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Las relaciones entre la Fisica y la Biologia molecular se han reducido tradicionalmente al transvase
de técnicas experimentales que permitieran reconstruir, visualizar y entender estructuras moleculares.
Con las recientes técnicas de moléculas individuales —microscopia atomica de fuerzas, pinzas opticas
v magneéticas— la Fisica ha encontrado en la célula un laboratorio de complejos fenomenos fisicos a
nivel molecular. Desde este punto de vista, muchas proteinas son verdaderos motores moleculares de
dimensiones y precision que estan hoy lejos del alcance de la ingenieria.

Las pinzas opticas son uno de los instrumentos mas utiles en la creciente experimentacion en
Biofisica. Los estudios con laser de Ashkin a principios de los 70 demostraron que las fuerzas creadas
por la presion de radiacion tienen capacidad para atrapar y manipular particulas en el rango del nano-
metro y micrometro. La magnitud de estar fuerzas, en el orden del pico-Newton, las hace especialmente
convenientes en Biofisica Molecular y Celular, aunque su rango de aplicaciones encuentra igualmen-
te interés en otras ramas de la Nanotecnologia.

La fuerza, el torque, la tension y la deformacion o el trabajo son ejemplos de acciones mecanicas
y elasticas intimamente unidas a las reacciones quimicas en la célula. Las pinzas opticas representan
una metodologia basada en el laser que permite manipular y monitorizar en tiempo real moléculas y
organulos individuales mientras realizan su funcion biologica o para medir sus propiedades fisicas. En
este articulo introducimos el atrapamiento optico y su aplicacion en la construccion de la mencionada
técnica experimental. A continuacion se describen los principios operacionales y su potencial en el
estudio de procesos biologicos, haciendo especial referencia a la importancia de las fluctuaciones en
Biologia. Por ultimo se ilustran aplicaciones explicando las configuraciones experimentales y recientes

progresos en biofisica molecular y celular.

1. Introduccion

No pas6 mucho tiempo desde la invencion del laser hasta
que se logro aplicarlo a la investigacion fisica de la vida. No
hace mucho tiempo en términos de la evolucion de la Fisica
como ciencia aunque si desde el punto de vista de la Biologia,
en donde las explicaciones basadas en primeros principios
fisicos apenas han empezado a emerger [1]. La Fisica es una
ciencia practicamente presocratica mientras que la Biologia
molecular exploté a mediados del siglo XX. Casi todas las
técnicas avanzadas de estudio de células y macromolécu-
las en Biologia han venido precedidas por una tecnologia
desarrollada por fisicos, investigadores que siendo expertos
en un campo fundamental de la Fisica y demostrando un pro-
fundo conocimiento de los procesos biologicos y bioquimicos,
han generado instrumentos que les permitiesen curiosear en
ese mundo tan especifico, desde un punto de vista universal,
pero tan importante, desde un punto de vista humano, que es
la vida. Buena parte de estas tecnologias, ademas, vinieron
precedidas particularmente del estudio de la Fisica de ondas.
Las mas conocidas rinden tributo a la Fisica de la luz, u 6ptica,
puesto que poder ver con nuestros propios ojos la dinamica
o al menos instantaneas de un proceso dinamico siempre ha
proporcionado una informacion no solamente deseable, sino
también en muchos casos principal. Hoy somos capaces de
ver células con microscopios Opticos mientras estan vivas y a
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la vez que experimentamos sobre ellas. Hoy podemos resolver
virus con microscopia electronica y estructura de moléculas
con rayos X. Habida cuenta de la cantidad de energia que
transportan los electrones y las ondas electromagnéticas de
longitud de onda por debajo de la del visible no existe todavia
técnica experimental que nos permita ver macromoléculas en
movimiento, esto es, dindmica de nanomotores biologicos.
Podemos ver la estructura del ADN o de una polimerasa, por
ejemplo, con resolucion atdmica mediante rayos X pero de
manera estatica y en unas condiciones en las que han perdido
totalmente su capacidad funcional.

Aunque no nos ha sido posible ver la dindmica molecular
—estocastica, por cierto— que hay en el interior de nuestras
células si que es hoy posible medirla in vitro, medir una
terna de magnitudes independientes, fuerza, desplazamiento
y tiempo [2], que nos permite reconstruir la mecanica, la ter-
modinamica y la cinética quimica de las reacciones mecano-
quimicas que realizan las proteinas continuamente y fuera
de equilibrio en nuestras células para que podamos consi-
derarnos seres vivos. Hoy somos capaces de medir como
una proteina genera trabajo mecanico consumiendo energia
quimica, tipicamente de la hidrolisis de la molécula de ATP,
y de las fluctuaciones térmicas del entorno. Hoy somos
capaces de medir las propiedades elasticas de polimeros tan
determinantes como el ADN, un disco duro en el interior de
nuestras células con un disefio nanotecnologico que la evolu-
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cion ha desarrollado a lo largo de millones de afios. Un disco
duro cuyas propiedades elasticas son importantes de conocer
si queremos entender, por ejemplo, como es el proceso de
lectura, copia (replicacion), compresion (empaquetamiento)
y otros procesos fisicos que ocurren en la nanoescala y que
son necesarios, de nuevo, para que tengamos realidad como
seres vivos. La escala de fuerzas a la que ocurren estos
procesos es la del pico-Newton (pN) y los desplazamientos
de nandémetros (nm). El rango de tiempos es amplio pero la
observacion en el milisegundo es una precision que nos esta
proporcionando hoy una informacion muy amplia, como
veremos en este articulo.

2. Atrapamiento éptico

Construir un dinamémetro en el pN no fue tarea tecnolo-
gicamente sencilla hasta hace unos 25 afios, aunque fue sabi-
do con siglos de antelacion, desde la temprana historia de la
optica, que la luz posee momento lineal y angular y que, por
lo tanto, puede ejercer fuerza sobre los objetos fisicos. Sin
embargo, se consideraba que no tenia la magnitud suficiente
como para afectar a los usos practicos de aquellos tiempos.
Con el advenimiento del laser, Ashkin mostré en 1970 que se
puede usar la presion de radiacion de haces focalizados para
afectar de modo ostensible la dinamica de particulas micro
y nano-métricas. Sus experimentos iniciales fueron de acele-
racion/deceleracion, levitacion y atrapamiento de particulas.

Las aplicaciones en Fisica Atdmica revolucionaron las
técnicas de enfriamiento, consiguiéndose las temperaturas
mas bajas del universo. En esta linea de trabajo, se obtu-
vieron avances en la condensacion de Bose-Einstein y mas
recientemente en laseres de atomos. Asimismo, se han rea-
lizado avances practicos en relojes atdmicos y en la medida
de fuerzas gravitatorias. En Nanotecnologia existe un amplio
abanico de aplicaciones. En Biologia se ha conseguido desde
la manipulacion de células vivas, hasta la medida de fuerzas
mecanicas y propiedades elasticas de células y biomoléculas.
En particular, en el estudio de motores moleculares y en el
plegamiento de proteinas.

Partiendo de las ecuaciones de Maxwell, que son las
que gobiernan la luz, se puede calcular la fuerza generada
sobre particulas pequefias de un modo analitico y sencillo
y lo vamos a estudiar en la siguiente seccion. Previamente y
a modo descriptivo, vamos a pensar en un laser como si se
tratase de un caidn de luz que dispara fotones en trayectorias
rectilineas. Estos fotones son como balas que atraviesan los
objetos fisicos y que al hacerlo provocan una serie de efectos
que pretendemos analizar. El efecto total de estos fotones al
interaccionar con un objeto es lo que se llama presion de
radiacion, y se puede descomponer, para objetos dieléctri-
cos, en dos efectos principales: fuerza de scattering, que es
el empuje de los fotones al “chocar” con el objeto, y fuerza
de gradiente, que es la fuerza responsable del atrapamiento.
Para levitar particulas, por ejemplo, solo hace falta fuerza de
scattering; podemos pensar en un laser a la manera de géi-
ser, apuntando en direccidén opuesta a la fuerza gravitatoria
y levitando a las particulas en contra de su peso por el flujo
vertical de fotones.
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3. Fuerza sobre una particula en un haz
electromagnético armonico

3.1. Particula pequefia. Aproximacion dipolar

Una particula es pequefia cuando es mucho menor
que la longitud de onda de la radiacion que se le aplica.
Normalmente, en pinzas Opticas se trabaja con longitudes
de onda que van desde el visible hasta el infrarrojo, es decir,
desde 300 nm a unos 1100 nm. Una particula es entonces
pequena (también llamadas particulas tipo Rayleigh o en
aproximacion dipolar) cuando tiene un didmetro caracte-
ristico de menos de 50 nm. Las microesferas que se atra-
pan con pinzas Opticas tienen tipicamente un didmetro del
orden de 1 um, lo cual estd fuera de esta aproximacion.
Sin embargo, en esos casos la descripcion sigue siendo
cualitativamente valida y, sobre todo, permite entender la
fisica del problema.

Sea una particula pequefia, es decir, con radio a<<A,
neutra y polarizable eléctricamente (€ # 1) pero no magnéti-
camente (& = 1). En presencia de un campo electromagnéti-
co, la fuerza de Lorentz queda [3]:

Y
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c dt
donde # es el momento dipolar inducido y &, B son los vec-
tores eléctrico y magnético, respectivamente (unidades del
sistema de Gauss). A frecuencias opticas, usadas en la mayo-
ria de los experimentos, el promedio temporal de la fuerza
es la magnitud observable [4] Sea el campo electromag-
nético armoénico, es decir, E(r 1) =Re{E(r) exp(—iwt)},
B(r,t) = Re {B(r) exp(—iwt)}, O(r,t) = Re {p(r) exp(—icwD)};
E, B, y p son, en este formalismo, funciones complejas de
la posicion y el espacio, y Re denota la parte real. Asi, la
componente i-ésima de la fuerza de Lorentz promediada en
el tiempo en un intervalo 7>>27/w es [3]:

oF! (r)} @

(£(r,1) = F(r) = 15Ke{aE (r)

La ec. (2) constituye la expresion del promedio temporal de
la fuerza (f (l)} F =(F,F,,F3) sobre una particula pequena
en un campo electromagnético arménico arbitrario. ¢ es la
polarizabilidad de la particula.

El campo optico puede expresarse en su forma paraxial,
es decir, un haz u onda plana propagante o evanescente
con una direccion principal de propagacion a lo largo de
k. De esta manera, el vector eléctrico se puede describir
por E(r)=Ey(r)exp(ik-r). Sustituyendo en la ec. (2), se
obtiene [3]:
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Sm denota la parte imaginaria. El primer término es la
fuerza de gradiente que actia sobre la particula, pues como
se ve, este término es proporcional al gradiente de la inten-
sidad de la onda, V|E, |2 El segundo término representa
la contribucion de la presion de radiacion a la fuerza de
scattering. Este término es proporcional a la intensidad de
la onda, |E,|2, y lleva la direccion de la propagacion, k.
El ultimo término es solamente cero cuando o o E es real.
Este es el caso de una onda plana propagante o evanescente
pero no de un haz en general. Este Gltimo término puede
inducir rotacién por transferencia de momento angular
sobre la particula, como se ha clarificado recientemen-
te [5]. Si la particula presenta respuesta magnética, el ana-
lisis es mas complejo [6]. La fisica derivada del analisis del
tercer término de la ec. (3) o de la presencia de particulas
magneto-dieléctricas no ha sido de momento explotada en
la manipulacion de biomoléculas por lo que, por brevedad,
no la detallaremos aqui.

3.2. Particula grande. Aproximacion de optica de rayos

Las particulas de dimension mucho mayor que la longi-
tud de onda pueden tratarse mediante Optica de rayos. Aqui
no vamos a usar un tratamiento matematico para describirlo
sino que simplemente vamos a emplear argumentos cua-
litativos para entender la aparicion de las componentes de
la presion de radiacion antes deducidas rigurosamente para
particulas dipolares. La figura 1(a) muestra como las com-
ponentes de scattering y de gradiente de la fuerza provienen
ambas de la presion de radiacion en una particula dieléctrica.
Considérese un par de rayos “a”y “b” que llegan a la particu-
la de forma simétrica respecto al centro de la misma. Si igno-
ramos el efecto de reflexiones secundarias, la mayor parte de
los rayos se refractan a través de la particula, dando lugar a
las fuerzas F, y Fj en la direccion del cambio de momento.
La fuerza F), es mayor que la F, ya que la intensidad del rayo
“b” es mayor que la del “a”. Sumando el efecto de todos los
pares de rayos simétricos que llegan a la particula, se ve que
la fuerza neta puede ser resuelta en términos de dos com-
ponentes, F.,, llamada fuerza de scattering, que apunta en
la direccion y sentido de la luz incidente, y Fqq, fuerza de
gradiente, que proviene del gradiente de la intensidad de luz
y lleva la direccion transversal a la direccion de propagacion
del haz, apuntando hacia las zonas de mayor intensidad de
campo. Para una particula en el eje del haz gaussiano TEM,y,
F,=F, en la direcciéon transversal, y no hay componente
neta de gradiente. Como resultado de las fuerzas que actian
sobre la particula, ésta quedaria centrada en el eje del haz y
moviéndose en la direccion de propagacion. De esta mane-
ra, hemos conseguido atrapar la particula en la direccion
transversal a la propagacion del haz. Estas ideas son gene-
ralizables para particulas dieléctricas en un haz genérico: la
fuerza de scattering empuja a las particulas en la direccion
de propagacion del haz, y la fuerza de gradiente las hace
tender hacia las posiciones de maxima intensidad de luz (en
otras palabras, las particulas dieléctricas tienden a “escalar”
el gradiente de energia electromagnética).

Si queremos producir un atrapamiento en las tres direcciones
del espacio, hemos de jugar con la fuerza de gradiente. Para
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ello, podemos hacer converger los rayos hacia un centro comtn
usando una lente, segiin la figura 1(b). En estas condiciones,
el foco de la lente se convierte en el maximo de intensidad.
Si el gradiente es lo suficientemente “empinado”, lo cual se
puede conseguir con una apertura numérica alta, la fuerza de
gradiente sera lo suficientemente grande como para vencer
el empuje radiativo que produce la fuerza de scattering, y la
particula quedara finalmente atrapada también en la direccion
de propagacion.

Es importante notar que los argumentos empleados
en esta seccion son validos para particulas dieléctricas
(transparentes). Para particulas metalicas el comporta-
miento es mas complejo. Los experimentos realizados
hasta la fecha en Biofisica se han realizado con particulas
dieléctricas (poliestireno, tipicamente). Ademas, la mayor
parte de las células, organulos y biomoléculas no pre-
sentan absorcidon ni respuesta magnética por lo que, por
brevedad, no vamos a extender los argumentos de arriba a
particulas mas complejas. Por otro lado conviene sefialar
que jugando con el perfil geométrico de la onda se pueden
disefiar trampas mas sofisticadas a las de la figura 1(b)
que incluso puedan hacer orbitar y rotar a la particula
atrapada. Por ejemplo, el modo TEM,, se usa para atra-
par particulas metalicas que por sus propiedades opticas
escapan de las trampas Opticas convencionales como la de
la figura 1(b).

a) b)

S e—— Foa

Lente

Fig.1. Fuerzas opticas sobre una esfera dieléctrica, (a) Origen de las
componentes de scattering, Fy.,, y de gradiente, Fy,,,, para una par-
ticula dieléctrica y de indice de refraccion mayor que el del medio
que le rodea, bajo la accion de un haz laser de perfil gaussiano (modo
TEM,). (b) Fuerza de gradiente en la direccion de propagacion del
mismo haz tras focalizarlo. El equilibrio entre la fuerza de scattering
y la de gradiente en el eje genera ahora estabilidad también en esta
direccion. Este esquema representa la forma mas sencilla de generar
un atrapamiento 3D enteramente optico y dio nombre a la técnica
“pinzas opticas” en el afio 1986 [7].

3.3. Particula general. Tensor de tensiones de Maxwell

La dispersion de luz por particulas generales incluye
scattering multiple en la superficie y en el interior de la
particula. Estos efectos a su vez perturban la distribucion
del campo incidente de manera que el analisis es complejo.
La resolucion de las ecuaciones de Maxwell se realizé hace
ya bastante tiempo de manera analitica para geometrias
sencillas (esfera y cilindro) en forma de serie (Series de
Mie [8]), pero también se puede realizar para cualquier
geometria mediante calculo numérico [3]. Existen efectos
fisicos interesantes que no pueden ser descritos por las
aproximaciones de las secciones anteriores como son la
aparicion de resonancias electromagnéticas del tipo cono-
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cido como “modos de galeria susurrante” y plasmones de
diferentes ordenes. Estos efectos ocurren para longitudes
de onda criticas y tienen una consecuencia no trivial sobre
la fuerza [3]. Para haces de luz y geometrias y materiales
de particula bastante comunes, sin embargo, la fuerza
puede seguir discutiéndose cualitativamente en términos
de gradiente y scattering. Independientemente de cual sea
el método elegido para calcular el campo electromagnéti-
co dispersado por una particula, la fuerza siempre puede
calcularse a partir de la siguiente expresion para campos
armonicos en promedio temporal:

F = é%e{fzdzr[@E(r,a)) . n>E*(l‘,CU) + “4)
+ (€H(r,a)) . n)H*(r,a))] —

_ %(d E(r,co)|2 + ,U‘ H<r’w)‘2)n}

donde X es una superficie cualquiera que contiene a la
particula y n es el vector unitario normal a dicha superficie
que apunta hacia el exterior de la misma. Hemos empleado
B(r)=uH(r), H(r,r)=Re{H(r) exp(—iwr)}, para dar sime-
tria a la expresion y para extender, a través de las permiti-
vidades dieléctrica, €, y magnética, 4, el andlisis al caso en
que el cuerpo se encuentre sumergido en un fluido isétropo
y homogéneo. Esta expresion estd obtenida a partir de la
parte espacial del tensor de energia-momento del campo
electromagnético y se conoce como tensor de tensiones de
Maxwell [3]. Es correcta independientemente del material
de la particula, tamafio o geometria.

Alternativamente se puede expresar la fuerza en funcion
de las secciones eficaces:

I k
F = ?O Cpr Tg (5)
donde [ es laintensidad incidente y C,,, = Cpyy — €080 - Cypy,

siendo C,,; y C,., las secciones eficaces de extincion y scatte-
ring, respectivamente, y cos8 - C., el promedio del angulo
de scattering [8]. Esta expresion puede ser obtenida de modo
riguroso integrando la ec. (4) sobre una superficie esférica
que contenga a la particula. La ec. (5) pone en conexion la
presion de radiacion con las secciones eficaces de extincion
y scattering por lo que hace mas visible la Fisica de la pre-
sion de radiacion. Aplicarla, sin embargo, es complicado si
el campo incidente no es una onda plana o evanescente y la
particula no es esférica o cilindrica.

Conviene justificar que solo nos interesan los promedios
temporales de las fuerzas electromagnéticas sobre un obje-
to puesto que a frecuencias Opticas los campos varian tan
rapidamente en el tiempo, que el objeto no tiene tiempo de
reaccionar a sus cambios instantaneos. Esto es especialmente
verdad cuando el objeto se encuentra en un fluido (los expe-
rimentos en Biologia se realizan en un tampon acuoso) de
manera que la friccion impide al objeto seguir la frecuencia
del laser o sus fluctuaciones rapidas en intensidad.
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4. Pinzas dpticas: montaje experimental

Las pinzas oOpticas son un transductor de fuerza y un
manipulador. Un transductor porque permiten medir fuerzas
y un manipulador porque permiten mover en el espacio una
muestra y aplicarle fuerza. El microscopio atomico de fuer-
zas (AFM) puede realizar estas operaciones pero el rango
de fuerzas en el que mide o actiia es mucho mas alto (mil
veces, tipicamente, en el nN), por lo que es poco sensible a
los experimentos con biomoléculas. Las técnicas basadas en
manipulaciéon con campos magnetostaticos o “pinzas magné-
ticas”, por el contrario, generan fuerzas demasiado pequefias
(tipicamente por debajo de los 10 pN) y efectos residuales
(no es posible generar un atrapamiento estable 3D con cam-
pos magnetostaticos a no ser que se empleen particulas dia-
magnéticas) por lo que tienen menor rango de aplicaciones
que las técnicas basadas en el atrapamiento Optico.

La forma mas sencilla de montar un instrumento de
pinzas Opticas de un haz para aplicaciones en Biologia es
hacerlo dentro de un microscopio convencional. Para ello se
necesitan una serie de elementos basicos, a saber, un objetivo
de alta focalizacion o apertura numérica, una camara de flui-
dos para las muestras, una lente condensadora y un sistema
de deteccion de luz. El desplazamiento de la microesfera
atrapada es lineal a lo largo de un amplio rango de fuerzas y,
por lo tanto, la trampa Optica se puede caracterizar por una
constante de recuperacion, como un analogo optico de una
micropalanca mecanica. Después, a través del analisis de la
distribucion de luz dispersada por la microesfera, se pueden
medir tanto la fuerza como el movimiento de la microesfera.
Un sistema de doble haz, el cual basicamente consiste en
dos haces iguales contrapropagantes y con el mismo foco,
permite una reduccion significativa del dafio por radiacion,
al tiempo que mantiene un rango de fuerzas similar al de
la trampa de un solo haz. En este tipo de disefio la medida
de la fuerza suele implementarse a partir del principio de
conservacion del momento, lo cual es posible esencialmente
recogiendo toda la luz saliente de la trampa [9]. Respecto a
la iluminacion del laser, es preferible una longitud de onda

Objetivo Condensador
5 ) m T
5 | l B I |
4 | | Y [
5 - A i
ADN
Camara
Pipeta de fluidos

Fig.2. Elementos basicos de un instrumento de pinzas Opticas. La
luz del laser (tipicamente infrarroja) es focalizada por un objetivo
de microscopio y recogida por una lente condensadora. La trampa
optica se genera en el interior de una camara de fluidos que contiene
las microesferas (o células) en soluciéon. Una micropipeta insertada
en la camara se puede usar para mantener por succion una segunda
microesfera. El haz dispersado a la salida es recogido y registrado
en un fotodetector sensible a la posicion. La figura muestra un expe-
rimento de molécula individual en el que se estira una molécula de
ADN entre dos microesferas.
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proxima al infrarrojo para aplicaciones bioldgicas, porque
el agua y los especimenes bioldgicos exhiben una adecuada
transparencia entre 780 y 1100 nm. Una potencia de salida
de unos ~200 mW es suficiente normalmente para gene-
rar fuerzas de un centenar de pN. La luz dispersada por la
muestra en la trampa es dirigida a fotodetectores sensibles
a la posicion, como se muestra en la figura 2, para después
obtener la medida de la fuerza y la posicion de la particula
atrapada. La “camara de fluidos” (ver figura 2) desempefia
aqui el papel de tubo de ensayo en Bioquimica. Por técnicas
de microfluidica que no detallamos aqui se pueden construir
canales por los que circular los diferentes reactivos y tam-
pones con diferentes condiciones hasta su destino final en
el foco del objetivo, donde por medio del laser se genera la
reaccion molécula a molécula.

5. Biofisica molecular

Las macromoléculas que componen la maquinaria de las
células funcionan en un medio muy diferente al de las solu-
ciones regulares y homogéneas del laboratorio. Por un lado, el
citoplasma es un medio enormemente condensado en donde
las estructuras moleculares como las proteinas motoras, cro-
mosomas, ribosomas, poros nucleares, canales de membrana,
huso acromatico y centrémero, anillo contractil, etc., deben
funcionar como si de una orquesta se tratasen. Por otro lado,
muchas de estas estructuras estan presentes en niimeros nota-
blemente pequefios, cada una trabajando individualmente y
sujetas a grandes fluctuaciones que son, en muchos casos, una
parte integral de su funcion.

Las moléculas bioldgicas han sido estudiadas tradicio-
nalmente con métodos bioquimicos de volumen, donde
un gran numero de ellas son analizadas simultaneamente.
Estos experimentos macroscOpicos proporcionan pro-
medios poblacionales y temporales de las caracteristicas
individuales de cada molécula. El conjunto de propieda-
des deterministas y de variacion lenta asi obtenidas dan
lugar a una imagen idealizada, esto es, moléculas con
dinamicas lentas y bien definidas. Pero al nivel de molé-
cula individual [2], la imagen es bien diferente: se las
puede encontrar en estados lejos del comportamiento pro-
medio de la poblacion, y sus dindmicas instantaneas son
rapidas y altamente aleatorias. A este nivel de detalle, la
imagen macroscopica falla y la descripcién mesoscopica
se hace necesaria.

Una forma pictorica de entender la mayor parte de las
proteinas de la célula es asumir que estan organizadas en
grupos correlacionados de pequefios motores (nanomoto-
res) que son capaces de funcionar individualmente y de
consumir ATP como moneda de cambio. Esta representa-
cion motora esta, sin embargo, lejos de la imagen clasica
que tenemos de los motores macroscopicos para los que el
entorno varia lentamente. En realidad, el ambiente celular
es estocastico; las proteinas tienen realidad en un ambiente
de fluctuaciones térmicas aleatorias que afectan su diné-
mica. Lejos de ser un problema, las fluctuaciones experi-
mentadas por estas moléculas en la célula representan una
parte integral de su mecanismo. Los proteinas motoras
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usan esta superficie de energia libre como combustible,
bien rectificando grandes desplazamiento difusivos (como
un ratchet browniano), bien redirigiendo pequefios pasos
difusivos (como en un motor de explosion). La eficiencia
de estas maquinas moleculares, en términos de energia
consumida frente al trabajo desarrollado, es mucho mayor
que la eficiencia de las maquinas macroscopicas que pode-
mos construir hoy.

La energia promedio de una fluctuacion térmica es kg7,
donde &z es la constante de Boltzmann y 7 es la temperatura. A
25°C, esta energia tiene un valor aproximado de 4.1 X 10721 J,
que es un valor significativo si consideramos que la energia
libre liberada en la hidrolisis de una molécula de ATP en con-
diciones fisiologicas es de aproximadamente 24 kpT.

6. Aplicaciones

Las aplicaciones son tan amplias como fenémenos se
puedan encontrar en un libro de Biologia Molecular y
Celular cuando se analizan como procesos que ocurren
sujetos a las leyes de la Fisica. Es por ello que aunque
se han realizado un buen nimero de investigaciones, se
puede decir que apenas hemos empezado el analisis fisi-
co de la maquinaria molecular y celular. A continuacion
expondremos como ejemplo una breve descripcion de tres
lineas de investigacion de nuestro laboratorio que puede
ser completada en las referencias citadas. Una informacion
mas exhaustiva de la investigacion realizada hasta la fecha
en Biofisica con pinzas opticas puede encontrarse en la
revision [10].

Transiciones estructurales de biomoléculas

Las proteinas y los acidos nucleicos sufren transiciones
estructurales en respuesta a cambios del medio en el que se
encuentran. Las proteinas pueden desplegarse o saltar entre
dos estados estructurales diferentes, y el conjunto de los
diferentes estados esta relacionado con la funcion biologica
de la proteina. Los acidos nucleicos experimentan cambios
aleatorios de origen entropico y también transiciones entre
configuraciones estables. Es por tanto interesante entender
la estabilidad mecanica de las diferentes formas de los aci-
dos nucleicos de doble hebra. Las transiciones estructurales
de grandes macromoléculas individuales son los analogos
en sistemas finitos de las transiciones de fase en los siste-
mas compuestos por un numero indefinidamente grande
de moléculas, con la diferencia de que en los primeros los
efectos de frontera del sistema son mucho mas importantes
que en los segundos. Para estudiar la estabilidad mecanica
y las transiciones entre las formas de moléculas de acidos
nucleicos se pueden aplicar fuerzas externas molécula
a molécula como se muestra en la figura 3, en donde
una molécula de ADN se etiqueta quimicamente por sus
dos extremos y se pega a dos microesferas, una 6pticamen-
te atrapada y la otra fija por succiéon a una micropipeta.
El desplazamiento de la microesfera de la trampa optica
respecto a su posicion de equilibrio por la presencia de una
fuerza externa aplicada desde la micropipeta se deduce del
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patron de scattering medido por los fotodetectores, como
se ha explicado anteriormente (ver también [9]). La figu-
ra 3(a) muestra resultados experimentales con una molécu-
la inica de ADN y la figura 3(b) muestra como se sigue el
experimento por videomicroscopia.

100 4 F
Sobre-estiramiento

Elasticidad
intrinseca

Fuerza (pN)

209 Blasticidad
entropica

0 1

Extension («m)

Fig.3. Estirando moléculas individuales de ADN. (a) Curvas de fuer-
za-extension caracteristicas del ADN. La curva negra muestra un ciclo
completo de estiramiento y relajacion de una molécula de ADN bica-
tenario (dsDNA) procedente del plasmido pPBACgus11 (~8000 pares
de bases) en 80 mM NaCl, 10 mM Tris, ]| mM EDTA, pH 7.5. Las fle-
chas indican los distintos regimenes de elasticidad del ADN bicatena-
rio (régimen de escision no mostrado). La curva roja muestra un ciclo
completo de estiramiento y relajacion de una molécula de ADN mono-
catenario (ssDNA) procedente del mismo plasmido en una mezcla de
tampon Tris y 20% etanol (el etanol facilita la separacion del ADN en
dos hebras). (b) Imagen de videomicroscopia optica del experimento.
Las microesferas, de 3 y 2 um, pueden verse pero el ADN que esta
enganchado entre ambas no puesto que su grosor, 2 nm, queda por
debajo del limite de resolucion optico. Experimentos control permiten
verificar que se hace el experimento con sé6lo una molécula (de [9]).

Fig.4. Esquema del estudio de un motor molecular que opera sobre
ADN, como puede ser una ADN-polimerasa. Los motores moleculares
son nanomaquinas bioldgicas que realizan un trabajo mecénico consu-
miendo, tipicamente, energia quimica y de las fluctuaciones térmicas.
En el experimento representado, el ADN se engancha entre dos microes-
feras. La microesfera superior esta sostenida por pinzas opticas, que per-
miten medir en tiempo real las fuerzas ultrapequefias que desarrollan es-
tos motores asi como los subsecuentes desplazamientos nanométricos.
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La eficiente replicacion, transcripcion, empaquetamien-
to o modificacion de acidos nucléicos se lleva a cabo por
proteinas que explotan las propiedades fisicas de estas
cadenas de polinucle6tidos. La tension y el torque ejercidos
por las proteinas que interactiian con el ADN pueden indu-
cir cambios estructurales (como los discutidos anterior-
mente), asi como la apertura o desenrollamiento de las dos
hebras de la doble hélice. En la figura 4 se esquematiza gra-
ficamente un ejemplo del planteamiento de molécula indi-
vidual que se sigue para el estudio de ADN-polimerasas y
helicasas [11]. En el experimento, tanto la proteina como
el ADN son invisibles puesto que se utiliza videomicros-
copia optica y ésta sdlo permite seguir la posicion de las
microesferas (ver también la micrografia de la figura 3(b)).
La técnica permite medir las fuerzas y los desplazamientos
de la polimerasa, por ejemplo, en tiempo real de manera
indirecta a través de la diferente elasticidad que muestra el
ADN conforme pasa de cadena sencilla a cadena doble al
ser replicado por la polimerasa.

Biofisica de organulo individual

La manipulacion de organulos individuales puede revelar
las propiedades fisicas de estos ensamblados moleculares
tan extremadamente grandes (~1 #m). Un buen ejemplo de
esto es el centrosoma, un organulo complejo de las células
eucariotas superiores que suele situarse cerca del centro de
la célula y en proximidad con el nucleo. Su estructura es
altamente heterogénea por la diversidad de tipos célulares y
organismos, pero normalmente estd compuesto por un par de
centriolos rodeados por el llamado material pericentriolar.
El medio celular, que esta altamente condensado, da lugar
a una dinamica compleja basada en multitud de procesos
locales que estan, al mismo tiempo, globalmente integrados.
En este escenario las grandes estructuras tales como el cen-
trosoma, los microtibulos, las membranas o el citosqueleto
estan implicadas en la organizacion y movimiento de las
macromoléculas. La manipulacion in vitro de estos orga-
nulos permite “interrogarlos” uno a uno en configuraciones
experimentales como la mostrada en la figura 5, que repre-
senta como se realiza un analisis electrofisiologico de un
organulo aislado [12].

Laser

]

)

= B

F,

eléctricy

Fuerza

Tiempo

Fig.5. Propiedades eléctricas de organulos celulares analizados por
medio de la medida de fuerzas con pinzas laser. El esquema muestra
una configuracién experimental en la que un centrosoma aislado en
la trampa 6ptica es desplazado respecto del centro de la region focal
del laser de atrapamiento por la accion de un campo eléctrico.
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7. Futuro de la manipulaciéon éptica

La primera barrera que se piensa en romper cuando
se habla de manipulacion en Biologia es la de manipular
procesos in vivo. Las técnicas Opticas presentan la ventaja
de que la radiacion en el visible e infrarrojo es no invasiva,
la luz puede penetrar en el interior celular sin necesidad
de romper la membrana o alterar su funcionalidad y puede
hacerse focalizar sobre el organulo en cuestion. Existen ya
experimentos en los que, por ejemplo, se han manipulado
mitocondrias y cromosomas dentro de células vivas sin
perturbarlas [10]. La desventaja desde un punto de vista
bioldgico es que la luz carece de especificidad en el interior
celular puesto que, como se ha apuntado anteriormente, la
célula y sus componentes son dieléctricos. Esto implica que
seria imposible saber si tras atrapar una mitocondria en el
interior celular, por ejemplo, la trampa estaria atrayendo
hacia si también otras biomoléculas. Este tipo de efectos
podria alterar el ritmo celular o destruir la célula por lo que
todavia se esta lejos de poder investigar con esta tecnologia
problemas verdaderamente biologicos. Este tipo de barrera
parece teoricamente mas facil de solucionar con campos
magnéticos que guien nanoparticulas quimicamente pegadas
al organulo sobre el que se pretende actuar. Esto es asi puesto
que, como se ha dicho también anteriormente, la mayor parte
de las células no presenta respuesta magnética y entonces la
manipulacion si seria especifica.

En otro orden de ideas, las técnicas basadas en trampas
opticas estan evolucionando hacia el disefio de multiples
trampas generadas a través de hologramas dinamicos y que
pueden ser controlados por ordenador. Este tipo de sistemas
opticos permite modelar configuraciones experimentales
mas sofisticadas que las mostradas en las figuras anteriores
para identificar y medir movimientos mas complejos de bio-
moléculas in vitro.

Por tltimo, la luz en la nanoescala puede considerarse una
fuente de energia para alimentar nanomaquinas artificiales. La
tecnologia basada en el laser y el avance que poseemos hoy
en el control de estas fuentes de radiacion nos permite dirigir
este combustible con bastante precision. Seria muy interesante
no solo poder fabricar motores nanométricos totalmente sin-
téticos alimentados de esta manera sino también poder hacer
motores hibridos en esta escala a partir de biomoléculas que
tengan respuesta a la luz como, por ejemplo, las que tienen
cambios en geometrias cis-trans. Este tipo de manipulacion en
la que se induce una dindmica a través de luz generara moto-
res con una dinamica diferente de la macroscopica debido a
la fuerte influencia de las fluctuaciones térmicas, como se ha
argumentado anteriormente. Estos motores deberan disefiarse
para aprovechar la fisica de dichas fluctuaciones en beneficio
de la eficiencia, una vez bien entendida la termodinamica de
estos sistemas fuera de equilibrio.
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El futuro es tan prometedor en la nanoescala a través de
la investigacion mediante manipulacion laser que el esfuerzo
combinado entre la Fisica y la Biologia no s6lo estd benefi-
ciando estas areas de la ciencia, también esta cambiando la
forma que tenemos de considerar su contexto biofisico. En
este sentido, la medicina es un objetivo de fondo siempre
presente en la investigacion en este campo interdisciplinar, y
aunque ya se estd aprovechando de técnicas Opticas modernas,
tales como “tijeras laser”, microcirugia laser y pinzas opticas,
se espera que experimente una revolucion como resultado de
la interfaz que la bioingenieria le proporcionara en el futuro.
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