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RESUMEN

La microscopia de barrido por sonda cubre varias tecnologias relacio nadas, para obtener
imdgenes y mediciones de superficies a escalas micro- y nano- métrica, hasta el nivel de
moléculas y de grupos de atomos. En el otro extremo de la escal, una exploracién
puede cubrir una distancia de mas de 100 Om en las direcciones x € y y 4-10 Om en la
direccion z. Puede decirse que el desarrollo de esta tecnologia es un gran logro, ya que
esta teniendo profundos efectos en muchos areas de la ciencia y la ingenieria como en el
caso de la medicina. Las técnicas SPM (por sus siglas en inglés, Scanning Probe
Microscopy) comparten el concepto de exploracion con una sonda o punta muy afilada
(3-50 nm de radio de curvatura) en la superficie del objeto. La sonda estd formada por
un cantiléver flexible con una punta en su extremo, permitiendo que siga el perfil de la
superficie. Cuando la sonda se mueve en las proximidades del objeto investigado, las
fuerzas de interaccion entre la punta y la superficie influencian el movimiento de
la sonda. Varias interacciones pueden ser estudiadas en funcion de la mecéanica de la
sonda. La Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) mide la fuerza de interaccion entre la
punta y la superficie. La sonda en forma de cantiléver puede ser arrastrada por la
superficie y puede vibrar simultineamente a medida que avanza.lLa fuerza de
interaccién dependera de la naturaleza de la muestra, de la geometria de la sonda y de la
distancia entre ellos. Dentro de la variedad de modos SPM tenemos ademas la
microscopia de efecto tinel (STM, Scanning Tunneling Microscopy) y la microscopia
optica de campo cercano (NSOM, near field scanning optical microscopy), donde la
sonda es un aguja conductora o una fibra Optica, respectivamente. En el presente trabajo
se estudian sistemas bioldgicos por medio de técnicas AFM, Particularmente, con los
modos de contacto, oscilantes o fapping, microscopia acustica de fuerza atémica
(AFAM, atomic force acoustic microscopy), nanofriccion y andlisis de curvas de fuerza
(force-volume) para determinar adherencia en células sanguineas y HeLa por medio de

frotis sobre vidrio en seco y en medio liquido.
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ABSTRACT

The scanning probe microscopy covers several related technolo gies for obtain images
and measuring surfaces at micro and nano-metric, to the level of molecules and groups
of atoms. At the far end of the scale, a scan can cover a distance of more than 100 p m in
the directions of x, y and 4-10 p m in the z direction. It might say tl: :* the development
of this technology is a great achievement and who is having profound effects on many
areas of science and engineering as in the case of medicine. SPM tecl ~iques (for its
acronym in English, Scanning Probe Microscopy) share the concept of e:.loration with
a probe or very sharp tip (3-50 nm radius of curvature) on the surface of the object. The
probe consists of a flexible cantilever with a tip at its end, allowing it to foiiow the
surface profile. When the probe moves in the vicinity of the object under investigation.
the interaction forces between the tip and the surface influence the movement of the
probe. Several interactions can be studied in terms of the mechanics ¢ ‘i
probe. Atomic Force Microscopy (AFM) measures the interaction force between tip and
surface. The cantilever shaped probe can be dragged across the surface and can vibrate
as it moves simultaneously. The strength of interaction depends on the nature of the
sample, the geometry of the probe and the distance between them. Within the range of
SPM modes have also scanning tunneling microscopy (STM, Scanning Tunneling
Microscopy) and scanning near field optical microscopy (NSOM, scanning near field
optical microscopy), where the probe is a conductive needle or an optical
fiber, respectively. In this paper we study biological systems by AFM techniques,
particularly with the modes of contact, oscillating or tapping atomic force acoustic
microscopy (AFAM, atomic force microscopy acoustic) nanofricciéon and analysis of
force curves (force- volume) to determine adherence in HeLa cells per blood smear on

dry glass and liquid medium.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

El propésito principal de este trabajo es demostrar la relevancia de las técnicas
de AFM y dar una visién de algunas dificultades que quedan por resolver en este campo,
en términos de preparacion de muestras y de instrumentacion, asi como presentar un
resumen de algunos desarrollos recientes en aplicaciones de instrumentacion y la posible
existencia de los métodos descritos en el contexto dela biologia y las ciencias de
la salud.

Como el telescopio nos permite echar un vistazo al universo, la radiografia
computarizada, la tomografia y la resonancia magnética nuclear (RMN) nos permiten
observar el interior de nuestro cuerpo y su imagen de esqueleto y los 6rganos en tres
dimensiones. Del mismo modo, con el microscopio podemos explorar el microcosmos
de las células y de los tejidos siguiendo el camino hacia las dimensiones de las
moléculas y de los atomos.

Por ejemplo, "cortando" secciones Opticas por medio del microscopio laser
confocal de barrido (CLSM), nos permite mirar dentro de las células y tejidos vivos. El
uso de microscopia Optica de luz visible mejorada permite visualizar las estructuras
celulares cuyos detalles estan un orden de magnitud o mas por debajo del limite de la
resolucion del microscopio Optico convencional, lo que ha permitido que los motores
moleculares puedan ser observados directamente en funcionamiento. La microscopia
electronica de barrido .(SEM) puede cubrir una gama muy amplia de dimensiones
celulares, sus organulos, el citoesqueleto y los ensambles supramoleculares, asi como
biomoléculas individuales, su estructura submolecular, etc. Sin embargo, no puede
soportar el alto vacio dentro de un SEM, ya que las muestras biologicas se deshidrata,
causando por lo tanto su desnaturalizacion por lo que estan sujetas a defectos de
preparacion. Una manera de salir de este dilema ha sido la introduccion de nitrégeno
liquido para conservar la muestra en una pelicula delgada de hielo amorfo, mientras que

se inspeccionan las imégenes por SEM. Recientemente, el microscopio de fuerza
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atomica (AFM) ha abierto perspectivas totalmente nuevas para el andlisis de la
topografia de la superficie de la materia bioldgica en su entorno acuioso a una resolucion
comparable a la alcanzada por SEM. Lo mas emocionante, es que el AFM permite
obtener las primeras imagenes con una correlacion directa entre los estados
estructurales y funcionales de las biomoléculas con una resolucion d= submolecular sin
que éstas sufran ninguna alteracion.

Todas las criaturas vivas estan formadas por células y de ahi reside la
importancia de conocer a detalle las estructuras y funciones de las mismas. Las células
ocupan un punto intermedio en la escala de la complejidad biologica; las estudiamos
para aprender, por un lado, como estdn formadas a partir de las moléculas. La tecnologia
actual tiene una fuerte tendencia a la nano-miniaturizacion, como se refleja en el
desarrollo de cada vez mas pequeiios y eficientes dispositivos electronicos, sensores, etc.
Esta miniaturizacion ya esta presente en el mundo biologico, en las partes de una célula.
En esta escala, las mediciones buscan hacerse mas precisas, por lo que los microscopios
tienen que ser mas potentes y con mayor resolucion. Es de aqui de donde se aprovechan
los desarrollos tecnoldgicos en ciencias que no son tan afines como la biologia,
medicina, bioquimica y las ciencias de los materiales, micro y nano-electronica o
ingenierias. Los nuevos sistemas de microscopia son muy sensibles, capaces de medir
cuantitativamente, observar y caracterizar procesos bioldgicos que en tiempos pasados
recientes practicamente era un suefio imposible.

Se ha visto el gran potencial de las modernas técnicas de microscopia en la
aplicacion de la nanotecnologia, como resultado, se ha tratado de incorporar el valor
intrinseco de las propiedades de los nanomateriales con las técnicas convencionales en
un intento de mejorar los métodos de deteccion y tratamientos para un mejor resultado.
Recientemente, muchos estudios han reportado que la nanotecnologia biomolecular ha
mejorado la sensibilidad de deteccion, diagnoéstico de la enfermedad, la eficiencia y el
tratamiento. Por supuesto, la aplicacién de estos principios en la fisica bajo el contexto
de un sistema bioldgico puede ser un reto, y la fuerza de cualquier modelo matematico
reside en su capacidad para centrarse quedando expresamente inspirada en el fendémeno
de interés, sin dejar de tratar las interacciones mas relevantes con su entorno para
producir predicciones exactas. Por desgracia, cuando se trata de modelos en el campo de
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la nanomedicina, hay la precision es particularmente dificil entre los diferentes puntos
de vista. Esto se debe a que la nanomedicina, para ser eficaz, requiere un alto grado de
acoplamiento entre la fisica y quimica que producen los procesos a escala nanométrica y
la biologica de los procesos que ocurren en la escala de micras o mas. Obviamente, los
enfoques matematicos para nanobiosistemas. Una de las herramientas ttiles para estos
propésitos es el AFM o en general las técnicas SPM que nos ofrecen un panorama
bastante prometedor acerca de la caracterizacion y evaluacion de muestras de origen
bioloégico que tipicamente no se miden o analizan, pero que aportan datos muy
interesantes acerca de este tipo de materiales.(zhang et al, 2009)

El AFM es un microscopio que su funcionamiento esta basado en un cantiléver
que tiene en su extremo una punta muy fina que es la que barre la superficie de la
muestra, ya sea aplicando a fuerza constante de contacto o manteniendo una altura
constante, monitoreada por un laser cuyas desviaciones detectan la deflexion del
cantiléver. Las deflexiones de la sonda deflectan un Laser que es captado por un arreglo
de fotodiodos que envian una sefial a un sistema de retroalimentaciéon manteniendo la
fuerza o la distancia constante por medio de un piezoeléctrico.

El AFM no solo se trabaja con los distintos modos que tiene este equipo, sino que
se pueden funcionalizar las puntas de la sonda para mediciones de fuerza entre
moléculas especificas, como anticuerpos y sus antigeno [23].

Ademas de poder funcionalizar las puntas, se puede combinar con sistemas de
microscopia Optica conVencional como el caso de un microscopio de epi-fluorescencia,
para sistemas in vivo, con lo cual habré un sinfin de oportunidades para sistemas
biolégicas sin tener que realizar algun tratamiento, siendo métodos menos invasivos,
ademas de otorgar la posibilidad de medir bajo condiciones fisioldgicas y en tiempo real
[24].

El problema o la desventaja de este método es que se necesita un cabezal o celda
para medios liquidos o bien un sustrato y una técnica de fijado lo suficiente estable para
mantenerlo fijo sin alterar minimamente la estructura de la muestra y ese es uno de los
retos que aporta este microscopio.

Una de las bondades de la microscopia de fuerza atémica es seguir la fibrilacion

o una cascada enzimadtica in situ es algo que no tiene precedentes [25]



A la luz de estos antecedentes esta por demas decir que el AFM{ representa una
nueva herramienta para los antiguos problemas de la bioquimica, hi:stologia, biologia
celular y otras ciencias médica. Externamente por la oscilacion del cantiléver, AFM
puede determinar la elasticidad de una superficie mediante la evaluacion de la frecuencia
de resonancia del cantiléver. Posteriormente, el AFM puede deterininar la elasticidad de
los glébulos rojos extracorpdrea. La elasticidad, o médulo de Young de un glébulo rojo
normal es de 40 kPa. La elasticidad de los glébulos rojos aumenta cuando se convierte
extracorpérea. Se encontr6 que la elasticidad de los globulos rojos aumenta casi 8 veces,
arriba de 300 kPa cuando se mide 1.5 h después de la hemorragia. En un plazo de 30 h,
la elasticidad se convierte en 600 kPa. Medir el modulo de Young de los glébulos rojos
en manchas de sangre puede ser util en la estimacion de la edad. Este método es
minimamente invasivo y una muestra se puede medir varias veces. Sin emhargo, la gran
desviacion estindar de estas mediciones, en el orden del 60% de la elasticidad de la
medida, se opone a la estimacién de edad imprecisa. Han utilizado las mediciones de
AFM para determinar el volumen de glébulos rojos de células y las fuerzas de
adhesion. Ellos encontraron que el volumen de las células se mantiene constante después
de la deposicion, mientras que la fuerza adhesiva muestra un aumento repentino después
de siete dias y poder asi determinar sus propiedades mecanicas y de las mismas. [26]

En este contexto, la investigacion la estructura de la materia viva es la clave para la
correlacion de la  arquitectura molecularde los sistemas bioldgicos con  sus
funciones. Sin embargo, el éxito y estudio eficaz de un sistema bioldgico depende en
gran medida la pregunta biolégica directa, la eleccion de un método apropiado,y de
manera 6ptima la preparacion de la muestra a fin de mantener su integridad estructural y
funcional. Para dar una respuesta detalladaa una pregunta bioldgica, la biologia
estructural moderna implica una variedad de técnicas totalmente para investigar el
material biolégico de interés. Sin embargo, la complejidad de la muestra bioldgica en
términos de tamafio, forma y consistencia (sistemas multifasicos) y la localizacion de la
biomolécula, aislada o que representan una parte integral del tejido biologico. Por lo
tanto, los requisitos para este tipo de sistemas en términos de resoluciéony la
funcionalidad, reducenla eleccién de herramientas disponibles y su aplicacion
potencial. Un gran nimero de las herramientas actuales en la ciencia fundamental y la
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cirugia son simplemente demasiado grandespara ¢xaminar y manipular las
estructuras en nuestro nivel de interés. Es por eso que el microscopio de fuerza atomica
nos brinda una enorme ventaja por su nula preparacion de las muestras, siendo una
técnica no invasiva pudiendo analizar células en medio liquido y en condiciones
fisiologicas. [27,28]



CAPITULO IV

LA CELULA

La célula, en el estricto sentido, es la unidad biolégica independiente mas
pequefia. Las células se dividen en dos grandes grupos: eucariontes y procariotas. Las
formas y variedades de las células son tan extensas que es casi imposible estudiarlas por
separado, por lo que en la actualidad es necesario contar con un modelo que abarque un
comportamiento general de las diferentes células.

Las células constituyen las unidades estructurales y funcionales basicas de los
organismos y las unidades vivas mas pequeiias del cuerpo humano. Entre los diferentes
tipos de células corporales estan las musculares, nerviosas y sanguineas [1]

Las células vivas son sistemas complejos, multifuncionales cuyas propiedades
fisicas son relativamente desconocidas donde estas son criticas ya que afectan la
plasticidad, morfologia celular, conectividad y la respuesta a los estimulos que se
relaciona fundamentalmente con el caricter de micromecénica y la capacidad de la
célula para realizar sefializacién mecénica dirigida.

Habilidades unicas de la microscopia de fuerza atomica en la medicién de las
propiedades viscoelasticas celulares (en escalas de longitud de nanémetros a micras) son
exploradas en este trabajo con aplicaciones especificas para eritrocitos. Incluyendo
técnicas de mapeo de la rigidez de superficie por indentacién, asi como medidas
cuantitativas de frecuencia dependen de reologia compleja que presentan las células.

En las células del musculo liso, una red de fibra isotropica de actina, ofrece una fuerte
resistencia a la deformacion [18]. La polimerizacion de la actina es en gran parte
responsable de la rigidez después de la activacion contractil, interaccionando con la
miosina por medio de la formacién de puentes cruzados. En las dendritas neuronales, el
contraste se correlaciona con la rigidez de la distribucion conocida y la estabilidad de los
elementos del citoesqueleto: los microtubulos a lo largo de los ejes y la dinamica de
actina en las espinas (de tamafio micro protuberancias de la superficie). La atencion se
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centra en las espinas dendriticas como los sitios de contacto post-sindptica para la
transmision de mds excitacion entre las neuronas. Gran heterogeneidad que se observa
en las propiedades mecanicas columna, pero son mas rigidas las espinas parecen estar
asociadas con axdn-en los contactos. Las espinas se endurecen en respuesta a la
estimulacion sinaptica, de acuerdo con las observaciones recientes de actina basada en la
estabilizacion de la forma de la columna vertebral (reduccidon de la motilidad) después
de los tratamientos de excitacion cabe destacar que la dependencia de la frecuencia del
complejo de moédulos de corte (0.5-100 KHz). Una viscosidad newtoniana (liquido
puro), componente también se identifica con efectos significativos para las
deformaciones de alta frecuencia. En conjunto, estas caracteristicas son fundamentales
para la descripcion de celulares de remodelacion: la contraccion de células musculares
lisas o la plasticidad sinéptica en las espinas dendriticas.

Es muy probable que el entendimiento de la estructura y funcién de la célula
contribuya significativamente al desarrollo de una nueva generacion de materiales
biomiméticos basados en nanotecnologia con multiples aplicaciones biomédicas, entre
las que se encuentran: biosensores, liposomas reforzados y agentes de transporte y
liberacién controlada de farmacos. A continuacion se muestra el esquema (ver Fig. 1) de

la membrana eritrocitaria y sus componentes.

Fig 1.- membrana eritrocitaria con sus componentes proteinicos. Células HeLa[18]



Los componentes estructurales involucrados en la mecanica de la célula.

Las células son organismos complejos formados poruna enorme cantidad
de moléculas diferentes y organulos. La estructura, organizaciény la naturaleza de
estos componentes determinan los diferente tipos de células, su funcién, su
comunicacion con el entorno, su ciclo en vivo y como se describe en esta seccidn, su
comportamiento mecénico [2].

Citoesqueleto

La palabra citoesqueleto (CSK) tiene el significado etimoldgico del esqueleto,
el CSK de hecho juega un papel central en el mantenimientoy la organizaciéon de
la morfologia estructural de la célula. Es mas que una estructura estética inerte,
que soporta el cuerpo celular. También se presenta como la musculaturay el aparato
circulatorio sistema de la célula, siendo responsable de rastreo celular, contraccion de las
células, el trafico intracelular, y la division celular. EI CSK forma una red de tres tipos
principales de fibras de proteinas obligadas por una serie de conectores intermoleculares
y los motores moleculares, y conectado a la medio extracelular y las células vecinas por
los receptores de membrana. Se cree que el citoesqueleto es el principal responsable de
la mecénica celular. La estructura, organizaciéon y composicion del Sistema Integrado
(SI) varian de un tipo de célula a otra [2]. Los SI’s estan por lo general unidos a otras
partes del citoesqueleto a través de proteinas de unidn, tales como plectinas, formando
un sistema integrado. En las células epiteliales, por ejemplo, los filamentos de queratina
forman una red por todo el citoplasma con mayor concentracion cerca de la region
central, esta conectado a las células vecinas por las estructuras especificas en las uniones
celulares. Sus propiedades mecanicas sugieren que si puede contribuir a la elasticidad de
las células a través de una carga de traccion. Su contribucioén puede ser insignificante en
baja cargas, cada vez mas importante en cargas altas. Ademds, si también se encuentran
para adaptar las formas de células especificas, tales como las neuronas. Se han tratado de
explicar la mecénica celular en términos de la medicion de las propiedades mecanicas de
los polimeros. Sin embargo, parece dificil encontrar una explicacion completa y
satisfactoria del comportamiento mecanico de la célula por medio de los componentes
del CSK. La complejidad de la mecanica celular comprende su estructura organizacion,

el entrecruzamiento entre los filamentos, la adherencia a las otras células y la matriz
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extracelular, y la cooperacion con otros organulos celulares. Parece, pues, importante la
medicioén in situ de la mecanica celular en condiciones fisiologicas [2].
La Matriz Extracelular

La matriz extracelular (por sus siglas en Inglés,ECM, extracellular matrix) se
puede ver como una extension externa del CSK. La ECM es una densa red formada por
varios tipos de fibras de proteinas como la fibronectina, el colageno, o laminina
secretada por las células mismas. El diametro de los componentes de esta red va desde
decenas a cientos de nm. Las células se adhieren a través de los contactos de adhesion
focal, queson grupos dereceptores de  membrana(integrinas)y las
moléculas citoplasmaticas. Un componente importante es el aminoacido secuencia Arg-
Gly-Asp (RGD), que es el sitio de union para varios receptores de la integrina a fibras de
la ECM. La composiciéon de la ECM depende principalmente deltipo de tejido. Su
rigidez es determinada principalmente por fibras de coladgeno y es del mismo orden de
magnitud dela de las' células vivas, 100-1000 Pa. La ECM sirve como un andamio
para apoyar a las células cuando se forman los tejidos vivos. Se ha demostrado que la
densidad de las proteinas en la ECM, determina en gran medida, la forma y la rigidez de
las c€lulas cultivadas. Asi como lo hace el fortalecimiento de las células los sitios de
adhesién. De hecho, la ECM soporta parte de las fuerzas mecanicas en el CSK. El
equilibrio de fuerzasentre las célulasy la ECMregulala forma celular, rigidez
y estabilidad estructural. Por lo tanto, la ECM parece ser crucial para el desarrollo y la
funcién de los tejidos vivos y, por lo tanto, a como las células de perciben y responden
a estimulos mecanicos [2].
Receptores de Adhesion Celular

Como se mencioné en la seccion anterior, el comportamiento de las células, la
funcién, el movimiento y las propiedades mecanicas se determinan por los
accesorios especificos de su entorno. Se forman las células de los tejidos mediante la
adhesion a las células vecinas y con la ECM. Hay una cantidad amplia de receptores de
adhesion de de estructuras relacionadas. Integrinas, cadherinas, la adhesion de
células de inmunoglobulina moléculas y selectinas se encuentran entre los sitios de
adhesién més importantes. La mayoria de las moléculas de adhesion estan relacionadas
con el apoyo y la aplicacién de fuerzas mecanicas, fundamental para la movilidad, o la
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contraccioén y en relacion con el mantenimiento de la integridad de los tejidos.

Los complejos formados relacionados con los receptores de adhesion sirven
como andamios de cascadas de sefializaciéon y como los principales sitios de aplicacion
de la fuerza. El 4rea de estos fibras de actina (FA) es de ~ 1 Om® Sin embargo, el
tamafio y la fuerza de la FA son moduladas por la célula en funcién de las propiedades
mecdnicas y composicion bioquimica de la ECM. Los esfuerzos de las fibras estan
generalmente asociados a los FA y las fuerzas generadas por las células se pueden medir
con diferentes técnicas, tales como la microscopia de traccion utilizando geles flexibles,
elastomeros patrén, o un arreglo de canales flexibles en el que las células son
cultivadas. Utilizando técnicas, la fuerza por unidad de superficies generadas por las
diferentes células se han estimado en el rango entre 1 y 10 nN/Om?>.

Citoplasma

El citoplasma de las células de vertebrados estd compuesto por agua y del 20-
40% (w / v) de proteinas. Esta alta concentracion de moléculas conduce a que el
citoplasma estd muy poblado, en contraposicion con la vision clasica de la célula como
un globo lleno de agua donde las moléculas se mueven libremente. Reciente se han
desarrollado técnicas de microscopia que permiten visualizar el citoplasma con alta
resolucién y con pocos cambios en su composicién y su estructura nativa. Imagenes de
tomografia criomicroscopia electronica de las células de Dictyostelium discoideum
revel6 una interior de la célula denso que ha dado lugar a un nuevo término para
describir el citoplasma celular y hacinamiento molecular. Esta organizaciéon densa
implica que entre el 5% y 40% del volumen total de la célula estd ocupada por
macromoléculas, que pueden competir entre unos a otros para ocupar el volumen
disponible. A pesar de las implicaciones del hacinamiento macromolécular, no ha sido
estudiado en detalle- Parece probable una contribucion importante en la viscoelasticidad
celular en general. Las primeras mediciones de la viscosidad del citoplasma se llevaron a
cabo en 1950 por Crick y Hugues con particulas de tamafio micrométrico incorporado en
el citoplasma de las células. Las mediciones directas mas recientes de los extractos
citoplasmaticos de huevos de Xenopus laevis utilizaron redmetros convencionales
arrojando un modulo de elasticidad de 2.10 Pa y un médulo de pérdida de 0.5 a 5 Pa,
[3.4].
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La Membrana Celular

La membrana celular esta formada por una bicapa lipidica con las moléculas de
proteina integral de diferentes tipo y funcion. El area de la capa lipidica constituye el
50% del total de la membrana superficial. La bicapa lipidica es una barrera
semipermeable entre las células y su microentorno. Agua y pequeiias moléculas (02,
CO2) son capaces de pasar a través de la membrana célular. Otra tarea importante de la
membrana celular es la regulacion del equilibrio osmoético. Las moléculas incrustadas
sirven como receptores, enzimas o proteinas de transporte. Lipidos y moléculas de
proteinas pueden difundirse dentro de la membrana, que puede ser visto como difusion
de fluidos de una o dos dimensiones. Utilizando algunas membranas unidas, este tipo
de difusion se ha estudiado. Se ha demostrado el anclaje de las proteinas del CSK. La
tension de apoyo de una bicapa lipidica se ha calculado ser de aproximadamente 1
nN/Om por emdio de la técnica de aspiracion de micropipeta. Medidas similares en
células vivas revelan una tension mas suave para corteza celular de ~1 pN / Om. La
tension superficial contribuye a las propiedades del conjunto mecanico de las células
vivas y puede controlar las funciones celulares, como la endocitosis y exocitosis. Debido
a la unién estrecha de la membrana celular con la corteza de actina y otras moléculas
unidas, es dificil aislar el comportamiento puramente elastico de la membrana celular. Se
ha demostrado mediante AFM y aspiracion por micropipeta que las membranas celulares
forman largas cadenas de varias micras que se oponen a una fuerza de traccion
independiente de extension. Mediciones para estudiar las células vivas arrojan son
necesarios valores de fuerza de cientos de pN a decenas de nN para aplanar las
membranas celulares mediante las puntas de AFM. Otra contribucion a propiedades
mecénicas de la célula es el glicocaliz compuesto principalmente por cadenas de
polisacéridos. Estas estr’ucturas en forma de cepillo desarrollan fuerzas estéricas que se
han estudiado con AFM. La contribucién de la membrana celular a a la mecanica celular

parece compleja y requiere de mayor estudio [2, 5, 6]
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CAPITULO V

Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Originalmente desarrollado como una herramienta para obtener imagenes a nano-
escala de superficies no conductoras (inaccesible a la microscopia de efecto tunel), ha
mostrado un fuerte impacto en el estudio de materiales bioldgicos. Ya que es la técnica
empleada para esta tesis, los principios de su fun‘cionamiento y las limitaciones para las
mediciones con la misma en condiciones fisiolégicas se discutird en detalle. En pocas
palabras, las fuerzas experimentadas por una sonda, a menudo con dimensiones
nanométricas en la punta, se detectan ya que se analiza lateral o verticalmente por un
posicionador piezoeléctrico. La sensibilidad tipica es de 10 pN, limitado principalmente
por la friccién y fuerzas de inercia de la sonda, asi como, la histéresis del piezo. A través
de retroalimentacion de fuerza, las caracteristicas topograficas de las células vivas se
pueden visualizar de forma no destructiva. Los tiempos de captura son relativamente
lentos aproximadamente de 10 min, siempre y cuando se compense la deriva térmica
(termal drift). El etiquetado o la presencia de particulas en las células no es obligatorio,
pero la funcionalizacién quimica de la punta del AFM se puede utilizar para el
reconocimiento molecular mas especifico.

La resolucion espacial esté en el rango de 30-50 nm limitada por la convolucién
de la punta con la superficie suave y la movilidad de las caracteristicas que se estan
investigando. Las curvas de fuerza nos representa las interacciones punta-muestra, las
fuerza que estan presentes y como evolucionan durante la medida. Mediante el analisis
detallado de deformacion vertical de la sonda, donde curvas de fuerza vertical en
funcion de la distancia de la sonda a la muestra se pueden utilizar para cuantificar la
viscoelasticidad, la adhesion o la carga de la superficie. Estas mediciones se pueden
mapear para mostrar sensibilidad mecénica especifica del citoesqueleto o receptores de
la superficie de la célula. Otros modos de operacion que implique unidades oscilatorias
(percusion o la fuerza de modulacion) se puede relacionar a propiedades viscoeléstico,

mas rdpidamente a través de la amplitud y la deteccion simultinea de fase al momento
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de la captura de la imagen, aunque las aplicaciones de las células vivas son pocas ya que
la fuerza con la que se realiza la medida no puede ser controlada. Datos fiables sobre la
reologia dindmica han sido obtenidas a bajas frecuencias (frecuencias en el rango de 0.1
a 300 Hz) en una tnica ubicacion en las células endoteliales y fibroblastos. Ademads, los
resultados con AFM de viscoelasticidad son comparables, al menos cualitativamente a
las mediciones con otras técnicas como la citometria de torsion magnética, y reologia
convencionales. La espectroscopia de fuerzas de una sola molécula se puede alcanzar
con velocidades de rampa de 0.01 a 100 micras / s. La espectroscopia de fuerza del
AFM ha demostrado ser invaluable en el sondeo de elasticidad de una sola molécula,
transiciones estructurales intramoleculares, y las fuerzas intermoleculares especificas la
técnica consiste es ir acercando de poco a poco, paso a paso la punta hasta tocar la
muestra, una vez que se hizo contacto con la superficie de la muestra se indenta por un
tiempo determinado y se va elevando la punta otra vez, paso a paso y la deflexion del
cantiléver se monitorea por los fotodiodos, capturando la curva de fuerza(7].

El microscopio de fuerza atdmica (AFM) es una técnica de investigacion local,
diseflado para medir las fuerzas de interaccion de una punta afilada con la superficie de
una muestra. El concepto de resolucion en AFM es diferente del de microscopios
basados en algun tipo de radiacién porque las iméagenes obtenidas por AFM son
tridimensionales. En cuanto a resolucion se considera para microscopia la capacidad
para distinguir dos puntos separados en una imagen, pero en el caso de AFM esto va a
ser la denominada resolucion lateral, ya que al ser imagenes tridimensionales las que se
obtienen serd necesario 'considerar ademas una resolucion vertical. Existe una distincion
importante entre imagenes obtenidas mediante ondas y las obtenidas mediante técnicas
de barrido de una sonda. La primera esta limitada por problemas de difraccion y las
ultimas principalmente por la geometria de la sonda y de la muestra. Normalmente la
anchura de una molécula de ADN se utiliza como medida de la resolucién porque se
conoce un didmetro de 2.0 nm en la forma B. Algunos de los mejores valores para AFM
son de 3 nm para una forma de DNA en propanol. Desafortunadamente, esta definicion
de resolucion puede no ser propia ya que la altura de la muestra y la geometria de la
punta pueden afectar con claridad. De hecho, muchos autores han visto que es el radio
de curvatura de la punta el que influye de manera significativa en la capacidad de
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resolucion del AFM. Aqui k es la constante del resorte del cantiléver (0.01 2 0.1 N/ m
para aplicaciones bioldgicas), calibrado con una variedad la técnica consiste en simular
por elemento finito la sonda y por medio de las medidas nominales se obtiene la
constante de resorte del cantiléver Las desviaciones de la palanca se miden por la
desviacion del haz optico, pero también puede ser detectada con los métodos de
interferometria o piezo-resistivo. Para la desviacion del haz éptico, la luz laser se enfoca
en la parte posterior de la superficie del cantiléver (opuesto a la punta). La luz laser
reflejada se dirige hacia un sensor o cuadrante de fotodiodos (PD). Las salidas de voltaje
son proporcionales a las deformaciones verticales o laterales del cantiléver, como
resultado de las fuerzas normales o torsional en la punta, respectivamente. Las
mediciones se pueden realizar en ambientes acuosos, y se presta como una herramienta
util para el estudio de las células que viven en ambientes casi fisioldgicos (sin previa
preparacion, recubrimiento o tratamiento quimico [8,9,10].

Muchos de los AFM comerciales no permiten la facil adicion de accesorios
debido a la reducida superficie disponible para colocar y manipular la muestra. La
mayoria de los sistemas comerciales de AFM disefiado para fines bioldgicos mueven el
cantiléver en lugar de la muestra. En dicha configuracién, es necesario reorientar o
realinear el punto laser continuamente a medida que el cantiléver se mueve. Este nuevo
enfoque puede introducir desviaciones sistematicas de la respuesta ideal del método de
la desviacion del haz dptico. Se presenten artefactos comunes en las mediciones de AFM
son franjas de interferencia debido a la luz del laser reflejada por el cantiléver y la luz
reflejada por la muestra. Esta interferencia es detectada por el fotodiodo como una onda
oscilatoria. El uso de una fuente de laser con baja coherencia y la minimizacién de la luz
que llega a la muestra pueden reducir este problema. Otra cuestion importante es la
posibilidad de calibrar la constante del resorte de la viga. Esto es esencial cuando se
buscan medidas exactas de fuerza.

Para investigar de una manera precisa las células deseadas, o incluso regiones
especificas dentro de las células, es importante poder visualizar 6pticamente la muestra
junto con la sonda con una precision determinada. Por lo tanto, es esencial la posibilidad
de visualizar Opticamente las muestras durante las mediciones de AFM dimention
3100[9].
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Microscopia de Fuerza Atémica Aplicada a la Biologia Celular

Nuestro conocimiento de la mecanica de la célula se ha incrementado en las
ultimas dos décadas debido a la aparicion de la nano-técnicas. Estas herramientas nos
permiten manipular las biomoléculas y las células con resolucion nanométrica y al
mismo tiempo las fuerzas en un rango de picoNewton a nanonewton. Ademas, la
mayoria de las herramientas surgidas nos permite llevar a cabo medidas en medio
liquido. Entre las herramientas mas importantes se encuentran las magnéticas y pinzas
Opticas, microplacas la microscopia de traccion, la aspiraciéon micropipeta,
microarreglos, y microscopia de fuerza atomica (AFM). Este ultimo es uno de los mas
versatiles, ya que nos permite obtener imagenes topograficas y de mediciones mecanicas
en condiciones fisioldgicas en escalas de nanémetros y de picoNewtons.

El AFM aparecio en 1986 y fue originalmente disefiado para obtener imagenes
topograficas de las superficies. AFM se aplica de forma rapida para medir las
propiedades mecanicas de las diferentes muestras. La posibilidad de trabajar bajo
condiciones de un liquido que AFM forma directa aplicada al estudio de la propiedades
estructurales de las células. La aplicacion de la AFM para investigar la mecéanica de las
muestras bioldgicas llegé en 1992. Tao y colaboradores aplicaron el microscopio de
fuerza atomica para investigar la microelasticidad de muestras suaves bioldgicas y Hoh
y colaboradores utilizaron el AFM, por primera vez, para medir las propiedades
mecanicas de las célulals vivas. Después de estos trabajos, aparecieron una gran cantidad
de estudios y continuan apareciendo, para estudiar la morfologia y las propiedades
mecanicas de las células que viven en condiciones diferentes, asi como nuevos métodos
y técnicas diversas para mejorar las mediciones de muestras bioldgicas, y especialmente
en las células vivas. Sin embargo, una serie de limitaciones surgen en el uso practico,
especialmente cuando se usan sistemas comerciales.

Principio de Funcionamiento

El AFM hace uso de un cantiléver flexible con una punta afilada en el extremo de
la sonda hacia la superficie muestra (Fig. 1). Los principios basicos por los que se rige el
trabajo de un AFM son muy sencillos. Una punta muy fina se barre de manera
automadtica sobre una superficie mediante un mecanismo de retroalimentacion que
permite que unos scanners piezoeléctricos mantengan la punta interaccionando con la

17



superficie a fuerza constante (de esta manera se obtiene informacién de alturas,
topogréfica), o a altura constante (para obtener informacién de fuerza) respecto de la
superficie de la muestra. Las puntas se fabrican normalmente de silicio o nitruro de
silicio, extendidas hacia abajo desde el final del cantiléver. En general, los cabezales de
AFM (donde se encuentra el cantiléver, la punta y la muestra, por tanto donde se realiza
la medida Figura 5) poseen un sistema Optico de deteccién en el cual incide el haz laser
reflejado por el cantiléver. Una caracteristica clave de la manipulacion de células vivas
es la visualizacién simultnea de las muestras mediante microscopia de luz transmitida
un esquema ilustrativo de un sistema tipico de AFM muestra en la fig. 1

PIEZOELECTRIC

SCANNER i | |uaser
—

PHOTODETECTOR

SAMPLE

CANTILEVER

Fig. 2 Esquema Tipico de un AFM.

Células: Imagenes de Vida

El estudio de la materia biolégica con cualquier AFM requiere la inmovilizacién
del material de interés sobre un soporte sdlido que puede ser consideradoen la
plataforma de la muestra del microscopio. Ademas, el material que se va a medir debe
ser identificable de cualquier otro material presente (contaminantes) y aislado de tal
manera que su superficie se puede accederal contacto directoconla punta del
AFM. Para los experimentos de células vivas, esto significa que las células deben ser
disociados de los tejidos en los que existen d§: forma natural,y se adhiere auna

superficie plana y soélida. Generalmente, esto implicael cultivo de las células sobre
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cubreobjetos de vidrio, mantenido enlos nutrientes que contienen los medios de
comunicaciéna 37° C ypH~73,en el 5%de CO,En el momento delos
cubreobjetos se montan en el espacio de la muestra, que se procede de forma segura a
colocar sobre el anillode succién, y los medios de cultivo se sustituye por fluidos
fisiologicos (buffera pH~7.3,que so6lo contienelos nutrientes esenciales). El
contenido de los fluidos fisiolégicos se da especificamente para cada experimento,
pero de importancia comun es la concentracion de iones diferentes, la determinacion de
la osmolaridad y el pH (la viabilidad de las células depende en gran medidaen
ambos). La evaporacién del liquido durante un experimento aumenta la osmolaridad y el
pH,un efecto significativodelos volumenesde liquidoa menudo utilizado
(<0,5 ml). Intercambio o la perfusion de los liquidos durante el un experimento es
posible [2].

Como se mencion6 anteriormente, el AFM se aplica para obtener informacion
topografica de las superficies en el aire. Sin embargo, su capacidad de imagen en las
condiciones de liquido motivé su aplicacion inmediata a especimenes biolégicos. El
AFM se utiliza sobre todo como una técnica de obtencion de imagenes, especialmente
en el campo de ciencias de los materiales. Imagenes de AFM se obtienen mediante el
escaneo de la superficie de la muestra con la punta del cantiléver a una fuerza fija,
aunque también puede utilizarse TC-AFM. El mantenimiento del nivel de fuerza se logra
mediante el uso de informacion electronica (controladores PID) de forma continua la
correccion de la posicion vertical del cantiléver (en relacion a la muestra) como la sefial
de entrada varia en funcion de obstaculos topograficos. La topografia de la muestra es
reconstruida a partir de los movimientos verticales utilizados para mantener fija la fuerza
de interaccién. Los modos de imagen diferentes disponibles dependen de la sefial de
entrada en el circuito de retroalimentacion para controlar la posicion vertical. Los dos
modos principales utilizados en biologia son el contacto y el contacto intermitente (CI o
tapping), que se discuten brevemente a continuacién. Otras técnicas y mejoras se han
introducido, como la modulacién magnética, modulacién de frecuencia o microscopia de

fuerza ultrasoénica [2].
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Modo de Contacto Intermitente

El modo tapping o de contacto intermitente consiste en hacer oscilar el cantiléver
en su frecuencia de resonancia natural. En condiciones liquidas o en aire, la oscilacién
de la conduccion general se aplica por el mismo piezo que controla la posicion
vertical. Cuando se miden células vivas con cantiléver suave (~ 10 pN / nm) asi que, la
oscilacion produce una desviacion en la amplitud del cantilever de unas pocas decenas
de nan6metros. La amplitud de la oscilacion se ajusta dependiendo de las caracteristicas
de la muestra. La exploracion se lleva a cabo mediante el uso de la sefial de amplitud de
la sonda. . En este modo la punta tiene menor pe&mbacién y la reduccion de las fuerzas
de corte sobre la muestra son menores cuando ia punta escanea la muestra. En el caso
de las células vivas, el modo de contacto interrﬁitente aprovecha de las propiedades
mecanicas de las células vivas. A las frecuencias de resonancia del cantiléver, las células
se comportan casi como un fluido viscoso. Por lo tanto, la fuerza ejercida por la célula es
proporcional a la velocidad con la que se probaron las principales fuerzas y son
aparentemente mayores al momento de la captura de la imagen en este modo. Este modo
de trabajo es idéneo para la adquisicion de imagenes de células vivas sin dafiarlas. Las
imagenes de tapping tienen una resolucion lateral baja y es dificil para resolver los
componentes estructurales celulares, tales como el CSK (linea celular). Sin embargo, el
tapping es util cuando se requiere medir los parametros morfologicos como el caso del
perimetro, area, volumen [2].

Modo de contacto.

Se utiliza normalmente cuando se desea alta resolucion lateral. Para obtener
alguna imagen, nitidez punta, la rigidez de la muestra y la fuerza aplicada determinar la
resolucion lateral maxima que se puede lograr. En el modo de contacto, los cantiléver
suaves (k ~0.01 N/ m) permiten una buena medida. Se requiere una punta piramidal
(con un radio de vértice <50 nm), baja velocidad de barrido (<100 m / s) y que las
fuerzas aplicadas sean de unos pocos cientos de pN si se desea obtener resoluciones
laterales de decenas de nm en células vivas. Sin embargo, para obtener un buen contraste
del CSK subyacente, el aumento de las fuerzas es necesario. La inmovilizacién de las
muestras también es importante cuando las células no son adherentes. La
inmovilizacién se puede lograr mediante el uso de buffers para variar la carga
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electrostatica de la muestra y la superficie (por ejemplo, solucién salina equilibrada de
Hanks), o por modificacién quimica del sustrato (por ejemplo, 3 - aminopropil-
trietoxisilano). Cuando se trabaja con células adherentes, el uso de los revestimientos de
sustrato como la fibronectina o el coldgeno y el aumento del tiempo de la cultura puede
ayudar a mejorar la adhesién de las células al sustrato. Imadgenes de AFM nos traen
cuantitativa informacion tales como la altura, el perimetro o el volumen de las células
vivas junto con estructurales detalles de la superficie y el interior de las células, por
ejemplo, el citoesqueleto; La posibilidad de cambiando el ambiente liquido, mientras
que imagenes de AFM hace una excelente herramienta para realizar un seguimiento
respuestas  estructurales y dimensiones de las células vivas bajo tratamiento con
medicamentos. Figura 2 muestra la vida celular del epitelio alveolar imagenes en modo
de contacto en condiciones liquidas. En las Fig. 2: se observa la altura 3D (izquierda) y
la deflexion (derecha) de una célula alveolar primaria de la rata en condiciones de
liquidas. Espesor de la celda se ~ 4 micras. Deflexion gris estd situada a 200 nm,
respectivamente. Tamafio de escaneo fue de 100 micras. Las imagenes fueron obtenidas
utilizando un sistema de Bioscope opere en modo de contacto con la punta de voladizo
piramidal (k = 10 mN / m) (Veeco, Santa Barbara, EE.UU.)

Como se menciond anteriormente, las imagenes de AFM se obtienen mediante el
escaneo de la superficie de la muestra con en su punta continua correccion de la posicion

vertical (altura).

Figura 3: Altura 3D (izquierda) y la deflexion (derecha) de una alveolar primaria de la
rata en condiciones de liquido. Espesor de la celda se ~ 4 micras. Deflexion gris estd

situada a 200 nm, respectivamente. Tamario de barrido fue de 100 micras. Las imdgenes
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fueron obtenidas utilizando un sistema de Bioscope opere en modo de contacto con la

punta de cantiléver piramidal (k = 10 mN / m) (Veeco, SantaBarbara, EE.UU) [2]

Como se menciond anteriormente, las imagenes de AFM se obtienen mediante el
barrido de la superficie de la muestra con la punta del cantiléver que de manera continua
realizaba la correccién de la posicion vertical (altura) como la desviacién (en modo de
contacto) o la amplitud (en IC-modo) que varian como consecuencia de la topografia de
la muestra. Si el circuito de retroalimentacion fue ideal, la sefial de error podria ser
constante durante la exploracion. Sin embargo, la respuesta de los circuitos PID real
dependera de la buena afinacion de la parte proporcional e integral de los valores y de
las propiedades de la viga y la muestra. Por lo tanto, la sefial de error no son constantes,
pero ofrecen imagenes que pueden reflejar las propiedades de la muestra.

Una de las principales limitaciones del AFM para la obtencion de imagenes es su
velocidad de adquisicion baja, especialmente en el caso de muestras grandes (decenas de
micras), como las células vivas. Para las imagenes de alta resolucion de las células
vivas pueden durar varios minutos, y por lo tanto restringe los cambios celulares. Sin
embargo, las imagenes de baja resolucién todavia proporcionan informacion de las
dimensiones cuantitativas con una resolucién temporal de uno o dos minutos. Los
artefactos derivados debido a las deformaciones térmicas de ambos sistemas de AFM y
las muestras se observan cominmente en imagenes del AFM de. Estos efectos pueden
ser minimizados por la estabilizacion térmica de todo el sistema, aunque suele ser dificil
en los organismos vivos. Elementos piezoeléctricos también introducen los efectos de
fluencia y la histéresis cuando las iméagenes y las muestras son de gran tamario.

La utilizacion de sensores de posicion (por ejemplo, medidores de tensién o
condensadores) y circuitos de retroalimentaciéon espectacular minimiza estos efectos,
aunque también se reduce el tiempo de respuesta del sistema. Por esta razén, muchos de
los equipamientos comerciales ultima generacion ya introducen nanoposicionadores. En
el caso especial de las células vivas, es importante la visualizacion simultanea dptica de
las muestras con el comun de los sistemas Opticos, como el contraste de fase (APS),
contraste de interferencia diferencial (DIC), o epi-fluorescencia. Los sistemas

comerciales de AFM son comunmente dificiles de combinar con estas técnicas, lo que
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reduce su aplicacion a la biologia celular.
Mediciones Mecédnicas

Aparte de los efectos de imagen, el AFM se utiliza ampliamente como un sensor
de fuerza, la deteccion de las fuerzas que van desde decenas de piconewtons a cientos de
nanonewtons, que es el rango involucrados en la mecénica de la célula. Medidas
mecanicas uso que se obtengan mediante la aplicacion de las oscilaciones triangular en
la direccién vertical y la medicion de la deflexion resultante en los contactos de la punta
de la muestra. La desviacion se traduce en la fuerza con la constante del resorte de la
viga que va desde unos pocos mN / m para cientos de N / m. Las curvas obtenidas se
conocen comunmente como fuerza-distancia (F - z) las curvas, o simplemente curvas de
fuerza.
Las curvas de fuerza se utilizan para medir interacciones punta muestra y determinar la
magnitud de contacto. En la Fig 4 se muestra un ejemplo de curva de fuerza donde
se representa la deflexion del cantilever en funcion de la posicion de la punta respecto
de la superficie de la muestra. Se puede observar como el grafico obtenido esta descrito
por una serie de nimeros que identifican distintos tramos en la curva. El tramo 1 en el
que la deflexion permanece constante, representa el descenso de la punta (ascenso del
piezo en Z) cuando no existe ningun tipo de interaccién punta-muestra, es decir, no se
ha establecido todavia ninguin contacto. El tramo 2 indica que existe una flexion brusca
del cantilever hacia abajo respecto a su posicion inicial, esto es debido a que la punta se
sitiia en una posicion respecto de la muestra que puede sentir importante fuerzas de
atraccion (capilaridad, tension superficial). En el momento que la punta siente dichas
fuerzas de atraccion se puede decir que ha entrado en contacto con la superficie de la
muestra. Posteriormente, a medida que la punta sigue bajando a lo largo del tramo 2
llega un momento en el que esta lo suficientemente cerca como para que las fuerzas de
repulsion compensen a las de atraccion y el cantilever empiece a flexionar hacia arriba,
en ese momento comienza el tramo 3 hasta que el piezoeléctrico en Z comienza a bajar
es decir la punta a subir respecto de la superficie de la muestra que es donde comienza
el tramo 4. Este tramo se prolonga hasta valores de desplazamiento de la punta mayores
que el correspondiente al comienzo del tramo 3. La razén de que esto ocurra es que el
hecho de acercarse mas la punta en la muestra al recorrer el tramo 4 implica mayor
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penetracion de la misma en la capa fluida adsorbida sobre la superficie de la muestra lo
que debe implicar mayor fuerza de adhesién como asi se observa en una mayor

deflexion hacia abajo por parte del cantilever. Esto ocurre hasta que bruscamente el
cantilever recupera su posicion inicial al romperse las fuerzas de adhesion este salto
brusco corresponde al tramo 6. Por ultimo, el tramo 7 corresponde a una constancia en

la deflexion en funcion de la separacion punta-muestra pues de nuevo no hay contacto
entre ellas. En la figura 11 se muestra un esquema del ensayo realizado con un AFM
para obtener una curva de fuerza.

El andlisis de la carga y se acercan o retraccién de la descarga o curvas proporciona
informacion sobre las propiedades elasticas y la adhesion de la muestra,
respectivamente, aunque diferente informacion se puede extraer de them4. Los métodos
mas utilizados AFM para estudiar la viscoelasticidad y la adhesion de las células vivas

se explican a continuacién [11].

Medidas viscoeldsticas

La parte acerca de una curva fuerza-distancia sigue un perfil lineal (Fig. 4). La no
linealidad no representa el comportamiento no lineal de la muestra, sino que esta
determinada principalmente por la geometria de la punta. Las sondas comerciales de
forma piramidal o coénica (Olympus, Tokio, Japon; Vecco, Santa Barbara, EE.UU.;
MikroMasch, Tallinn, Estonia). Los cantiléver modificado con cuentas esféricas unidos
en sus extremos también se pueden obtener (Novascan, Ames, EE.UU.). Todas estas
geometrias lineales llevan las relaciones a una fuerza-indentacion (F - 8), como resultado
de aumentar la superficie de contacto entre la punta y la muestra. El F (8) relaciones

obtenidas.
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Con lapunta de geometrias diferentes se describe mediante un modelo de
contacto eldstico de una indentacién de un medio elastico. Heinrich Hertz fue el
que describe y resuelve el problema de dos cuerpos elésticos en contacto (Hertz, 1881),
tenga en cuenta que el modelo unico que conducen a una fuerza de respuesta lineal es el
de la perforacion cilindrica, ya que su drea se mantiene constante durante la indentacion.
El enfoque mas comin para obtener el mddulo de elasticidad o0 mddulo de Young (E) de
las células vivas lo describe la curva de descarga. En primer lugar, las curvas de Fz se
transformanen F-6 las curvas mediante el célculo de la huella de la punta en la muestra,
para determinar el mc;mento en que la punta en contacto con la muestra (punto de
contacto). En segundo lugar, el modelo elastico de contacto adecuado a la geometria de
la punta se coloca en la parte de carga de la curva. La eleccion de la parte impide
acercarse a posibles artefactos relacionados con la adherencia observado en la region de
retraccion. Debido a la no linealidad de la respuesta de la fuerza, dos temas son cruciales
para una estimacion fiable de E: la determinacion del punto de contacto y que sea
adecuada del modelo de contacto con la geometria de la punta real. El punto de contacto
se define por la fuerza (o desviacion) offset y el punto vertical en la que el cantiléver
comienza a desviar. En el caso de muestras blandas, el punto de contacto es dificil de
determinar a simple vista debido a la desviacion suave del cantiléver en hendiduras de la
célula. Por lo tanto, una estimaciéon objetiva de estos pardmetros deben ser

establecidos. Incluso si el médulo de Young es una estimacion fiable de la rigidez de la
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célula. Las células no son los cuerpos elasticos, pero si viscoelastico. La principal
limitacion de estos enfoques es que los pardmetros obtenidos mecanica estan limitados
por el ancho de la ventana de tiempo utilizado durante las mediciones. Un método mas
robusto para investigar viscoelasticidad celular €s la aplicacion de las oscilaciones de
baja amplitud en un amplio rango de frecuencias para estimar el mdédulo de corte
complejo G *. El médulo de corte complejo se divide en un componente real o en fase,
que corresponde a la elasticidad o la energia almacenada, y un imaginario o fuera de la
fase de componente, que corresponde a la viscosidad o pérdida de energia. La parte real
se conoce como el modulo elastico (G”), Mientras que la parte imaginaria se llama el
modulo de pérdida (G”). La técnica de oscilacién ha sido aplicada con éxito a una
amplia variedad de células vivas, incluyendo las células epiteliales del pulmén, las
células de musculo liso bronquial, los macréfago§ y neutr6filos en condiciones basales y
bajo tratamiento mecanicas o farmacologicas [8,9]. La técnica oscilatoria a utilizarse en
mediciones AFM en las células vivas, consiste en aplicar oscilaciones de baja amplitud
(50-100 nm) en una hendidura de operacién (3¢). Bajo estas condiciones, el modelo de
contacto eléstico descrito por F (8) se puede aproximar tomando los dos primeros

términos de su desarrollo de Taylor:
oF
F = F(6) + %((5 —0g) + .

En el caso de un piso punta termin6 cilindrica de radio a, la expansion anterior

lleva a

2F
F= F0+(1 )a(6 6o)-

Al sondear las muestras bioldgicas en condiciones de liquido la fuerza de arrastre
hidrodindmico ejercida sobre el cantiléver se debe corregir a frecuencias por encima de
~ 0.3 Hz [10]. La fuerza de arrastre depende de la geometria de la viga, por el arrastre
factor b (0), y en la velocidad del extremo en voladizo libre v = d& dt. Se puede expresar
por FD = b (0) v. Como se describe en la obra de Alcaraz y compaiieros de trabajo, el

factor de friccién aumenta a medida que la punta se acerca a la superficie. El factor b (0)

26



se obtiene normalmente mediante la aplicacion de las oscilaciones de baja amplitud a
diferentes alturas sobre la superficie de la muestra y la extrapolacion a cero de
separacion [8,10]. La contribucién de arrastre hidrodindmico en el dominio de la
frecuencia tiene la forma F4 (0) / 8 (®) =1 @ b (0) (donde i = ¥ -1), y puede ser incluido
en la ecuacion 4 para corregir la fuerza de arrastre, la obtencion debido a la suavidad de
las células vivas, las mediciones mecéanicas tienen que llevarse a cabo mediante
cantiléver suave (decenas de mN / m) para aplicar fuerzas de baja por lo general por
debajo de 1 nN. Otro factor importante a tener en cuenta es el espesor de las células. Que
viven las células epiteliales recubiertas en cubreobjetos de vidrio con un espesor de 5.10
micras. Por lo tanto, la indentacion también puede ser controlada con el fin de no
percibir el sustrato subyacente duro [11]. La indentacion puede llegar maximo en la
medicién de las muestras suaves sin sentir el sustrato duro puede ser estimado en 10-
20% de espesor de la muestra.

El modelo mas simple proviene de mecanica de medios continuos y se basa en la
obra de Heinrich Hertz, el modelo describe una indentacion hertziana elastica de una
muestra infinitamente extensa por un penetrador de forma simple. Dos formas de uso

frecuente en AFM son penetradores conicos o parabdlicas:

2 E
Fpmboloid"g"——(l_vz)-a VR

Donde Fonica €s 1a fuerza necesaria para indentar una muestra elastica con un
indentador coénico, similar con lo que seria con un indentador parabdlico.

La principal limitacion de los sistemas comerciales de AFM en la medicién de la
adhesion de multiples es el recorrido retroceso del piezovertical. Algunas mediciones de
las células necesitan la édquisicién de las curvas de fuerza con una amplitud de decenas
de micras. El rango tipfco vertical para los sistemas comerciales es de 7 um, siendo 14

pum en algunos aparatos disefiados para aplicaciones bioldgicas. Al llevar a cabo tanto en
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moléculas individuales y multiples ensayos de adhesion, pero también es importante la
medicion real del desplazamiento vertical y lateral, que sélo es posible con sensores de
posicion, tales como medidores de tension. Incluso la reciente introduccion de esta
tecnologia en los sistemas comerciales, la mayoria de ellos utilizan precalibrado de
piezoposicionadores que presentan importantes efectos de histéresis y tienen una baja
reproducibilidad. Receptores de adhesion el uso que se distribuirdn a lo largo de la
superficie celular, pero especialmente localizadas en ciertas regiones, tales como bordes
de las celdas o las uniones célula-célula. Por lo tanto, la colocacion exacta de la punta
del cantiléver en estas areas parece necesario, pero dificil de obtener con los sistemas
comerciales. Una vez mas, la dificultad de combinar los sistemas comerciales con las
técnicas convencionales de microscopia Optica limita su aplicacidn a los estudios de la

Adhesion celular.

Mecanica Celular

La mecanica es una rama de la fisica que tienen que ver con las fuerzas. Como
tal los estudios de mecéanica debido a las tensiones aplicadas las cepas, para obtener las
propiedades elasticas y viscosas de los materiales. Las propiedades adhesivas de los
materiales juegan un papel importante en su comportamiento mecanico. Por esa razon, la
mayoria de los libros de texto que tienen que ver con la mecanica continua y el contacto
tiene una seccién para explicar la adhesion. En el caso concreto de la biologia celular,
propiedades adhesivas de las células vivas determinar su respuesta viscoelastica y
viceversa. Por otra parte, una gran division de las células vivas cuando se trata de la
mecanica es su disponibilidad para adherirse a las superficies, por lo tanto, sobre las
células adherentes y las células no adherentes. Parece por lo tanto dificiles de aislar a la
adhesion de viscoelasticidad, en las mediciones de la célula. Asi, incluso su
interconexién, son pocos los estudios que implican la adhesion y las medidas
viscoelasticas de las células vivas. Debido al gran cuerpo de evidencia de que las fuerzas
se aplican, de transmision, y equilibrado por las células vivas y sus conexiones con otras
células y el ECM, parece probable que la mecénica es un campo importante para el
estudio de la biologia celular. Propiedades mecanicas de las células vivas se estan
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convirtiendo en tan importantes como los enfoques clasicos de bioquimica para entender
mejor como funcionan las células. En esta seccion, la principales conclusiones de las
propiedades mecanicas obtenidas en las células vivas se abordan, asi como los

principales modelos para explicar €l comportamiento de las células mecénicas [12].
Eventos Mecanicos en la Funcién Fisiologica

Es ampliamente aceptado que el caracter viscoelastico de células y su respuesta
al entorno mecanico son determinantes cruciales de la forma, funcién y vitalidad. Las
fuerzas dindmicas de fluido, la adhesién, y la influencia de la tension y la frecuencia de
control de la funcion fisioldgica y la patogénesis de las enfermedades. Hay numerosos
ejemplos en los sistemas inmunoldgico y circulatorio. Eritrocitos (glébulos rojos), a
menudo pasan a través de los capilares que son a menudo la mitad de su didmetro.

Las variaciones en la viscoelasticidad arterial se ven en condiciones tales como
enfermedades cardiovasculares, enfermedad vascular periférica, anemia de células
falciformes, diabetes, derrames cerebrales y otras condiciones. Asi, su respuesta
viscoelastica bajo cizallamiento de fluidos y deformacion han sido ampliamente
estudiados. Las plaquetas, aunque no tienen un nucleo, son capaces de modular
rapidamente su forma y rigidez mecénica, que es de fundamental importancia para un
trombo (coagulo) de formacibn y  endurecimiento de las arterias
(aterosclerosis). Leucocitos (globulos blancos), especialmente los neutr6filos, son un
papel central en la defensa contra la infeccion y al hacerlo experimentar una amplia
variedad de las fuerzas dinamicas [1]. Que especificamente deben reconocer los
patégenos quimicos, se adhieren a las células endoteliales, que las paredes del vaso de
linea, y penetrar a través de la capa epitelial en el tejido circundante. Mecanica del
endotelio se convierten en importantes en la regulacion de la adhesion y migracion de
los leucocitos. Se sabe que se alinean en la direccién del flujo. El rendimiento muscular
es otro proceso fisioldgico en el que obvia viscoelasticidad celular juega un papel clave.

El musculo esquelético y cardiaco debe de ser rapido y eficiente de generar
grandes fuerzas contréctiles. Por lo tanto, su citoesqueleto y las proteinas motoras son
muy ordenados y son capaces de soportar grandes esfuerzos y deformaciones. Las
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células musculares lisas son una clase separada de las células musculares en las paredes
de las arterias (el musculo liso vascular), intestino, vias respiratorias, y otros 6rganos. El
musculo liso también se debe generar la contraccién, pero al mismo tiempo mantener la
plasticidad y flexibilidad. Por lo tanto, su estructura es menos ordenado y mas sensible a
fuerzas externas. Cortante inducida por el estrés de adaptacion y remodelacion, junto
con la adhesion celular, es importante para la accion cooperativa de estos tejidos. El
mecanismo de la hiperactividad del musculo liso vascular se investiga como efector
clave de la hipertension pulmonar [12]. Del mismo modo, las células de musculo liso
bronquial son en gran parte responsable de la dilatacién o constriccion de las vias
respiratorias en los asmaticos [13]. Sus propiedades viscoelasticas en reposo y durante la
estimulacion, al no ser bien entendido, es un foco de intenso estudio [14].
Caracterizacion de la mecanica de la microescala en las células, no sélo las
propiedades de células enteras o en la totalidad del tejido, es fundamental para una
comprension completa de muchos procesos celulares. La motilidad y la citocinesis
(division celular) implican muchos cambios en la forma sutil que el resultado de un
control dindmico de la membrana y la tension del citoesqueleto. Células como las
neuronas experimentan un crecimiento complejo y morfogénesis en respuesta a la
tension externa [15]. Comunicacién entre las células, especialmente las neuronas,
requiere un contacto estrecho y flexible en las ubicaciones especificadas en la superficie
celular. Las proteinas y enzimas que transduce sefiales eléctricas o quimicas deben ser
transportadas y dispuestos en los andamios detallada en el sitio de las sinapsis o
uniones. Las caracteristicas viscoelasticas de los sitios de contacto postsinapticos
(espinas dendriticas) en las neuronas del hipocampo del sistema nervioso central es el
segundo foco de este trabajo. La plasticidad y la estabilizacion a largo plazo de estas
estructuras se piensa que es una caracteristica clave del aprendizaje y la memoria
[16]. Remodelacion morfoldgica, asi como desplazamiento interno de la sefializacién de
las vesiculas y las proteinas no pueden ser descritos cuantitativamente sin un
conocimiento detallado de la reologia celular microescala. Para alcanzar el nivel deseado
de la comprensidn, los estudios de la mecanica celular y la funcién debe ser paralela g 1a
investigacion detallada de las propiedades especificas de fisica y las interacciones

moleculares. Proteinas soportar la fuerza mecanica y se someten a doblar complejo en
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respuesta a una variedad de estimulos [15]. Las proteinas musculares individuales se ha
demostrado que se alargan de forma reversible a muchas veces sus longitudes naturales,
que es fundamental para mantener el citoesqueleto de las células del misculo intacto
durante el estiramiento y la contraccion extensa [2]. Las moléculas flexibles que se
unen, o la pareja de membrana filamentos de la proteina son actores clave en la
determinacién de la reologia celular, la integridad del citoesqueleto, y la disposicion de
la sefializacion de las proteinas en el musculo liso y no las células del musculo [16].
Enlaces inter o intra-biomolecular estan compuestos de hidrégeno muchos débiles, Van
der Waals, interacciones ionicas y en complejas medidas de tres dimensiones.
Desconsolidacion de los ligandos de los receptores, los antigenos de los
anticuerpos, o reordenamientos estructurales en las moléculas individuales pueden
seguir un camino de reaccién de multi-estado que depende de la fuerza aplicada (si
existe) y el momento para que la reaccion ocurra [2]. Espectroscopia de fuerza en
moléculas aisladas de un solo, aunque no se puede mantener todas las complejas
funciones de las células vivas intactas, puede dar ideas importantes sobre la relacién

entre la estructura, la unién, y la funcion en un nivel fundamental [2].
Microreologia Celular

Reologia o viscoelasticidad se ocupa de las propiedades elasticas y viscosas de
los materiales. Debido al tamafio micrométrico de las sondas comunes que se utilizan
para estudiar la mecénica celular, el uso de la microreologia término es ampliamente

aceptado.
Blandura

Varias medidas Yiscoelésticas han llevado a cabo en diferentes tipos celulares y el
uso de diversas técnicas de sondeo y todos ellos coinciden en particular: las células
tienen valores de rigidez muy bajos. De hecho, podriamos hablar de la suavidad de las
células, para enfatizar esta importante caracteristica. El rango de rigideces en las células
vivas pueden variar mas de cuatro érdenes de magnitud, decenas de Pa a cientos de kPa,
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la busqueda de tal variacién incluso dentro de una misma célula [17]. Este amplio rango
de valores puede ser debido a los diferentes tipos de células, la heterogeneidad
estructural de las propias células, y la instrumentacion de sondeo. Células adherentes
forman parte de los tejidos que tienen diferentes funciones y propiedades un tanto
diferentes. Parece logico que las células procedentes de diferentes tejidos pueden
comportarse de forma mecanica diferentes. Por ejemplo, las células esqueléticas se ha
demostrado que es mas rigida que las células endoteliales [2]. Dado que las células son
estructuras muy heterogéneas, su rigidez depende fuertemente de la regién probaron
[17]. Por otra parte, la velocidad a la que las células son probados también pueden influir
en la que son obtenidas las propiedades mecéanicas. Ademas, la técnica utilizada para
investigar las propiedades mecanicas también puede inducir una modificaciéon de la
rigidez local. Por ejemplo, la fijacion de particulas magnéticas en la superficie celular a
través de receptores de la integrina aplicar en las mediciones de pinzas magnéticas u
opticas se ha demostrado que induce una reorganizacién CSK local. Esta reorganizacion
se puede reflejar en las mediciones mecanicas. La diferentes supuestos adoptados en
cada enfoque, tales como el valor del coeficiente de Poisson (se asume que son 0.5), la
hipétesis de contacto sin friccion en las mediciones de AFM, el espesor de las células
supone, o la descripcion de las células como materiales continuos también pueden ser
factores que determinan la variabilidad de las propiedades de las células

viscoelastico[2].
Viscoelasticidad: términos, definiciones y modelos estindar

Un material viscoelastico es el que puede almacenar y disipar la energia
mecanica en respuesta a la deformacion por una tensiéon mecanica. La capacidad de
almacenamiento se conoce como la elasticidad y las pérdidas de disipacion se deben a
los efectos viscosos. Propiedades mecanicas pueden ser descritas en términos de la
respuesta al estrés de una tension aplicada, o viceversa. Materiales puramente elasticos
responder instantdneamente, mientras que los efectos viscosos actuar para retrasar la
respuesta a una tension variable en el tiempo o esfuerzo. Si una cepa se aplica a un

cuerpo viscoelastico de forma instantanea y, posteriormente, se mantiene constante, Jas
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tensiones inducidas en el cuerpo se deterioraran con el tiempo. Este es el fendmeno
conocido como relajacion de la tension. Del mismo modo, si una tensién es aplicada a
un cuerpo viscoeldstico como una funcion escalonada en el tiempo, la deformacion de la
tension aumentara con el tiempo, conocido como el fenémeno de la fluencia. Si el
cuerpo se carga de forma ciclica, una histéresis se desarrollara entre la carga y descarga
de las curvas de tension-deformacion frente.

La medida del tiempo depende de las relaciones tension-deformacion del
material que se conoce como reologia. Para un sistema lineal tridimensional, el médulo
de relajacion de la tension, G (t), se relaciona con la dependencia temporal de la tension,
Df (t), en respuesta a una cepa Dx paso inicial en el momento o, como: Df (t) = G (t-
o) Dx. Con las funciones de estrés y la tension al revés, el cumplimiento de la fluencia,
J (t), describe el comportamiento temporal de la tension en respuesta a una fuerza de

paso en el momento a, como: Dx (t) = G (t- o) Df.

Estructuras mecanicas en las células

Es ampliamente aceptado que la integridad mecanica de la célula es través de la
red de proteinas filamentosas, llamado el citoesqueleto de eucariotas (nucleo que
contiene) las células. Hay tres componentes principales del citoesqueleto: filamentos de
actina, microttibulos y filamentos intermedios. Una descripcion detallada de la estructura
y las funciones basicas de estos filamentos se pueden encontrar en los libros de biologia
celular de texto [18].

Espectroscopia de Fuerza Atomica (AFS)

El AFM combina una elevada sensibilidad para poder aplicar y medir fuerzas y
una elevada precision en la posicion relativa entre punta-muestra en las tres
dimensiones, ademas de la posibilidad de operar en condiciones fisiologicas. Un tipo de
estudio que hace uso de las cualidades basicas de un AFM, es la AFS, mediante la cual a
sido posible realizar estudios de las propiedades mecénicas y elasticas de las células

enteras [22].
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Conceptos basicos de AFS

El estudio de curvas de fuerza es una herramienta muy potente para analizar las
propiedades elésticas y plasticas de los materiales. La AFS es un técnica que nos aporta
informacién cuantitativa, para poder transformar los datos de una curva de fuerza
directamente obtenida del microscopio se necesite‘l un elemento de referencia a partir del
cual sea posible de forma fécil obtener el valor de la fuerza que ejercemos sobre €l cual
esta montada nuestra punta. Teniendo en cuenta que el cantiléver tiene un
comportamiento elastico podemos considerar que el comportamiento es como un muelle
al cual se le aplica la ley de Hooke.

Las técnicas de sonda proxima han extendido nuestra capacidad de sentir hasta
un micro-mundo o nano-mundo y en este camino han aportado una nueva manera de
entenderlo a partir de técnicas microscopicas. Mas alla de esto, tocar las cosas es un paso
esencial para la manipulacion de las cosas, y la habilidad de sentir, manipular moléculas
Unicas es un nuevo paso que marca una gran diferencia en la manera que tenemos de
entender e interaccionar con el mundo que nos rodea reza J.K. Heinrich Horber.

El avance de la tecnologia asociada a la micro fabricacién de las puntas a sido
uno de los paso claves en el desarrollo de los SPM en general. Otro elemento importante
en el desarrollo de un AFM es el mecanismo que nos permite mover la punta muy cerca
de la muestra y escanearla con mucha precision para poder tener una buena resolucion.
En 1989 fue un afio decisivo, ya que las muestras biolégicas son blandas y facilmente
deformables, de modo que se ha de aplicar el minimo de fuerza posible sobre la muestra
para que la forma topografica obtenida no se vea afectada por la adquisicién de la
imagen. Ya en los afios 90 ya se pudieron hacer los primeros anélisis de espectroscopias
de fuerza atdmica de células enteras en los que se evalud la elasticidad. En el caso de la
microscopia de fuerza lateral o de fuerza de friccién fue precisamente la aparicién del
AFM lo que permiti6 avanzar claramente en la comprension de los procesos de friccion
o tribologia a escala atémica. Esta técnica ha sido muy utilizada en el estudio de
materiales estructurales de elevado interés tecnologico pero también se a ha utilizado
para el estudio de materiales blandos.

El desarrollo de técnicas tipicamente utilizadas en el estudio de ciencias de
materiales / superficies esta abriendo sus puertas al estudio de las propiedades
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mecanicas y estructurales de materia procedente de sistemas bioldgicos.Cuando la punta
entra en contacto con la superficie entonces el cantiléver se flexiona cuando una cierta
fuerza vertical se aplica sobre la muestra. Esta deflexién se transforma en una sefial
eléctrica gracias a que el laser que se relaja en la parte trasera del cantiléver incide
sobre un fotodetector, esta sefial se procesa como un puto topografico en el espacio que
viene dado por la posiciona de la punta en los eje “X”, “Y” y “Z”. De esta forma
mientras la punta va escaneando la superficie de la muestra se va creando la imagen
topografica del area escaneada. A medida que la distancia entre la punta y la muestra se
reduce se establecen ciertas interacciones como las fuerzas de van de Waals,
electrostaticas, etc., a medidas que la punta se sigue aproximando a la muestra la
repulsion punta-muestra se hace dominante y la punta se flexiona hacia arriba: momento
en el cual podemos decir que se establece un contacto real, en un sentido macroscopico.
Este fenomeno se describe mejor en la Fig. S la cual muestra el contacto punta-célula en
una curva de fuerza sobre una célula. En el caso de muestras bioldgicas, en contra parte
el modo tapping se utilizan cantilévers con una constante mas baja reduciendo asi el
posible dafio que se pueda realizar. Este modo ha abierto una gran gama de posibilidades
a la baja interaccion con la muestra. Precisamente, la ventaja de este tipo de interaccion
con el material bioldgico estd en la contraposicion a la compleja dindmica de interaccién

punta muestra que, en algunos casos puede llegar a complicar la interaccion.
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Fig. 5 Esquema que representa el contacto punta- célula en una curva de fuerza.
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Por lo general, las curvas de fuerza se analizan en un determinado rango de las
fuerzas de carga. Por lo tanto, los valores de deflexién deben convertirse primero en la

carga de los valores de la fuerza.

Viscoelasticidad Celular

Otra propiedad importante de las células ;livas es el hecho de que las células se
comportan no sélo elasticamente, sino taanién“de una manera viscosa, es decir, las
células son viscoelasticas. La viscoelasticidad de las células vivas se puede medir por
distintos procedimientos. Uno de los méas comunes es la aplicacion de una medida de
fuerza o de la deformacion y la medicién de la respuesta correspondiente de determinar
las propiedades viscoelasticas de los materiales es la aplicacion de control de baja
oscilaciones de amplitud. Este método dio lugar a curvas de tensién-deformacion con
histéresis que refleja el comportamiento viscoelastico de células vivas. Ambas respuestas
elastica y viscosa mostré también a depender de la velocidad a la que se aplico la
deformacion, las células se comportaron mas rigido cuando sonde6 a tasas mas altas. En
particular, tanto 'G y G ", seguido de un poder débil de baja en las frecuencias bajas, con
G" se aproxima a un liquido puramente newtoniano a frecuencias superiores a 100 Hz
[19]. La relacién de tension-deformacion de las células vivas se ha demostrado que es
bastante lineal para las deformaciones de baja o de las fuerzas aplicadas. El uso de este
método sencillo, se ha observado que las células responden inicialmente como un cuerpo
elastico y luego o bien la fuerza y la deformacién de relajarse en el tiempo. Médulos
elastico y viscoso, los factores de amortiguamiento y los tiempos de relajacién de las
células vivas se han calculado utilizando esta técnica (AFM). Un método maés robusto
para generalmente no lineal, lo que refleja una mayor rigidez aparente [5]. Este efecto
puede ser debido al sustrato subyacente duro en el que crecen las células adherentes y
unas inherentes caracteristicas celulares, denominado como el endurecimiento por
deformacién. Se ha observado el efecto de la rigidez aparente mayor de las células vivas
investigado en hendiduras de alta con AFM como una evidencia de endurecimiento por
deformacion [20]. Sin embargo, recientes mediciones AFM teniendo en cuenta espesor
de las células han demostrado un comportamiento lineal, aun cuando las células fueron

indentandas> 50% de su espesor [21].Ahora es ampliamente aceptado que las células
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vivas se comportan mas rigido como su resistencia a la tension interna aumenta. Esta
rigidez celular inducida por la tension previa se ha observado en una variedad de tipos
de células en diferentes tratamientos que se modifica el pretensado interno por ambas
estimulos bioquimicos o mecanicos [21]. Mediante la regulacién de CSK pretensado
mediante el tratamiento con agonistas de células contractiles y relajantes. Las medidas
viscoelasticas realizadas en las células vivas cultivadas en soportes deformables
mostraron una mayor rigidez cuando se estira. Estos resultados confirman la hipétesis de
una tensién CSK preexistentes (principalmente concentrados en el actina CSK), los

cuales juegan un papel importante en la estabilidad de las células mec4nica y rigidez.

Las medidas mecénicas de las células vivas se obtienen generalmente a través de
la llamada distancia curvas de esfuerzo-: una forma de onda triangular se aplica a la
direccion vertical, y la deflexién se mide como la punta de los guiones de la
muestra. Estudios de adherencia se llevan a cabo utilizando esta técnica, pero el analisis
de la parte de retraccion de la curva. La medicion de la torsion del cantiléver, como la
punta escanea la superficie horizontal de la muestra, nos permite el estudio de la
propiedades de friccion. El uso de cantilever suave (primavera constante de ~ 10 mN /
m) nos permite aplicar y medir fuerzas a nivel pN, que es el orden de magnitud de las
fuerzas que intervienen en los procesos celulares. La elasticidad de los materiales se
describe cominmente a través de su moddulo de Young (E), y la viscoelasticidad
utilizando el moddulo de corte complejo (G * (0O), siendo O la frecuencia de
excitacion). E obtenidos a partir de la distancia de alta amplitud de fuerza curvas
ajustadas con un elastico de cierto contacto modelo [5]. Aparte de las aplicaciones de
nanoindentacion, el sistema nos permite medir la adherencia propiedades de las células
vivas. Propiedades de adherencia son muy importantes para la estabilidad estructural y la
mecénica de las células vivas. Adhesion refleja la interaccion mecanica de las células
con su entorno. Las células vivas expresan diferentes proteinas de membrana (como
selectinas o integrinas) para regular su adherencia a las células vecinas o de la matriz
extracelular, en la Fig 6 se puede observas una curva de fuerza en obtenidas por este

sistemas en un sistemas celular de alveolos pulmonares.
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Fig. 6: Desviacion distancia (dz) curva obtenida con una punta esférica en voladizo (R=
2500 nm, k = 0,01 N/ m) en una célula del epitelio alveolar en la cultura (de pico a pico
de amplitud 2.5m/sa 0.3 Hz). Lineas continuas y discontinuases sinonimo

de acercamiento Y retroceso curvas, respectivamente.

Las imagenes son obtenidas mediante el escaneo de la superficie de la muestra
con la punta del cantiléver. La agudeza de la punta, ademas de otras caracteristicas tales
como la rigidez de la muestra, determina resolucion de la imagen. Los cantiléver blandos
de Nitruro de silicio AFM con puntas piramidales son comunmente utilizados para la
obtencion de imégenes de alta resolucion de las células vivas. Puntas piramidales estan
embotadas o redondeadas en el 4pice.

Al probarla  mecénicacelular, wuna limitacibn  importante aparece
con consejos cantiléver disponible en el mercado AFM.El usocomun dela
geometria piramidal o cdnica. Tal geometria de la punta da lugar a una geometria de
contacto no esta bien definido, y una fuerza de respuesta no lineal debido a la creciente
area de contacto entre la punta y muestra. El uso de puntas de composicion plana o
cilindricas con radio conocido puede reducir esta limitacion mediante la imposicion

de una zona de constante contacto.
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CAPITULO VI

MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen los materiales y los métodos utilizados, lo que
permitira familiarizarse con el microscopio de fuerza atémica (AFM) y conocer sus
modos basicos de operafci@n. Asi mismo, se presenta una descripcion del funcionamiento
del AFM utilizado para las mediciones realizadas en este trabajo. Se describen también

los materiales utilizados y los métodos de preparacion de las muestras estudiadas.

Microscopia de Fuerza Atémica

Se utilizaron dos microscopios de fuerza atémica diferentes. El primero (Fig. 7)
ubicado en los laboratorios de CINVESTAV-Querétaro es un microscopio modelo
Nanoscope IV Dimension 3100 de Bruker (antes Digital Instruments y Veeco de Santa
Barbara, California, EEUU) El segundo (Fig. 8) fue un microscopio Nanoscope III
Multimode de los laboratorios del Centro de Microscopias Avanzadas de la Universidad

de Buenos Aires, Argentina.

Figure 1.8b  Dimension SPM Head
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Fig. 7. Microscopio de fuerza atomica Nanoscope 1V Dimesion 3100 de Bruker ubicado
en CINVESTAV Querétaro, donde Se presenta a) fotografia de la cabeza del

microscopio y b) descripcion esquemdtica de la misma.
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Fig 8 Microscopio de fuerza atémica Nanoscope III Multimode ubicado en
los laboratorios de microscopia de la Universidad de Buenos Aires,

Argentina.
Control en la calibracién del barredor piezoeléctrico

Ambos microscopio cuentan con escéners que pueden barrer areas hasta de 100 x
100 pmz,, y hasta 3 (Dimension) y 10 (Multimode) pm en la direccién vertical. Como
primer paso antes de realizar los experimentos se corrobor6 la correcta calibracion del
escaner. La calibracién del mismo permite corregir la variacién del piezoeléctrico para
que el barrido sea el correcto. Para este fin se utilizan grillas o rejillas de calibracion
cuyas dimensiones se conocen con precisién. En este trabajo se utilizaron tres grillas
comerciales para verificar la calibracién del barredor piezoeléctrico del AFM multimodo

propiedad del Centro de Microscopias Avanzadas de la UBA.

Calibracién

Para el 6ptimo funcionamiento del equipo, ademds de asegurar la calidad y
veracidad de las imagenes, se realizaron varias calibraciones para las mediciones
realizadas en medio liquido, considerando la configuracién del nanoscope III
multimodo, localizado en el Centro de Microscopias Avanzadas CMA de la Universidad
de Buenos Aires.En el caso de las medidas en medio liquido se realizd una serie de
medidas sobre una muestra de referencia de oro recocido inmerso en una solucién

acuosa salina de bufer de fosfatos PBS. La Fig. 10 nos muestra las grillas de cuadros que
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nos permite identificar si existe un desfase en las direcciones X y Y de la sonda al
momento de hacer el barrido, o si mantiene las formas como en el caso de la grilla de
barras como lo muestra la Fig 11. La Grilla de espicula (Fig 9) no arroja informacion del

eje Z, ademds sobre el estado de la sonda, si estas desgastada, sucia y quebrada.

P - = y. 5.0 ym
e) [ w
Fig.9 Rejilla de referencia modelo TGT0! de la firma NT-MDT. Imdgenes SEM (a) y

AFM de topografia (b).y de deflexion (c) de la rejilla. En la grdfica (d) se presenta un

perfil mediante el que se corrobora las especificaciones de forma de la punta de

acuerdo con el fabricante. Las imdgenes (e) y (f) son vistas en tres dimensiones de (a)

El andlisis del perfil de la grilla de espiculas o rejilla de puntas y de sus
imagenes, nos permitié asegurar que la punta de la sonda est4 en 6ptimas condiciones, es
decir que no esta daﬁadé, contaminada o desgastada.

La rejilla o grill NanoGauge NGR-2 de Nanodevices (Santa Barbara, EEUU) es
una grilla de calibracién en los ejes X Y Z. Consiste en una serie de diagramas en forma
de cuadrados dispuestos con una periodicidad. En la Fig. 10 se pueden observar las
imagenes de este arreglb,'en la partes izquierda de la serie de imagenes se observa una
microfotografia de SEM 'y la de AFM las cuales fueron obtenidas en el el modo de

contacto CM-AFM. El andlisis de las dimensiones de las mismas proporciona
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caracteristicas que coinciden con las informadas por el fabricante.

150 nm
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—-23 nm
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Fig. 10. Imdgenes de la grilla NanoGauge NGR-2. (a) Micrografia obtenida por
microscopia electrénica de barrido y (b) imagen de topografia por AFM obtenida en
modo contacto en ambiente de nitrégeno seco. S'e analizo la imagen de AFM para medir
la profundidad de las depresiones y la periodicidad de la grilla. Utilizando la
herramienta del software (Section Analysis) se obtuvo un perfil de alturas en la
direccion vertical (c) y uno en la direccién horizontal (d). En cada panel se muestra la
seccion graficada y los valores de altura y distancia entre los pares de cursores. Cada
valor se corresponde con el color de los cursores. Los valores medidos se encuentran

dentro del rango especificado por el fabricante en (e) y (f) se muestra la imagen en 3D.

Se utilizaron también grillas de la empresa NT-MDT (Mosci, Rusia) de

calibracion en la direccién vertical, que consisten en arreglos periddicos de escalones de
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periodo nominal 3mm. Las imagenes se tomaron en el modo de contacto a una deflexion
(deflection point) de 0.5 V utilizando una sonda de nitruro de silicio con una constante
de resorte de 0.35 N/m. A partir de estas mediciones, y corroborando que los parimetros
medidos coinciden con las especificaciones de las rejillas de referencia, se puede
concluir que el piezoeléctrico del escaner est4 calibrado en cada uno de los ejes.

En la Fig 11 se presentan las imégenes obtenidas para estas grillas y el andlisis
correspondiente, en donde se observa que las dimensiones obtenidas concuerdan con las

del fabricante. Estas imagenes fueron proporcionadas por el CMA de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales de 1a UBA.

30 pm y: 20 pm

Fig. 11. Imdgenes de topografia de las grillas TGZ01 y TGZ03. Micrografias obtenidas
por microscopia electronica de barrido de la grilla TGZ01 (5000 X) (a) y TGZ03
(30000 X) (d). Las imdgeﬁes de las grillas TGZ01 (20x10 um, z =200 nm) (b) y TGZ03
(20x10 pum, z =2000 nm) (e) fueron obtenidas en el AFM en modo de contacto
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intermitente en presencia de nitrégeno gaseoso seco. En las secciones (c) y (f) se
presentan los valores de altura y distancia entre los pares de cursores donde cada valor
se corresponde con el color de los cursores. Los valores obtenidos concuerdan con los

informados por el fabricante.

Ya calibrado el equipo, el paso siguiente fue relacionarse con el protocolo para
realizar las medidas en medio liquido asi como la preparacién del equipo, las
condiciones de seguridad para el usuario y para el equipo. Para este fin se utiliz6 una
muestra ya conocida, oro recocido. La matriz en la que fue sumergida esta muestra de
referencia fue PBS preparada en el mismo laboratorio. La Fig 12 muestra las imagenes
obtenidas, que corresponden a resultados esperados. La realizacién de estas medidas
permite ademdas un entrenamiento para este tipo de medidas en medio liquido. Las
condiciones de medidas fueron las siguientes: un tamafio de barrido (scan size) de 20 um
con una deflexién inicial (deflection setpoint) de 0.5 V en modo de contacto CM-AFM a
512 lineas, con un punta triangular de nitruro de silicio de constante de resorte de 0.32

N/m.

~ 75nm 2.09 nm

_~1.57 nm
Fig. 12 Oro recocido inmerso en PBS, preparacion para realizar medidas en medio

liquido.

Las imagenes de SEM de las grillas son cortesia del Centro de Microscopias

Avanzadas de la Universidad d Buenos Aires a cargo de la Dra. Lia Pietrasanta.
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Primeros Intentos con células

La primeras pruebas que se hicieron para observar si era factible o no el poder
observar células, fueron hechas en epitelio de cebolla que se fijé por adherencia capilar,
lo que no requiere ningn tipo de preparacion previa del sustrato. Se requiri6 un sustrato

rigido y limpio, por lo que se opt6 por un portaobjetos de vidrio.

En la Fig. 13, la imagen de fase destaca la presencia de estructuras vegetales que
no son identificadas en la imagen de topografia, ;acaso la fase de este tipo de
mediciones nos proporciona més informacioén de la que se puede ver por Microscopia
Optica convencional? ;El AFM nos aporta mucho mds informacién ademas que su alta
resolucién?; la respuesta es si dado que las estructuras presentas estan en el interior de la
célula. Con esto se puede aplicar el estudio de biologia y medicina ya que como se ha
mencionado en este trabajo alcanzan resoluciones que dificilmente con otras técnicas

seria posible. Ademés de que estas técnicas no son invasivas.

Fig. 13 Primero intentos con células, comparacion entre microscopia optica

convencional y TM-AFM.

Una vez culminada la parte experimental donde se pudo observar células sin

dafiar las estructuras, donde se seleccionando correctamente las puntas, fuerza
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suministrada a la muestra, tiempo de viabilidad y preparacién del sustrato, el siguiente
paso fue utilizar muestras sanguineas y poder observar sus componentes celulares y
caracterizarlos. La idea central fue utilizar células sanguineas por varias razones; la
principal fue por su facil acceso, son mas resistentes a agentes externos, y no se necesita
mayor cuidado de manejo, limpieza e incubacién, ya que el mismo cuerpe humano
cumple con las condiciones anteriores. Las prinie;as medidas fueron en modo tapping, o
TM-AFM, con punta de Silicio en forma de viga con una frecuencia de resonancia de
92.2 KHz y una constante de resorte de 3 N/m. Estas medidas se realizaron con el fin de
de establecer la metodologia que se utilizaria en mediciones posteriores. Ademas de
poder delimitar el tipo de punta y sus caracteristicas fisicas, ademas de las condiciones
de medida.

Preparacion de las Muestras

Una extension o frotis sanguineo consiste en recubrir parcialmente un
portaobjeto con una gota de sangre, de tal manera que las células de ésta se dispongan
formando una sola capa de ellas. Esto puede hacerse manual o automaticamente.

Las muestras se obtuvieron de sangre periférica por medio de un pinchazo de un
dedo de la mano. El modo en que se procesa la sangre es por medio de un frotis como la
muestra la Fig 14. Se coloca una gota de sangre periférica en la parte superior de un
portaobjetos colocandose otro vidrio sobre la gota. Hasta que por capilaridad se forme
una linea de sangre entre los dos vidrios. Se desliza el vidrio superior para formar una
pelicula lo mas uniforme posible, cuidando que sea de un solo movimiento y la fuerza
aplicada. Por lo que se le suministra una fuerza se corre el riesgo de deformar los

globulos rojos.

s A
gl ues W,
> ~ €4

L T Sl N
P TR S s
2%

8o L8
O L

b s
" 0. SB0S
(2&000 &

Fig. 14 Preparacion de un frotis celular para su posterior andlisis.
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Una vez ya formado la extension sanguinea se procede con el analisis de las células
como se ha mencionado con anterioridad se analizan en distintos medios. En la Fig 15
se muestra el soporte de la sonda con la que se realizaran las mediciones, el HOLDER
o soporte va sobre el piezo y controla los movimientos del scan. Los modos con los que

se trabajd en este trabajo consisten en 3 modos principalmente:

e Contacto en aire y en liquido
e Tapping o contacto intermitente

e Modo Acustico o AFAM

Figure 1.5¢ Standard Cantilever Holder

SIDE VIEW
tip is installed
Cantilever Probe Tip
(tip faces down )
Spring Loaded Probe Clip
Electrical Mounting Sockets {4 plcs)

N

Cantilever

’g"”"““g BOTTOM VIEW
roove { TiP SIDE)
(no tip
installed ) no tp instalied

Fig. 15 Soporte donde va colocada la sonda o punta de trabajo.

Para trabajar en medio liquido se necesita de una celda especial, ademas de una
metodologia ya estandarizada para este modo de trabajo. La celda para medio se muestra
en la Fig 16, con la cual se trabaja ya sea en agua, alguna solucion buffer o un medio de

cultivo.
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Fig. 16 Se muestra la celda necesaria para realizar medidas en un medio liquido

Lo primero que se realiza es colocar la muestra de observacion sobre el soporte
adecuado (platina metalica de 0.5-1 cm de diametro) e introducirlo en el cabezal,
posteriormente viene la alineacion del laser sobre el cantiléver que sigue el
procedimiento descrito: Colocar el cantiléver de silicio del usuario en el tip-holder (Fig
16) con la ayuda de unas pinzas e introducir el tip-holder en el cabezal. Aseguraos que
la muestra se encuentre a una altura tal para que la punta no se pueda romper la punta de
la sonda. La disposicion vertical de la muestra se puede ajustar con el botén de control
del motor situado en la parte derecha de la base. Este botén presenta dos posiciones:
down. El control de la distancia punta-muestra se hara gracias a la visualizacion 6ptica
con camara web acoplada. El encendido dél microscopio se realiza a través del
controlador un botén que controla la intensidad de la luz. Se procede, a enfocar la punta.
Una vez alineado el laser se enciende la mesa de aire y se procede a realizar las

mediciones como lo muestra la Fig. 17
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Fig 17 lintensidad de la sefial del fotodiodo, cual nos indica si el ldser estd incidiendo
en la sonda
Se ha de procurar que la intensidad del liser sea la maxima posible. Con esto,
hemos conseguido la maxima resolucién en vertical.
Una vez obtenido la méxima intensidad del laser, hacemos que la sefial vertical
del foto-detector alcance un valor lo més cercano a cero con la ayuda del botén de
ajuste del fotodiodo. El valor de esta sefial oscila desde -2 hasta —3 y el contador de la

parte inferior lo méas cercano a 0.

Modos de funcionamiento del AFM
Modo de Contacto Intermitente (IC-AFM)

Con el deseo de reducir los efectos nocivos fuerzas laterales que se producen
durante la captura de datos en modo de contacto, se desarrollé esta técnica [23], y
posteriormente se aplico en algunos estudios de imagenes de células vivas [24]. En este
modo de funcionamiento de la base de la sonda es impulsada sinusoidalmente a una
frecuencia cercana a la frecuencia de resonancia del cantiléver. La punta oscila
verticalmente con una amplitud de libre normalmente se establece en el rango de 10-100
nm. En lugar de utilizar la desviacion de los cantiléver estaticos (DC) como una sefial de
retroalimentacién (como se hace para el modo de contacto), se utiliza la amplitud de la
oscilacion de la sefial de desviacion vertical se usa para la retroalimentacion del piezo. A
medida que la sonda se acerca a la superficie de la muestra, la amortiguacién de las

oscilaciones de la punta se producen contacto intermitente debido a las fuerzas de con
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experiencia en el extremo inferior de su ciclo de oscilacién. Durante la exploracién
lateral, el z-piezo ajusta la altura media de la sonda de tal manera que la amplitud, y por
lo tanto el nivel de amortiguacién, se mantiene constante. Las fuerzas laterales se
reducen drasticamente debido a la punta s6lo se pone en contacto intermitente con la
superficie. Ademas, la deteccion de fase de la oscilacién de la punta (en relacion con la
sefial de la unidad) proporciona una medida de la naturaleza disipativa de interaccién
con la punta, capaz de discernir las propiedades del material, tales como la adherencia o
viscoelasticidad.

En la mayoria de los casos, la sonda no puede ser accionada directamente, sino a
través de una sefial de adicional puesta en el piezo. Por otra parte, al acercarse a una
muestra suave, como una cé€lula, las interacciones de amortiguacion no estan bien
localizadas en altura debido al acoplamiento hidrodindmico de los movimientos de la
punta en la superficie de la viscoelastica. Esto evita que la determinacion precisa de las
fuerzas de la imagen, pero las mejoras se realizaron de manera simultinea el
seguimiento de la media de la DC-la desviacion de la sefial (un mejor indicador de la
aparicion de interacciones superficiales directo) [30]. La sefial de desviacion se pretende
reflejar las propiedades elasticas de la interaccion punta-muestra, mientras que la sefial
de fase indica las propiedades viscoelasticas. Estas caracteristicas siguen siendo el
mejor modo de aprovechar de manera cualitativa y depende en gran medida los
parametros de imagen. Por ejemplo, el contraste de fase a menudo se puede revertir
resonancia, en funcién de la eleccion de la frecuencia de la unidad en relacion con la
palanca de. Sin embargo, para superficies muy suaves y el adhesivo, la punta puede no
salir de la muestra dentro del rango de amplitud necesaria para bajas normales de la
fuerza de aplicacion. Esta es probablemente la razon por la que iméagenes de células con
el modo de tocar s6lo ha sido alcanzado en un pufiado de estudios. El éxito depende,
naturalmente, del tipo de célula, y la propuesta de endurecimiento viscoelastico de de la
superficie. El uso de técnicas de accionamiento magnético oscilatorio (MAC modo,
Molecular Imaging Inc.) ha demostrado una reduccién dramatica de las excitaciones de
liquidos no deseados (directamente una palanca oscilante magnetizado), pero las
aplicaciones de iméagenes de células aun no se han se dio cuenta (probablemente debido
al aumento de la rigidez de las palancas magnético recubierto). Aprovechar el modo no
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se empled en los experimentos para el trabajo actual, se debe poder de las medir
cuantitativas viscoelasticidad en un rango de frecuencia extendida. Frecuencias
fisiolégicamente relevantes suelen ser del orden de 1 Hz, que es inaccesible tapping
modo. Un pariente cercano de contacto y modos de tocar es la técnica de la fuerza-
modulacién, donde las fuerzas de contacto CC se utilizan para la retroalimentacion de
altura, pero la sonda (o la muestra) también oscila a una frecuencia por debajo de su
resonancia y por encima de la respuesta en frecuencia del circuito de realimentacion
[36]. Puesto que los efectos de resonancia que se evitan, las propiedades elasticas y
viscosas de la muestra son mas féciles de calcular a partir de la en fase y fuera de la fase
de los componentes de la oscilacion de la punta (respuesta lineal). Sin embargo, incluso
con imagenes muy lenta, la respuesta de retroalimentacién requiere frecuencias de
modulacién que se ~ 1 kHz, utilizar sondas muy suaves (con resonancias dentro de este
rango). Modulacion de Fuerza no evita las fuerzas laterales perjudiciales, como la punta
se mantiene en contacto a través de la imagen. Por lo tanto, como con el tapping modo,
s6lo una pequeiia reporte de experimentos se han reportado con modulacion de la fuerza

a las células vivas de la imagen.

Modo Contacto (CM-AFM)

El modo mas comun de funcionamiento de la AFM se llama modo de contacto, donde la
punta se pone en contacto estable con la muestra (interaccion repulsiva).

Resolucion lateral en el modo de contacto (y la mayoria de los otros modos de imagen
AFM) es limitada en ultima instancia por la convolucién de la punta con la muestra,
dado por la geometria de la punta, la rugosidad de la muestra y el nivel de indentacion.
La micro-escala de la geometria de la punta estéd bien definido (por lo general piramidal),
La indentacion aumenta el area de interaccion punta-muestra, lo que reduce la resolucién
lateral. Este artefacto es, naturalmente, depende de la elasticidad local de la muestra,
proporcionando asi la sensibilidad a la mas rigida las estructuras. Las imagenes depende
de los tiempos de respuesta diferentes en el sistema de retroalimentacion (palanca, la
muestra, piezo, ancho de banda de fotodiodos, etc), el numero de puntos de datos
obtenidos en la exploracion de trama, y posible destruccion de corte de la muestra. E1 E

cambio en la fuerza de interaccion se acciona a una velocidad (establecido por las

51



ganancias de realimentacion) que supera la frecuencia de respuesta de cualquiera de los
componentes involucrados, a continuacion, las caracteristicas topogréficas no se realizan
correctamente. El aumento de la fuerza aplicada o la velocidad de exploracion lateral
aumentaran la destruccién de corte inducida por la friccién de la muestra. E1 modo de
contacto se puede utilizar para las células vivas de la imagen, pero generalmente se
limita a relativamente rigida, las células bien adherida de los tejidos conectivos, con
citoesqueletos que puede soportar grandes cargas (las células musculares, fibroblastos,
macrdfagos, células Oseas, endoteliales, epitelialess, etc). Los primeros estudios
utilizan las fuerzas de imagenes en el orden de 10 nN y, con una resolucién posible de ~
30 nm, informaron las estructuras fibrosas que se muestra para reflejar los filamentos del
citoesqueleto del interior de la célula (Henderson et al., 1992). Las caracteristicas de la
superficie de la membrana tales como microvellosidades (picos en las células
epiteliales), no eran visibles a menos que se fijaron las células (rigidamente entrecruzado
con glutaraldehido o paraformaldehido). [40]

La mejora de la sensibilidad se logré con el control de temperatura y la
calibracion de la fuerza, con las curvas fuerza-distancia antes y después de cada imagen,
ha permitido imagen estable con una fuerza de ~ 1 nN.Esto dio lugar a una
determinacion fiable de la dinamica del volumen celular, la definicién de complejo cerca
de la membrana del citoesqueleto de redes, y la identificacion de los poros de la fusién
de exocitosis en pozos de membrana. Lo mas importante, el uso de células muy rigidas
(moédulo de Young superficie de aproximadamente 400 kPa). Las imagenes producidas
mostraron la superficie de las células, ya sea lisa o granular, dependiendo de la region
de la célula, y s6lo en ciertos lugares se observan estructuras filamentosas. Las particulas
de la superficie granular son imagenes tan pequefias como 5 nm (con tamafios de
escaneo pequefio), lo que sugiere una sensibilidad a las proteinas de
membrana. Imdgenes con las fuerzas de 100 pN, el aumento de la presencia de
elementos filamentosos, lo que sugiere que incluso en este nivel relativamente bajo de la
fuerza, deformacion de la superficie se produce (contraste topografico y eldstico en las
iméagenes). Por otra parte, las fuerzas electrostaticas sin contacto parcialmente
contribuyen al perfil de la superficie observada, y que la mejor resolucion se obtiene en
las imagenes de la friccion (fuerza lateral del canal, adquirido al mismo tiempo). Por lo
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tanto, con el modo de contacto, la separacién clara de caracteristicas topogréficas,
elastico, propiedades de friccion, la superficie de electrostatica, y otros sigue siendo un
reto importante. Si las estructuras de interés son dindmicas en una escala de tiempo mas
corto que el tiempo de formacion de imagenes, solo una representacion "difusa" de la

superficie se puede lograr (con independencia de la fuerza de la imagen).

Curvas de Fuerza-Distancia

La evaluacion cuantitativa de las propiedades mecanicas de una superficie con
AFM requiere utilizar las curvas de fuerza-distancia. Después de un curso inicial de
enfoque (con el motor paso a paso), el perfil vertical de las fuerzas de interaccion punta-
muestra se evalué mediante la exploracion de la sonda con el z-piezo a través de una
serie de separaciones de la muestra punta-tanto contacto y los regimenes de no-contacto
(mantener la posicion xy fijos); De esta manera la naturaleza de las fuerzas de la
muestra-punta se puede evaluar. Estos son: de largo alcance electrostatica o de corto
alcance de van der Waals, repulsion duro o la deformacion viscoelastica, no adhesion

especifica a la superficie.

En la Fig 18 observamos las interacciones en relacion de la distancia y las curvas

de esfuerzo:

53



A Hard Surface | Molecular
'/ P, ul//ng
Pauli e L Event
repulsion Electrostatic
repulsion Non contact‘
Van der Waals
attraction BIO Polymer
<— Approach structural transitions ———3,
—> Retract
Force Rupture force ——
surface | D Duplex poly(dG-dC) 1
adhesion Z ’Z‘ DNA iV — |
B ‘ % i : i 1
x/ Viscoelastic Response | ¢ N\ vd \
: ‘ Q- ii /
— (electrostatics supressed) = I \ /
8 p !
k point | PO s W
) 1 1 1
* 300 450 600 750
Molecular Extension (nm)

Fig 18 Modelos de curvas de fugrzas representativas

(A) Cuando una punta de AFM se acerca a la superficie de la muestra, un nimero de
tipos de fuerzas se dejan sentir a través de diferentes muestras de punta separaciones
(por ejemplo, rango de tiempo electrostatica, de corto alcance de van der Waals, y dificil
de Pauli-repulsién). Las fuerzas de adhesion se pueden medir la retraccion.

(B) Si la superficie es suave en comparacion con el resorte de la palanca constante (por
ejemplo, una célula viva), deformacién de la superficie o el sangrado se produce. La
fuerza se incrementard gradualmente y de forma no lineal, (dificil de localizar con
precision), en funcién de la geometria de contacto y el médulo de elasticidad de la
superficie. Deformacion viscoeldstica se observa como una histéresis entre el enfoque y
las curvas de retraccién en la zona de contacto.

(C) las moléculas individuales se pueden estirar de una superficie, la medicién de
fuerzas de unién (punto de ruptura) y la fuerza inducida por las transiciones estructurales
intramolecular.

(D) Un ejemplo de las transiciones estructurales inducidos en las moléculas de ADN de
doble cadena. A las fuerzas bajo (i) el perfil de la extensién es un reflejo de la elasticidad

entrépica de la molécula, pero a 65-70 pN una meseta (ii) identifica una reorganizacién
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estructural de la (recuadro) de doble hélice. A mayor fuerza (~ 300pN, iii), el
derretimiento de los nucledtidos que une las dos cadenas se observa, mas alla de que la
elasticidad de hebra prevalece (iv, la curva roja es un ajuste para el modelo de cadena

libremente articulado).

Cuando una muestra rigida es tocada por la punta y la repulsion  establecida, se sera
una correspondencia exacta de las deflexiones palanca con el movimiento de la z-piezo
(lineal con una pendiente de 1), siempre y cuando no linealidad en el fotodetector o la
palanca se evita. Asi es como la sensibilidad de la desviacion del haz 6ptico esta
calibrada. Una vez que esta sensibilidad se establece la separacion de la muestra-punta y
hendiduras en las curvas posteriores se calcula (1) la fuerza constitutiva de cero o nivel
de referencia de deflexion (lejos de la superficie), (2) establecer el punto de contacto, zc,
y (3) restando movimientos de desviaciones de la punta del piezo a medida que la sonda
se reduce a la superficie de la muestra, permite la deteccion precisa de la aparicion de las
interacciones de la muestra-punta. Interacciones que varian gradualmente con la
separacion, tales como las fuerzas electrostaticas elastica o débil, complican la
evaluacion de la ZC. En soluciones salinas liquido utilizado para los experimentos de
células vivas, de largo alcance, electrostatica y de van der Waals son generalmente
insignificantes. Al embujar la punta mas en una muestra suave (rigidez comparable o
menor que la rigidez de la palanca) un aumento no lineal en la fuerza, medida que se
observa. La no linealidad se debe a que el area de contacto entre la punta y la muestra
aumenta con indentacion. Para el aumento no lineal de la fuerza se describe por contacto

con la mecanica de Hertz como:

4ERY?

P 5%,  spherical indenter of radius R >>, or
—v

F, =

F.= Zl%ta_“(%(s ?  conical indenter of half-opening angle 6.
m\l-v

Aqui E y m son el médulo de Young y la relacion de Poisson de la muestra,
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respectivamente. La indentacion se calcula como d=z - d, z con el movimiento z-piezo
en relacion con zc (abajo es positivo para la punta de exploracion, hasta es positivo para
la muestra de barrido) y d la sefial de desviacion en relacion con la falta de contacto, la
desviacion. Regiones indentacion ajuste de le’ls curvas fuerza-distancia con estas
declaraciones férmulas los valores de la constante eléstica E / (1-v¥) yel zc punto de
contacto, como los dos parametros de ajuste (siempre y cuando los factores de punta

geométrica, como el caso de R que es el radio de curvatura de la punta.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Los primeros intentos se realizaron Se describira a continuacién los resultados
obtenidos de las mediciones realizadas, para mas detalle de las condiciones de medida y
puntas utilizadas ver el Apéndice.

Se vari6 solo el tiempo de secado y la técnica con la que se podia observar y ser
menos invasivo con las células. Se eligié el epitelio vegetal de la cebolla por ser células
planas y sin tanta rugosidad siendo las maés planas, sencillas y de preparacién sencilla.
En las imagenes siguientes se observa células vegetales por medio de contacto
intermitente y posteriormente de contacto. Lo trascendental de esta técnica es la nula
invasidn al sistema, lo que implica es que el sistema permanece casi intacto o con muy
poca alteracion pudiendo observar al sistemas en su estado més puro, en Fig. 19 se
observa una serie de imagenes obtenidas en el modo de trabajo de contacto intermitente

con un scan size de 3.2 micras y con una frecuencia de resonancia de 92.522 KHz.

Topografia

0 pm 1

Fig 19 Primeros intentos con AFM con télulas vivas.
Una vez que terminada la primer parte donde se puede observar células sin dafiar
las estructuras, seleccionando correctamente las puntas, fuerza suministrada a la

muestra, tiempo de viabilidad y preparacion del sustrato, el siguiente paso fue utilizar
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muestras sanguineas y poder observar sus componentes celulares y poder caracterizarlos.
Como muestran las siguientes imagenes. Se pens6 en utilizar células sanguineas por
varias razones; la principal fue por su fécil obténcién, son mas resistentes a agentes
externos, y no se necesita mayor cuidado de maﬁejo, limpieza e incubacién, ya que el
mismo cuerpo humano cumple con las condiciones anteriores. Lo primero que se
observé en el frotis fueron glébulos rojos por estar en mayor cantidad, como lo muestra
la Fig. 20. Las células de la linea blanca son més escasas o dificiles de encontrar. Las
primeras medidas fueron en modo fapping, con punta de Silicio que tenia una frecuencia
de resonancia de 92.1522 KHz, estas medidas se realizaron con el fin de hacer un sondeo
para establecer a metodologia que se utilizaria en mediciones posteriores. Ademas de

poder delimitar el tipo de punta y sus caracteristicas.

Fig. 20 frotis celular de sangre periferica. Punta de Si con frecuencia de 95.1522 KHz
y un drive amplitude de 113 mV.

Las células se fijaron sobre vidrio, un sustrato rigido sin ningin tipo de
preparacién, esto ya ahorra bastante tiempo, ademas agiliza las medidas ya que en otro
tipo de células, o sistemas bioldgicos la adhesion al sustrato es una parte crucial de las
mediciones, ya que si no est4 fijo el material al sustrato no es posible la medida, que en
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este caso no fue neces?rio, ni funcionalizar la superficie por algin tipo de adhesivo, o
las células. La importancia de observa un frotis de glébulos rojos y observa células
redondeadas con bordes definidos, es descartar una esplenectomia y por lo tanto una
anemia falciforme. Las ‘'medidas en didmetro corresponden a 7 micras que es lo normal
en un eritrocito. ‘

La relevancia medica de medir y observar correctamente los globulos rojos, y sus
dimesiones adecuadas es la de descartar, la presencia de esferocitos, que son eritrocitos
mas pequefios de lo normal, y su pared celular es mas debil, esto se da cuando unas de
las cadenas de hemoglobina esta dafiada provocando desestabilidad en el tamafio celular,
la esplenectomia sucede; la cuando se retira una porcion del baso, éste rgano interviene
en la hematopoyesis y és por eso que despues de un procemiento quirtirgico de este tipo
se altera la formacion de eritrociros funcionales, asi que es una buena forma de poder
monitorear a la pobacion de este tipo de célula. La Fig 21 muestra uno frotis celular
analizado por medio de el modo de contacto intermitente, lo relevante es que se logar
ver las estructuras celulares intactas , siendo esto lo mas relevante de la tecnica y de este

tipo de microscopias.

0.27 ym

0.43 pm

37 dea

=13 dwyg

0.49Vv

-0.13V

Fig 21 extension celular de G.Rojos.
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Fig. 22 Segmentado encontrado en el frotis de una persona fumadora; diagrama de un

eosinofilo, célula encargada de la defensa contra ectoparadsitos.

La Fig. 22 fue obtenida en el modo de trabajo tapping. Se muestra un
segmentado encontrado en el frotis de una persona fumadora, con un régimen de 10
cigarrillos diarios. Este tipo de célula se presenta muy rara vez en sangre periférica,
disminuyendo su concentracién cuando la persona estd en contacto con un agente
infeccioso, ya que su funcién biolégica es de sefializacién y la activacion de la demas
respuesta celular. Ademaés estas células solo se incrementa en presencia de anemia
perniciosa y falta de acido f6lico, los valores normales de estas células en sangre es tan
alrededor del 45%. Si se encuentran disminuida es probable deberse a infeccién
bacteriana o quemaduras. Otras de las células segmentadas son los eosinofilos, células
encargadas de la defensa contra ectoparasitos. Su trabajo es la de ser sacrificable en
presencia de los parasitos degranuldndose, la importancia de este imagen reside en que
podemos observar la cromatina laxa y sus granulos con mayor detalle que en una
tincién, ademas que un frotis se puede observar si estas células estan disminuida o
aumentada.

La otra técnica con la que se trabajo fue en AFM modo contacto. En este modo
de trabajo se obtuvieron imagenes de menor resolucién pero con la ventaja de que se
obtuvo el coeficiente de fricciéon de los glébulos rojos en personas fumadoras (mas de 10

cigarrillos diarios), y en personas no fumadoras. En la fig 23 se muestra una galeria de
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imégenes de un frotis sanguineo que va desde una barrido amplio hasta tomar una sola

47
il 0.65 pm

>

~0.48 ym

=0.51 pm

191 nm

~54 nm

-120 nm

Fig 23 Muestra una serie de imdgenes obtenidas en modo de Contacto

Si se compara cén el modo de Contacto Intermitente se observa que la resolucion
varia mucho de un moﬁo de trabajo a otro. Teniendo una mejor resolucion en modo de
Contacto Intermitente. .Pero en modo de Contacto se obtiene informacion que en otros
modos no se podria, como el caso del coeficiente de friccion.

Por este modo de trabajo se pueden observar otro tipo de estructuras sanguineas ,
como el caso de las plaquetas, involucradas en el proceso de la coagulacién. Ademas de
segmentados, célula encargada de la primer respuesta celular. En la Fig 24 se muestran

las estructuras mencionadas con anterioridad.
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Fig 24 Estructuras sanguineas observadas por AFM con un deflection point de 0.5 V

con una punta de Si

El otro modo de trabajo con el que se fealizaron los experimentos propios de
este trabajo fue la obtencion del coeficiente de friccién de un Eritrocito de personas con
diferente grado de tabaquismo. El coeficiente de friccion se obtuvo graficando la fuerza
normal contra la fuerza lateral, obteniéndose una pendiente que viene a ser el coeficiente
de friccion. Se realiza un barrido de fuerza y se obtiene lo valores de las fuerzas por
medio de un programa de Matlab y se obtiene la recta. En las Fig 25 se presentan las
graficas de los coeficientes de friccion, obtenido el graficar Fuerza Normal contra

Fuerza Lateral y la pendiente de la recta obtenida corresponde al coeficiente de ficcion

(w-
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Fig 25 Coeficiente de Jriccién de un eritrocito de personas con distinto grado de

tabaquismo.
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Fig26 Imdgenes de trazo y retrazo de las celulas con distinto grado e tabaquismo.
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Cuando se realizan los;¢élculos en el programa de fuerza normal y lateral, también se

obtiene los valores de tr?zo y retrazo (Fig 26), anélisis estadistico de la fuerza de torsion,



coeficiente de friccién. Es sabido que en células con la presencia de la molécula de
carboxihemoglobina modifica la membrana eritrocitaria [18]. Con esto se relaciona el
estado fisico de la membrana con el coeficiente de friccion y por ende, con la salud del
paciente, ya que al aumentar la presencia de carboxihemoglobina en la membrana los
glébulos obstruyen los vasos capilares provocando los problemas circulatorios muy
notorios en el tabaquismo. La causa mas sobresaliente del tabaquismo es que interfiere
con el metabolismo de las grasas y aumenta considerablemente el colesterol en las
persona con este hdbito. Por lo tanto La versatilidad del equipo nos ayuda a obtener
imdgenes de trazo y retraso y con ayuda de estas poder relacionar el coeficiente de
friccién con la interaccion punta-superficie.

La otra metodologia utilizada fue relizada en el Centro de Microscopias
Avanzadas de la Faculatad de de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires. Se realizaron en medio liquido en el modo de trabajo de Contacto.

Las primeras medidas se realizaron sobre celulas fijadas en un sustrato rigido, siguiendo
la metodologia de México, se utilizd una atmodsfera controlada de N, a un flujo
constante. La Fig 28 muestra una extencion de eritrocitos, obteniendose se un perfil de
la imagen para corroborar que realmente son correctas las dimensiones de la topografias

del globulo rojo. Estos tipos de perfiles se realizaron con un tratamiento de imagenes

con el programa propio del microscopio. oy 015

‘ =T 037 m
; 010

0.00

.05

Fig 28 Perfil de un Eritrocito realizado con el Digital Instrumental.

Los perfiles de las imagens que obtenemos nos muestran si la imagen
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corresponde realmente a un sistema existente y no son artefactos y evidnecias erroneas
del sistema en estudio. En este caso correspenden a las medidas con un glébulo sano.

Se traté de medir glébulos rojos en medio liquido, por medio de un frotis convencional,
en presencia de una solucién buffer de PBS, con lo cual no se obtuvieron resultados ya
que las células no se quedan fijas al sustrato y por lo tanto no se obtuvo las medidas.
Posteriormente se utilizé fibronectina para fijar las células obteniéndose los mismos
resultados. Por lo que se procedié a obtener curvas de fuerza mismas que si fueron
obtenidas satisfactorias. Con las mismas células se obtuvieron medidas pero en aire en
presencia de un flujo constante de Ni, con condiciones constantes de humedad y
temperatura; 24 * C y 33% de Humedad.

Una vez corroborado todos los pardmetros se siguié con el programa y se obtuvieron

imagenes de gldbulos rojos como los muestra la Fig 29

0.37 pim 140 nm

-67 nm

Fig 29 A) muestra la topografia de un extenso celular, en el B) se muestra al Amplitud
de este frotis celular donde se realzan o se diferencian algunas estructuras que en
topogroafia nos tan claros

Una vez que se pudieron observar los eritrocitos se precedié a las mediadas de
propiedades elasticas de las células partes medular de esta tesis. Se realizé un force
volumen en el equipo sobre un grupo de células HeLa y tratar de ajustar las curvas al

modelo de Radmacher y asi poder obtener su modulo de Young. Esta aproximacion
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toma en cuenta el modelo de Hertz y se ajusta a los parametros propios del modelo.
Como paso primero, se obtuvieron las curvas de fuerza en las indentaciones de las
células epiteliales cultivadas en el laboratorio. Una vez viables las células y alcanzando
una poblacién optima se procedié a indentar. Primero se seleccion6 un area donde fuera
seguro que estuviéramos sobre la célula. Las indentaciones se hicieron sobre la porcién
celular que se muestra en la siguiente imagen.

Las células de cultivaron en medio DMEM ver apéndice II), para efecto de
obtener las curvas de fuerza se mide primero el material de referencia que en este caso
fue mica mismo que fungié como soporte rigido. Una vez ajustado el microscopio se
realizan las medidas ver Fig 30.

En la imagen de la célula HeLa fija fue cortesia de Catalina von Bilderling, alumna de

doctorado de la Facultad de ciencias exactas y naturales de la Universidad de Buenos

Aires.

CM AFM, sol
FV:32 X 32
Vel.: 2.66 um/s
Area: 20 um
K:0.35 N/m

3 8 8 8§ &

Deflexon (o)

setexon

b 4% o v 8 38 @ 8 8

3 A ¥ o ¥ 8

Fig 30 celulas HeLa Fijas y vivas y las curvas de fuerzas obtenidas

correspondientemente (Cortesia de CMA, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de

la UBA)
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Una vez obtenidas la imdgenes se analizaron en el programa del equipo
obteniéndose un archivo .txt el cual se grafic y se ajusté al modelo de Radmacher. La
siguiente graficas muestran las curvas de fuerza y ‘la de la curva perfectamente ajustada a
este modelo. Con el cual se puede determinar el médulo de elasticidad. Las curvas
obtenidas se compararon con indentaciones en mica y en la célula, con lo que se
compard la forma de las mismas siendo caracteristicas propias de cada material.

Las caracteristicas de las mediciones fueron hechas con una punta de Si3Nis con
un K= 0.24 siendo la nominal esta constante de resorte, la primera apreciacion de las
curvas es que presenta la forma caracteristicas de las células HelLa reportadas por
Radmacher en su trabajo, una vez obtenida estas curvas, asi por si solas no representan
nada, se tiene que analizar y ajustarla a un modelo que nos dilucide el comportamiento
de esta estipe celular. .

A diferencia de la dureza, el mddulo de elasticidad es una constante del material
y es independiente de la forma de indentador, sin embargo la dificultad para analizar las
curvas de carga-descarga es precisamente el modelo del curso del area proyectada
durante la descarga. El modelo subyacente usualmente en su forma de ecuacién
matematica describe el tiempo-dependencia.

Aplicando el modelo de Radmacher y obtenido lo valores del mddulo de elasticidad nos
da un valor de 131.0425KPa, comparado con valores reportados en la literatura, (Ida
Dulinska et al; 2005). Se us6 un valor de radio de Poisson de 0.5° obtenido de distintas
células por medio de elastografia de resonancia magnética (Inglof Sack et al; 2000). Este
analisis nos demuestra y dilucida que existe un modelo que cumple y ajusta para células
e indentaciones y que podemos comprender el tipo de contacto que hay entre punta
muestra, para determinar los valores de elasticidad de las células, como lo muestra las

Fig 31 que es uno de los objetivos buscados de este trabajo.
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Fig 31 determinacion del modulo de elasticidad aplicando el modelo de Radmacher

'+ basado en un contacto Hertziano.

Por lo tanto Se determind la respuesta elastica de la célula HeLa en experimentos de
indentacién. El modo de trabajo mas novedoso y que aun esta en desarrollo y que viene
a formar parte de las perspectivas y trabajo futuro es el modo acustico, Se pone en
evidencia las diferencias en rigidez presentes en Glébulos Rojos ;Estamos ante una
forma de censar la relacion estructura - funcion de una célula?

Con el modo acustico se obtuvieron una serie de imagenes donde se observa que
se tiene mejor resolucion de las estructuras celulares en comparacion del modo tapping.
Esta técnica se basa en obtener las frecuencias naturales y en contacto de las sondas, se
hace un barrido en la frecuencia optima de la sonda en contacto y se obtienen imagenes
que se presentan a continuacion. Las iméagenes en la Fig 32 fueron realizadas por AFAM
convencional obtenidas con puntas de Si con una frecuencia de resonancia de 376.6
KHz, esta técnica nos permite ubicar e identificar diversos materiales que resuenan a
distintas frecuencias, la importancia y relevancia de esta técnica en sistemas biologicos
es que estos sistemas son muy complejos y con gran cantidad de elementos y esta
técnica es muy util para poder observar y diferenciar las diferentes estructuras,
obteniendo mayor resolucion en este modo de trabajo mostrando una amplia ventaja

sobre las otras técnicas en el area biologica.
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Fig 32 Modo de trabajo AFM uno de las aplicaciones mds Novedosas al aérea de la
Biologia

En la Fig. 32 se observa claramente tres zonas que permiten diferenciar
estructuras y materiales propios de las células, ya que por la diferencia de rigidez de
contacto con la punta, el cantiléver resuena a diferentes frecuencias. Se observan zonas
de color amarillo y rojo claro que sus frecuencias son muy cercanas y por lo que se
puede deducir es que son parecidos en modulo de elasticidad, y zonas en color rojo que
son completamente diferentes. Cabe mencionar que esta descripcién es meramente

cualitativa, en cuanto a lo cuantitativo se realizara en trabajos posteriores.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES

La medicion de AFM de la rigidez celular puede ser empleada como un
método directo para la deteccién de las propiedades elésticas de la membrana celular de
eritrocitos y del citoesqueleto. Esto demuestra la capacidad de detectar cambios de
lamembrana que se puede correlacionar con las alteraciones estructurales tipicas
de ciertas enfermedades de la sangre como esferocitosis, talasemia y deficiencia de
G6PD. El posible uso de AFM para detectar las poblaciones de los eritrocitos
en muestras de sangre de pacientes con anisocitosis sugiere que puede aplicarse no
s6lo a la rigidez caracteristica de la célula, sino también para detectar la patologia de los
eritrocitos en una poblacién total de glébulos rojos.

Se defini6 y aprendi6é sobre la metodologia para el manejo del microscopio de
fuerza atémica (AFM) y de sus modos de funcionamiento y accesorios relacionados
(espectroscopia de fuerzas y microscopia de fuerzas laterales, AFAM). Asi mismo, se
aprendid e implementafon métodos para la preparaciéon de muestras biologicas fijadas
sobre superficies de mica, aptas para ser estudiadas mediante microscopia de fuerza
atémica. Al igual que también, se realizaron estudios de friccion por mediciones de
nanofriccién y propiedades mecénicas empleando puntas de silicio. En donde se pudo
determinar por medio de un estudio preliminar, sobre los cambios de friccién que existen
entre los glébulos rojos de un paciente fumador, contra un paciente no-fumador,
observandose que existia menos friccién en el paciente fumador que en el no-fumador,
demostrando con esto la capacidad de la técnica para determinar las caracteristicas
superficie celular.

El AFM alcanza una resolucion sub-nanométrica y ademas requiere de solo una
preparacion de muestra simple, sin la necesidad de recubrimientos conductores. El AFM
es una técnica versatil, y podemos aprovechar sus distintos modos de operacion

(contacto, oscilante o tapping, etc), para extraer valiosa informacién. En el campo



informacion extra y detecta variaciones directamente en viscoelasticidad e
indirectamente en composicion, adhesién y friccion. A partir del modo de
espectroscopia de fuerzas se puede obtener informacion sobre la adhesion, la dureza y la
deformacion plastica que experimenta la muestria al estar sometido a una fuerza. El
AFM posibilita trabajar en todo tipo de ambientes: Al aire, en liquidos y diversas
atmosferas (inerte, oxidante, reductora, etc.). El AFM posibilita el estudio de la

morfologia del de las células finalmente.
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CAPITULO IX

PERSPECTIVAS

Las perspectivas del trabajo futuro contemplan medir cuantitativamente por
AFAM, y obtener valores precisos de mddulos de elasticidad puntuales. Ademas de
poder observar en tiempo real lo que pasa con las células en presencia de un agente
altamente toxico a niveles nanométricos. Se pretende funcionalizar puntas del AFM con
nanotubos de carbono para alcanzar mayor resolucion y obtener mejores resultados de

los modos convencionales y modificados del AFM.
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APENDICE I

Las puntas utilizadas fueron varias, van desde puntas de nitruro de silicio, silicio y
puntas recubiertas de carbono tipo diamante. Las siguientes imagenes muestran las

caracteristicas y morfologia de cada una de ellas.

Las puntas de diamante fueron utilizadas en las mediciones de AFAM, TAPPING y en
CONTACTO en medio seco para células que van desde globulos rojo, serie blanca y
células infectadas con malaria.

Las condiciones de las medidas se hicieron buscando condiciones similares ya se de de

humedad y temperatura, estos para metros fueron de 30° C y 20 % de Humedad.

Puntas para modo oscilante o tapping y de contacto en aire.

value range
Resonant 300 kHz + 100 kHz
Frequency
Force 40 N/m 20 N/m to 75 N/m

Constant

Length 125 pm + 10 pm

Mean Width 30 pm + 5 pm

Thickness 4 pm + 1 pm

Tip Height 17 pm +2 um

Tip Set back 15 pm .5 um

Tip Radius < 15 nm

Reflex Diamond-Like-Carbon coating on tip

Coating side of the cantilever, 15nm thick;
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Aluminum coating on detector side of
the cantilever, 30 nm thick;
Half Cone 20°-25° along cantilever axis
Angle 25°-30° from side
10° at the apex

A e
Tip Set beck
13)m 8
\\ 'r":\ N7
\  Tip Radius < 15 nm
\ 20°25" slong
' cantilever axds
| 3530 fromside
] 10 wtheapex 19 E m m
! 3
4 Thickness
. -
Coating: E———
I8 Diamond-Le-Carbom, 15nm + V \ /
8 Aluminium Reflex, 30nm 14 mm
O3 mm pt—¢
value range
Resonant 300 kHz + 100 kHz
Frequency
Force 40 N/m 20 N/m to 75 N/m
Constant
Length 125 pm + 10 pm
Mean Width 30 pm + 5 um
Thickness 4 um + 1 pm
Tip Height 17 pm +2 um
Tip Set back 15 pm + 5 pum

Tip Radius < 15 nm

Reflex Coating Diamond-Like-Carbon coating on tip

side of the cantilever, 15nm thick;

1]




Aluminum coating on detector side of

the cantilever, 30 nm thick;

Half Cone 20°-25° along cantilever axis
Angle 25°-30° from side
10° at the apex

range
value
Resonant 150 kHz + 75 kHz
Frequency
Force 5 N/m 1.5 N/mto 15
Constant N/m
Length 125 pm + 10 pm
Mean 25 pm +5 pum
Width
Thickness 2.1 um +1 um
Tip Height 17 pm +2 pum
Tip Set 15 pm +5 um
back

Tip Radius <15 nm

Reflex Diamond-Like-Carbon coating on tip
Coating side of the cantilever, 15nm thick;
Aluminum coating on detector side of the

cantilever, 30 nm thick;

Half Cone 20°-25° along cantilever axis
Angle 25°-30° from side
10° at the apex
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Para las medidas en liquidd se utilizaron puntas triangulares de silicio y nitruro

de silicio con las especificaciones descritas en la siguiente tabla. Se tomaron de las

especificaciones del fabricante.

RTESP OTR4-10

Silicio Nitruro de silicio

40 N/m (0.08:0.02) N'm

300 kHz (34:11)kHz

8§ nm 15 nm

125 pm (100 y 200) pm
Rectangular Triangular

No tiene Oro
TM en aire CM y TM en solucion. FS

77




APENDICE II

Tanto la microscopia como las técnicas de cultivo celular han permitido desarrollar
enormemente el campo de la biologia celular. La primera porque permite ver a las
células en su contexto global, pero también localizar sus constituyentes (organelos,
proteinas, 4cidos nucleicos, etc...). La segunda, porque después de aislar y cultivar una
poblacién celular particular, se pueden estudiar sus propiedades. Cada tipo celular
requiere condiciones de cultivo particulares. Ellas dependen de la especie y del estado de
desarrollo del individuo del cual se obtuvieron y de las condiciones de cultivo
propiamente tales (medio de cultivo con suero fetal bovino, medios de cultivo definidos,
dependencia de capas alimentadoras, requerimientos de temperatura, CO,, matrices que
permiten su adhesion, etc...). En su gran mayoria estas condiciones se determinan en
forma empirica. Por su parte, el tiempo que una célula se mantiene en cultivo depende
de la capacidad proliferativa in vitro de estas células. Asi, por ejemplo, las células
transformadas ya sea porque fueron inmortalizadas por alteraciones genéticas o porque
derivan de tumores, pueden mantenerse por meses e incluso afios en cultivo. Sin

embargo, inevitablemente pierden algunas propiedades.

Las células se colocan en unos pocillos de diametro determinado, en la siguiente tabla se

muestran las caracteristicas de estos contenedores.

Placas multipocillo (multiwell-plates)

Nombre comiin PocillosDiametro Area/pocillo  Area /placa

P96 96 $mm 0.5 cm’ 48 e’
P4 48 | Imm e’ 48 e’
P24 24 16mm 2om’ 48 cm”
P12 12 22mm 4om’ 48 em”
P6  * 0 35 mm 10 e’ 60 cm”
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MEDIO DE CULTIVO (DMEM COMPLETO): DMEM suplementado con suero de
ternera al 10%, glutamina 2mM, antibi6ticos (100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml

de estreptomicina) y aa no esenciales.

INACTIVACION de proteinas del complemento del suero ("des-complementacién"):
Descongelar una botella de suero a 370C, aumentar entonces la temperatura del bafio
(con la botella dentro) hasta 560C, incubar a esta temperatura 45min, enfriar la botella
en bafio de hielo y agua, filtrar (opcional, aunque no recomendable), distribuir en
alicuotas (25-50 ml) y guardar a -200C. Para preparar medio de cultivo, usar una
alicuota recién descongelada.

TEMPERATURA de los medios:

Los medios y soluciones que entren en contacto con las células han de estar
preferiblemente a 370C (o, como muy bajo, temperatura ambiente), para no alterar el
metabolismo celular. Siempre desinfectar con etanol las botellas que pasen por el bafio
antes de trabajar con ellas. ALMACENAMIENTO de distintos componentes de medios
de cultivo, y otros medios/reactivos. A 40C, stock DMEM, PBS, PBS/EDTA, DMEM
completo, suero inactivado con DMSO A -200C, suero inactivado, tripsina/EDTA,

stocks de tripsina, glutamina, antibioticos, aa.
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