cuadrante se invirtieron respecto al eje “posicion de la platina” y
respecto al eje “senal del FDP” para poderlos superponer a los datos del primer
cuadrante y concatenarlos todos

2. Utilizando los factores de conversion F.x y F.y la senal de voltaje del FDP
(V, V) se convirtio en la posicion de la esfera z,y.

3. Conociendo el desplazamiento (x,y) de la esfera y la rigidez de la trampa
(Ktrampa,zs Ktrampay) S€ Obtuvo la componente horizontal de la fuerza(F,, F)
con la que se estir6 el fragmento de ADN para cada posicion de la platina.

4. Para obtener los pardmetros L. y L, necesitamos conocer la distancia entre los
extremos de la molécula de ADN z,py; ésta se puede obtener de la relacion
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geométrica (Figura 5.7) entre la posicion de la platina z,, la altura h a la que
se encuentra la esfera, el radio de la esfera r y la posicion de la esfera x [44]

TADN = \/h2+(:vp—x)2—7". (5.1)

En nuestro caso observamos que la esfera se encuentra en contacto con la
superficie, por lo que en este andlisis siempre se tom6 la altura h igual al radio
de la esfera.

. De igual forma, debido a la configuracion del ensayo (Figura 5.7), la fuerza que

se aplica sobre la cadena (y que se obtuvo en el paso 3) es solo una componente
de la fuerza total Frr con la que se estira la molécula. La fuerza Fr tiene una
componente tanto en la direccién en la que se mueve la platina (z,) como en
la direccion de propagacion del laser (Z). De la geometria del ensayo se puede
obtener el valor de Fr a partir de la fuerza de restitucion de la trampa F), que
resulta de mover la platina en la direccion z,, [14]

Fy

Fr=to (5.2)

. La curva de fuerza extension que caracteriza al ADN se obtuvo graficando Fr

en funcion de la extension z,py. Para asegurarnos de estar siempre dentro
de la region lineal de FDP, solo se consideraron los datos donde el valor de la
fuerza esté por debajo de los 4 pN.

. Se ajusté un modelo de gusano inextensible (Ecuacion 4.2) a los datos y se

obtuvieron los pardmetros L. y L,. Una traza tipica con el ajuste del modelo
a los datos de la fuerza total Fr en funcién de la extension del ADN z4py se
muestra en la Figura 5.8.

. Este tratamiento se hizo para las dos direcciones (z,y) en que se estir6 cada

una de las 63 moléculas, de modo que en total se obtuvieron 126 trazas.

. Juntamos los parametros L, y L., obtenidos de ajustar el modelo de gusano

(Ecuacion 4.2) a las 126 trazas, en dos histogramas: uno para L. y otro para
L,. Todos el manejo de datos se realizé6 por medio del programa de anélisis
estadistico IGOR. Los valores reportados de L, y L. corresponden al centro de
la funcion Gaussiana, mientras que el error asociado se obtiene de la desviacion
estandar del ajuste. (Figura 5.9).
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67 Parametros encontrados ajustando un
modelo de gusano inextensible

Lp =47 £ 4 nm

Lc =1093 + 4 nm

T
0 200 400 600 800 1000
Extension del ADN (nm)

Figura 5.8: Curva de Fuerza Extensiéon del ADN Los circulos representan los
datos obtenidos, la linea continua es el ajuste de los datos a un modelo de gusano
inextensible.
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Figura 5.9: Valores medidos de L. y L, para 63 moléculas de ADN. Todos los
pardmetros L, y L. obtenidos de ajustar el modelo de gusano inextensible a cada una
de las 126 trazas de las 63 moléculas de ADN se reunieron para obtener los histogramas
mostrados. Para la L. el ancho de la clase fue de 10, y para la L, el ancho de la clase
fue de 8. A los histogramas se les ajusté una funciéon Gaussiana (linea azul).



Capitulo 6

Discusion y Conclusiones

Discutiré por separado cada uno de los 3 puntos centrales de este trabajo:

1. La construccion y calibracion de la pinza 6ptica. Se construyo una pinza éptica
que puede usarse para estudio in singulo de macro moléculas, gracias a que
cuenta con una platina piezoeléctrica de resolucién nanométrica, un MAO para
controlar la posicion e intensidad del laser que forma la trampa, y a que la
razon senal a ruido es suficiente para efectuar los estudios planeados.

De las tres fuentes de ruido experimental que se caracterizaron, la variacion
de la potencia del laser, fue la dnica que tuvo que ser compensada por un
sistema de retroalimentacion, pues las variaciones medidas en la potencia del
laser fueron del orden de entre 15 al 30 %, aunque el fabricante asegura que
este modelo de laser deberia tener una estabilidad en potencia del 4 al 6 %.

Posiblemente las fluctuaciones en la potencia se deban a la polarizacién del
laser. El fabricante solo especifica que la luz del laser tiene una polarizacion
lineal, pero no especifica que tan estable es la direcciéon de polarizaciéon. Los
cambios en la direcciéon de polarizacion de la luz al pasar por la lamina retar-
dadora A/2 producen cambios en la magnitud de las componentes del campo
que son separadas por el cubo polarizador (Figura 3.1).

Para la calibracion de la trampa se obtuvo el factor de conversion de V a nm
del FDP asi como la distancia (~ 300 nm) donde la relacion V a nm es lineal.
Se obtuvo que la regiéon lineal de la trampa en la direcciéon X es de 210 nm y
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en la direccion Y es de 258 nm. La constante de rigidez de la trampa se obtuvo
por el método de equiparticion de la energia y por el método del espectro de
potencias. En un futuro podria integrarse a la pinza 6ptica un sistema para la
deteccion de moléculas fluorescentes.

. La medicion de las propiedades elasticas del ADN. Las 126 trazas de fuerza

extension de la molécula de ADN se tomaron durante un periodo de 6 dias
diferentes. Debido a que las trazas obtenidas se reunieron en una misma es-
tadistica, es importante considerar la dispersién de los parametros de cali-
bracion ((Fug; Fuys Frz), (Ktrampa,z: Ktrampa,y; Etrampa,z)) entre los diferentes dias
para determinar fuentes de error sistemético y estadistico en nuestros resulta-
dos. Primero, el factor de calibracién del FDP de cada dia corresponde a un
promedio tomado sobre 10 esferas diferentes, y el error estadistico encontrado
para cada dia corresponde al 6 %. Diferentes factores contribuyen a esta dis-
persion de los datos, entre ellos el més claro es la variacion en el tamano de las
esferas debido a que la muestra no es monodispersa. Este error estadistico se
propaga a la incertidumbre en la estimacion de la posicion de la esfera (x,y).

Luego, los valores de (Kyampaws Ktrampay) Obtenidos cada dia corresponden
al promedio de los valores obtenidos para 5 esferas tanto por el método de
equiparticion de la energia como por el método del espectro de potencias.

Debido a que los valores obtenidos a partir de la frecuencia de corte resultaron
sisteméaticamente mas grandes que los valores obtenidos a partir de la ampli-
tud de la funcion lorenziana ajustada al espectro de potencias y también del
teorema de equiparticion, se tiene un error sistematico en la determinacion
diaria de la rigidez del 30 %.

Para cada método de obtencion de Kipgmpa, €l error estadistico asociado con la
diferencia entre los valores promedio de cada dia es del 12 %.

Finalmente, el error sisteméatico de kiqmpa S€ propaga junto con el error sis-
tematico en la deteccidon de la posicién, para determinar el error sisteméatico en
la fuerza. Como la fuerza es F, = Etrampa,z® 0 Fy = Ktrampayy, Su error relativo
es la suma de los errores relativos de la rigidez del resorte y la posiciéon de la
esfera. La fuente mas clara de error sistematico para la posicion (z,y), seria
que el FDP se encontrase mal alineado respecto al laser. Como antes de cada
medicion nos aseguramos de que el laser estuviese centrado podemos consider-
ar que la contribucion de (x,y) al error sisteméatico de la fuerza es despreciable
comparado con la contribucion de Kypqmpa; €l error sistemético en la fuerza es
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de 30%. Este error afecta de manera directa el valor encontrados para L, y
en menor medida el valor de L.

En nuestros experimentos encontramos que la L. de nuestras moléculas de
ADN es de 1103 £ 21 nm, mientras que el valor esperado es de 1043 nm.
Considerando que la longitud de contorno esperada aumenta unos ~15 nm
debido al tamano de las moléculas usadas para unir el ADN entre el vidrio
y la esfera atrapada [14], la diferencia de nuestra medicion respecto al valor
esperado es del ~4 %. Una posible causa para este error es que la distancia
entre nucle6tidos que se esta considerando es de 0.34 nm, este valor es correcto
para un ADN cristalizado [39]. Es posible que la distancia entre dos pares de
bases nitrogenadas en una molécula de ADN en soluciéon cambie respecto a un
cristal.

En cuanto a la longitud de persistencia de moléculas de ADN de doble cadena,
podemos comparar el valor de L, que nosotros obtuvimos, (49 £10) nm para
una [Na*!] = 100 mM, con el valor reportado en la Referencia [38] de (43.8
+1.4) nm a [Na™'] = 93 mM. Si consideramos este valor reportado como el
valor esperado, la diferencia con nuestra mediciéon es del 10 %, sin embargo,
los valores reportados en la Referencia [38] presentan una gran dispersion, y
no podemos asumir que la diferencia de 7 mM en la concentracion de iones no
modificarian sensiblemente el valor de la longitud de persistencia.

Es posible que esta diferencia entre el valor medido y valor reportado mas
cercano a las condiciones experimentales que se usaron aqui se debe en parte
al error sistematico del 30% en la estimacion de la fuerza. El valor de Lp
depende inversamente de la fuerza de modo que la incertidumbre sistematica
del 30% en la fuerza se traduce en una incertidumbre sistematica del 30 % !
en el valor medio de la distribucion de Lp (Figura5.9).

Por otra parte, la incertidumbre estadistica de L, corresponde al ancho de
la distribucion, y en nuestro caso es del 20 %. Este valor se podria disminuir
aumentando el niimero de mediciones.

Finalmente, sumando por cuadraturas las incertidumbres sisteméaticas y es-
tadisticas, reportamos una incertidumbre del 36 % en la medicion de L, con
nuestro sistema de pinzas 6pticas.

3. Recordemos que la motivacion para realizar este trabajo era tener una pinza

I'Considerando solo el error sistematico que la fuerza introduce al error sistematico en la medi-
ci6n, de modo que: L, = aF~! con a constante, entonces §L,/L, = 16F/F
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optica para el estudio n singulo de la cinesina, entre otras miltiples posi-
bilidades. Para poder realizar estos estudios faltaria por un lado lograr el
ensayo molecular y por otro lado necesitamos que las mediciones tengan una
incertidumbre menor al 10 %. Para lograr esto debemos de disminuir el error
sisteméatico en la estimacion de la fuerza y deberemos de hacer mediciones
sobre un nimero grande de moléculas para disminuir el error estadistico. Una
vez logrado esto estariamos listos para realizar las mediciones in singulo de la
cinesina.

Las perspectivas inmediatas de este trabajo seran: realizando digestiones par-
ciales, caracterizar la curva de fuerza extension de una molécula de ADN con muescas
en una de sus cadenas; y expresar la proteina cinesina para implementar el ensayo
molecular.



Apéndice A. Protocolos

6.1. Obtencion del ADN

Para poder caracterizar una cadena de ADN amplificamos por medio de una
PCR un segmento de 3068 pares de bases con modificaciones en los extremos 5’ de
la cadena de nucledtidos. En el extremo 5’ del oligo forward se anadié una molécula
de biotina y en el extremo 5’ del oligo revers se anadié una molécula de digoxigenina.
Para un volumen final de 25 pul se mezclo:

= 2.5 pl Buffer de PCR

= 2.5 pl Cloruro de Magnesio

» 0.5 pl Mezcla de nucleotidos (dNT P;)

= 0.5 pl Oligo reverse

= 0.5 ul Oligo forward

» 1.0 pl Templado (ADN molde)

= 1.5 pl Polimerasa Thermus aquaticus (TAq polimerasa)

= 17.0 pl Agua MiliQQ
Usando una termocicladora programable se realizaron 25 ciclos de amplificacién con
una temperatura de alineamiento de 58°C'. Para desnaturalizar el ADN se aumento

la temperatura hasta 94°C durante 5 minutos. Después de los 5 minutos el termo-
ciclador empieza a operar en ciclos. La primera etapa del ciclo son 30 segundos a
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la temperatura de desnaturalizacion, después se bajo hasta la temperatura de alin-
eamiento (que para estos oligos fue de 58°C') y se mantuvo esta temperatura por
30 segundos. Finalmente el tiempo de extension fue de 3 minutos a 72°C' .Una vez
concluidos los 25 ciclos, la termocicladora se dej6 10 minutos a la temperatura de
extension (72°C') para que la polimerasa completara la extension de los tramos que
quedaron incompletos.

Para verificar la amplificacion del fragmento seleccionado de ADN hicimos elec-
troforesis con un gel de agarosa al 1.5 % w/v:

1. Pesamos 1.5 g de agarosa y anadimos 100 ml de Buffer TAE 1x. Calentamos
hasta disolver por completo la agarosa (el agua evaporada se repuso) y vertimos
la solucion en un molde de plastico rectangular con una peineta en la parte
superior para formar los pozos. Una vez fria y solidificada la agarosa retiramos
la peineta y colocamos el gel en la cubeta de electroforesis.

2. La cubeta se llen6 con Buffer TAE 1x y en el primer y tercer pozo cargamos
2 pl del marcador de peso molecular, en el segundo pozo cargamos 3 ul del
producto final de la PCR mas 1 ul de Buffer de carga. El Buffer de carga
contiene glicerol para ayudar a precipitar el ADN hasta el fondo del pozo, y
tres colorantes: xilencyanol que marca la ubicacién de la banda de 2 Kb, Azul
Bromofenol que marca la ubicacién de la banda de 500 pb y Naranja G que
marca la posicion de la banda de 100 pb. El uso de estos colorantes durante
la electroforesis ayuda a ubicar cuanto ha migrado el ADN.

3. Se dej6 correr el ADN por 45 minutos a 90 V.

4. Después de los 45 minutos se sumergio el gel en una solucién con bromuro de
etidio durante 30 minutos

5. El gel se expuso a luz UV y se tom6 la imagen.

Los 23 ul de la PCR que no se utilizaron se purifican para retirar todos los
componentes de la PCR y solo dejar el ADN. Esto se hizo segun las instrucciones
del Kit de purificacion Promega
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6.2. Protocolo para limpiar los vidrio

1. Se colocan los cubre objetos (Corning, no. 2940-224) en un soporte ceramico.
2. Se introduce el soporte cerdmico a la caAmara del Plasma Claner.

3. Se prende una bomba de vacio hasta alcanzar dentro de la camara una presion
de 1 Torr.

4. Se enciende la radio frecuencia y se dejan los prendida durante 5 minutos.
5. Se apaga la radio frecuencia y se ventila la caAmara.

6. Se retira el soporte ceramico con los vidrio. Los vidrios se pasan a un soporte
de teflon y se guardan en una caja herméticamente cerrada.

Durante todo el proceso se deben usar guantes.

6.3. Protocolo de incubaciéon

1. Se construye un canal de ~0.5 cm de diametro adhiriendo cinta doble cara
en un porta objetos y transversalmente se coloca un cubre objetos limpio (se
limpia por medio del Plasma Cleaner).

2. Se diluyen 10 ul de anticuerpo a una concentracion de 5 mg/ml en 90 pl de
Buffer de fosfatos salino. Se fluyen 15 pl (aproximadamente el volumen del
canal) en el canal y se deja incubar durante 10 minutos.

3. Se lava el canal con 200 ul de Buffer de lavado y se deja durante 2 minutos.

4. Se fluye ADN a una concentraciéon de 0.25 nM disuelto en Buffer de fosfato y
se dejo incubando durante 10 minutos

5. Se lavo el canal con 200 ul de Buffer de lavado y se deja durante 2 minutos.

6. Se fluyeron 30 ul de esferas disueltas en Buffer de fosfato y a una concentracion
final de 0.38 pM. Las esferas se sonicaron previamente en hielo durante 10
minutos.

7. Se sello el canal usando esmalte para unas.
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6.3.1. Buffer de lavado (1 ml)

» 250 pl de Albumina Sérica Bovina a 20 mg/ml

» 750 ul de Buffer de fosfatos con 0.1 % de Tween

6.3.2. Buffer de fosfato (100 mM, 100 ml)

s 7.74 ml de solucién 1 M de NayH POy

= 92.26 ml agua miliQ

El pH ya esta ajustado, la solucion se hace pasar por un filtro de 0.22 pum (tamafio
del poro). Se almacena a 4°C

6.3.3. Buffer de fosfatos salino

= 137 mM NaCl
s 2.7 mM KC1
= 10 mM Na,HPO,

s 2 mM KH2P04

Se ajusta el pH a 7.4, la solucion se hace pasar por un filtro de 0.22 ym (tamafo
del poro). Se almacena a 4°C



Apéndice B. Automatizacion de la
pinza: Lista de VI’s

Todas estas rutinas fueron escritas originalmente por el grupo de trabajo del
Dr. Steven Block, y se modificaron para que funcionaran de acuerdo a nuestras
necesidades y dispositivos. En todos los programas se tiene la opcioén de guardar los
datos, si se selecciona esa opcion se genera una archivo con el nombre del vi y la
hora, dentro de la carpeta con la fecha del dia.

Feedbackpower.vi Por medio de este programa se controla la amplitud de la
senal sinusoidal que se envia al MAQO. Lo primero que hace el programa es enviar al
generador de funciones un valor para la amplitud y frecuencia de la senal sinusoidal
que debe enviar al MAO. Después detecta la senal del foto-detector durante 1 min-
uto y el valor promedio se establece como el punto de referencia para el sistema de
retroalimentacion, también se puede establecer de forma manual el voltaje de refer-
encia. El programa registra constantemente el valor del voltaje en el foto-detector y
lo compara con el valor de referencia, la diferencia entre estos valores se multiplica
por los factores integrales y proporcionales que el usuario determine, y el numero
resultante se suma al valor de la amplitud de la senal sinusoidal que se manda al
MAO.

CenterStuckbead.vi Este programa mueve la platina en pasos, primero en la
direccion z, y luego en la direccion y,. Cada vez que la platina da un paso, el FDP
adquiere 200 muestras (a una tasa de muestreo de 20000 Hz) y los promedia para
dar un tnico punto. En el panel frontal se despliegan dos gréaficas, una para la senal
del FDP en funcién de la posicion de la platina z, y otra en funcion de y,. A cada
una de estas curvas el programa le ajusta la derivada de una Gaussiana, y coloca la
platina en el centro de la derivada.
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ScanStageLookingForSurface.vi Este programa mueve en pasos la platina en
la direccion z,, después de dar un paso el FDP adquiere 8000 muestras (a una tasa de
muestreo de 40000 Hz) y los promedia para dar un tinico punto. En el panel frontal
se grafica en tiempo real la senal del FDP en funciéon de la posicién de la platina.
Una vez que la platina ha dado el numero de pasos indicados vuelve a su posicion
inicial y mueve de nuevo la platina en la direccién z,. Esta accion se repite hasta
que se indica, apretando un botén del panel, que ya no queremos tomar mas trazas.
Todas las trazas obtenidas se empalmen en la misma grafica en el panel frontal.

CenterStuckbead91 %.vi Este programa mueve en pasos la platina en la direc-
cion z,, después de dar un paso el FDP adquiere 200 datos (a una tasa de muestreo
de 20000 Hz) y los promedia para dar un tnico punto. En el panel frontal se grafica
la senal del FDP en funciéon de la posicion de la platina Después encuentra el valor
méaximo y minimo de en la senal del FDP y a la diferencia entre estos valores le
asigna un valor del 100 %. Después calcula la posicion a la cual el valor del voltaje
es el 91% , y mueve la platina a esta posicion.

Find Surface Height.vi Este programa mueve en pasos la platina en la direc-
cion z,, después de dar un paso el FDP adquiere 2000 datos (a una tasa de muestreo
de 20000 Hz) y los promedia para dar un tnico punto. En el panel frontal del pro-
grama se grafica la senial del FDP en funcién de la posicion de la platina. Tanto el
tamano de los pasos de la platina, como el ntimero de pasos son parametros que el
usuario debe especificar al programa. Otro de los parametros de entrada del progra-
ma le pregunta al usuario la distancia a la que quiere colocar la platina respecto a la
superficie. Una vez obtenida la curva el programa le pide al usuario que coloque el
cursos sobre el punto de la curva donde se encuentra la superficie, una vez colocado
el cursor se debe de apretar el botén de “cursor listo” y el programa mueve la platina
a la posicion indicada por encima de la superficie.

PowerSpectrum.vi Este VI toma como entradas los valores de los factores de
calibraciéon del FDP para convertir la senal de V a nm. El programa colecta datos
32768 muestras (a una tasa de muestreo de 65568 Hz), esta toma de datos la hace
en forma iterativa el nimero de veces que se especifique, por lo general 20 veces. A
partir de estos datos el programa calcula el espectro de potencias y le ajusta una
Lorenziana. A partir de los parametros obtenidos del ajuste (frecuencia de corte y
amplitud de la Lorenziana) se obtiene la rigidez de la trampa. Usando los mismos
datos el programa calcula la varianza en la senal y usando el método de equiparticion
de la energia encuentra la rigidez de la trampa. En el panel frontal del programa se
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despliega una grafica con el espectro de potencias para cada coordenada (z,y, z) y
una tabla con los valores estimados de ki qmpe para cada método y para cada eje.

CenteringDNA.vi Este programa realiza diferentes acciones, dependiendo de
los botones que se activen, pero en todos los casos mueve la platina en pasos, primero
en la direccion z, y luego en la direccién y,. Cada vez que la platina da un paso el
FDP adquiere 200 muestras (a una tasa de muestreo de 20000 Hz) y los promedia
para dar un tnico punto. En el panel frontal se grafica el voltaje del FDP en funcién
de la posicion de la platina. Uno de los botones da la opcion de ajustar la derivada
de la Gaussiana, otro botén da la opcion de ajustar una linea recta entre la posicion
de dos cursores . La ubicacion de los cursores sobre la grafica queda a cargo del
usuario. Otro boton ajusta un polinomio de 7 orden a los datos. En los tres casos
se puede decidir si queremos que al terminar el ajuste la platina se mueva al valor
correspondiente con el centro de la gréafica.

Drag Stokes.vi Este programa permite mover la platina a una velocidad con-
stante especificada por el usuario.Dado que la esfera pasa de estar en reposo hasta
una velocidad constante, hay un tiempo en el cual la esfera se acelera, y en el cual
no se toman datos. En la region en la cual la velocidad es constante, el programa
mide el desplazamiento de la esfera respecto a su posiciéon de equilibrio. En forma
automatica le programa incrementa la velocidad de la platina, en intervalos dados
por el usuario, y genera una grafica de velocidad contra la posicion desplazada de
la esfera. A partir de la pendiente de la grafica se obtiene el valor de la rigidez de la
trampa asumiendo que la viscosidad es la del agua y que la esfera esta a una altura
dada por el usuario.
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Apéndice B: Automatizacion de la pinza: Lista de Vi
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