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Resumen

El estudio de problemas que requieren resolucion espacial y especi cidad quimica, en con-
diciones fisico-quimicas o biologicas altamente controladas, demanda el desarrollo de he-
rramientas especi cas, novedosas, versatiles y de plataforma abierta que permitan la libre
eleccién y control de los pardmetros relevantes al problema en cuestién. En esta Tesis se
han encarado problemas en campos diversos como son la biofisica y la nanofoténica, pero
gue utilizan una misma plataforma de microscopia avanzada, adaptada especialmente para
cada aplicacion.

En el campo de la biofisica, se estudi6 la dinamica de formacién y remodelado de adhesio-
nes focales (FA). Las FAs son complejos multiproteicos que sirven a la célula como puntos
de anclaje en la matriz extracelular. Su proceso de formacion consta de distintas etapas y
escalas temporales que dependen sustancialmente de las fuerzas aplicadas a la célula. Para
poder estudiar y entender este complejo proceso, altamente dinamico, es necesario realizar
mediciones precisas de las fuerzas involucradas y poder correlacionarlas con la respuesta
bioquimica de la célula. Se presenta una técnica que permite obtener informaciéon cuan-
titativa de la respuesta de células vivas a estimulos mecénicos locales y con especi cidad
molecular, basada en la combinacién de un microscopio de fuerza atémica (AFM), con un
microscopio optico de uorescencia. Con esta técnica se estudiaron proteinas citosolicas
presentes en las adhesiones focales, tales como vinculina, FAK y zixina. Se observo la for-
macién de una adhesion focal naciente en el caso de la vinculina, se cuanti co6 el tiempo de
reclutamiento para la FAK y se estudio la distribucion espacial de la zixina en adhesiones
focales maduras. Estos resultados muestran la utilidad de este desarrollo para el estudio
de procesos biofisicos complejos involucrados en la mecanotransduccion celular.

En el campo de la nanofoténica y en particular de la nanoplasmoénica, las llamadas na-
noantenas metalicas han sido ampliamente utilizadas en los ultimos afios para intensi car

y con nar la luz en volimenes muy pequefos. Sus diversas aplicaciones van desde el sensa-
do molecular hasta las microscopias de alta resolucion. La intensi cacion local del campo
electromagnético se debe a la excitacion resonante de los llamados plasmones super ciales
en los metales nanoestructurados. Sin embargo, uno de los problemas fundamentales de
este esquema consiste en la altisima generacién de calor en la nanoesacala, producida por
la excitacion resonante. La plataforma multifuncion desarrollada en esta Tesis admite ser
utilizada en la con guracién de microscopio confocal de doble haz, que permite el control
independiente de la generacion de calor en la nanoantena, producido por uno de esos haces.
La mencionada con guracion fue utilizada en dos problemas de nanoplasménica relaciona-
dos: A) el desarrollo y prueba de principios de un nuevo esquema de sensado molecular,
gue utiliza como mecanismo de sensado el calentamiento plasménico de nanocilindros de
oro y la consecuente dependencia de la intensidad de uorescencia con la temperatura. B)
El desarrollo de un método de mapeo térmico de alta resolucion basado en la disminucién
de la intensidad de uorescencia de un Im polimérico dopado con moléculas uorescen-
tes y depositado sobre la muestra a estudiar. Con este método se estudio y comparo el



Resumen

desempefio de nanoantenas plasmonicas metédlicas y semiconductoras, arrojando como re-
sultado que las semiconductoras alcanzan menores temperaturas que las metalicas. Esto
demuestra que las nanoantenas semiconductoras podrian utilizarse en esquemas de sensado
ultrasensible, como ser SERS, sin afectar la muestra por calentamiento.

Finalmente, se construyd y caracterizé una fuente de luz solitdnica sintonizable por po-
tencia, basada en una bra éptica de cristal foténico (PCF), que sirve como fuente de luz
alternativa para el microscopio confocal. Se mostr6 que el ancho de pulso de los solitones
se mantiene constante para todo el rango de sintonizabilidad (860-1200 nm) en un valor de
45 fs. También se muestra la robustez de esta fuente de luz ante variaciones del chirp del
pulso de entrada. Las particulares caracteristicas de esta fuente de luz, principalmente su
amplia y rapida sintonizabilidad, abre diversas alternativas para el estudio de propiedades
fisico-quimicas de materiales asi como propiedades bioquimicas en sistemas bioldgicos.

Palabras clave: Microscopias opticas de uorescencia. Microscopia de Fuerza Atdmica. Me-
canotransduccion celular. Nano-antenas. Solitones en bras Opticas de cristal fotonico.
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Design and application of advanced
microscopies for problems in cellular
mechanotransduction and
nanoplasmonics

Abstract

The study of problems that require both spatial resolution and chemical speci city demands
the development of speci ¢ and adaptable tools for the relevant variables of each problem.
In this thesis we have studied two problems from di erent elds such as biophysics and
nanophotonics, using the same platform of advanced microscopy.

In the biophysics eld, we studied the dynamics of formation and remodeling of Focal Ad-
hesions (FA). FAs are multiprotein complex the cell creates to anchor to the extra cellular
matrix. This adhesion process is a highly dynamic force-dependent process that evolves at
several temporal scales. An understanding of this process requires precise measurements
of forces and its correlation with the biochemical responses in living cells. We present a
method that allows to access quantitatively information about live cell responses when a
controlled, local and speci ¢ mechanical stimulus is applied to live cells. This approach
combines atomic force microscopy (AFM) with uorescence imaging. Using this combined
technique, we studied the recruitment of adhesion proteins such as vinculin, FAK and zyxin
triggered by applying forces in the nN regime. We observed the development of a nascent
adhesion site, which was evident from the accumulation of vinculin at the position where
the force was applied. In addition, we quanti ed the recruitment time for FAK in the for-
mation of a new adhesion site, and analyzed the zyxin spatial distribution remodeling in
mature focal adhesion as a function of the applied force. We have demonstrated that this
method is a useful tool for the study of a variety of complex biological processes involved
in cellular mechanotransduction.

In nanophotonics and particularly in nanoplasmonics eld, we studied metallic nanoan-
tennas, which have recently been widely used to enhance and con ne light in nanometric
volumes. Nanoantennas have been proved to be useful in a variety of applications that
range from molecular sensing to high resolution microscopies. The local eld enhancement
is due to so called plasmonic resonances, produced by the collective oscillation of the con-
ducting electrons in metals. However, there is a fundamental problem with this scheme:
metallic structures su er from ohmic losses, leading heating of the structure and its local
environment. The multipropose platform developed in this thesis includes a dual beam
confocal microscope, which allows the use of one laser to control the heat generation in-
dependently from the uorescence excitation. This con guration was used in two related

Vii



Abstract

nanopalsmonic problems: A) the development and proof of principles of a new molecu-
lar sensing scheme, based in the plasmonic heating of gold nanorods and its consequent
decrease in the uorescence intensity. B) The development of a method of thermal map-
ping based in the decrease of uorescence intensity with increasing temperature, using a
polimeric thin Im with uorophores embedded deposited on the samples. We compared
the temperature increase in gold and silicon nanoantennas when they are illuminated by a
near infrared laser and we show lower temperature increase in the semiconductor structu-
res. This fact demonstrates that semiconductor nanoantennas, unlike the metallic, can be
used in ultra-sensitive schemes such as SERS without heating the sample.

In addition, we built and characterized a high-speed wavelength tunable photonic crys-
tal ber-based source, capable of generating tunable femtosecond solitons in the infrared
region. This unique light source can be used as an alternative excitation source for the
confocal con guration. Through measurements and numerical simulation, we show that
both the pulsewidth and the spectral width of the output pulses remain nearly constant
over the entire tuning range (860 to 1200 nm). We also show that this source is insensi-
tive to chip variations in the pump pulse, even in the case of heavily chirped pulses. All
these remarkable properties open up diverse alternatives to study physical and chemical
properties of materials as well as biochemical properties in biological systems.

Key words: Optical uorescence Microscopy. Atomic Force Microscopy. Cellular mechano-
transduction. Nanoantennas. Solitons in pohtonic crystal bers.
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Capitulo 1

Introduccion general y motivaciones

Los origenes de la microscopia se remontan al siglo XVIl. Podemos atribuirle a Galileo
Galilei haber dado el puntapié inicial con la construccion del primer microscopio compuesto
en 1624. Anos después Van Leeuwenhoek, quien se considera el padre de la microbiologia,
logré observar por primera vez microorganismos utilizando lentes que él mismo habia puli-
do, con notable habilidad. El primer reporte cienti co del uso de microscopios fue el famoso
trabajo de Robert Hooke, Micrographia, donde presenta el disefio de un microscopio com-
puesto y los estudios de diversos elementos reportados con exquisitos dibujos a mano, por
ejemplo, una pulga, el ojo de una mosca, la estructura porosa del corcho, lana tefida, di-
versas semillas y plantas [Hooke, 1664]. De hecho, Hooke fue quien acuf6 el término célula
(cell) aunque no lo utilizé con el signi cado actual.

Luego, a nes del siglo XIX, Ernst Abbe formalizé el estudio de la formacién de
imagenes en sistemas oOpticos y formul6 lo que se conoce como el limite de difraccién, que
impone una barrera a la resolucién alcanzable con un microscopio convencional:

d= Znsin( )’ (1.1)
donded es la distancia minima de separacién entre dos puntos que pueden ser resueltos,
es la longitud de onda de la luz utilizada ynsin se conoce como la apertura numérica

(NA) del sistema de lentes utilizado [Abbe, 1873] Este limite para el caso de microsco-
pias Opticas convencionales se encuentra en200nm. Durante mucho tiempo se considerd
imposible de sobrepasar este limite y las estrategia para mejorar la resoluciéon en micros-
copia fue disminuir la longitud de onda. Por ejemplo, un cambio signi cativo se obtiene
si en lugar de utilizar luz se utilizan directamente electrones para reconstruir imagenes,
gue es la idea del microscopio electrénico de transmisioiransmision Electron Microsco-

pe TEM) [Knoll y Ruska, 1932] y del microscopio electronico de barrido $canning Electron
Microscope SEM) [von Ardenne, 1940], que se empezd a comercializar recién en 1965.

Durante el siglo XX la comunidad cienti ca invirtido considerables esfuerzos en mejo-
rar las técnicas de microscopia 6ptica, implementando nuevas técnicas de generacion de
contraste, como la utilizacibn de uorescencia [Heimstadt, 1911; Ellinger y Hirt, 1929],
contraste de fase [Zernike, 1935, 1942], interferencia [Smith, 1955] o polarizacion [Schmidt,

1A pesar que en el trabajo original de Abbe esta férmula no aparece, se le atribuye a él esta manera de
expresar el limite de difraccion.



Capitulo 1. Introduccién general y motivaciones

1939]. Otro hito importante en la microscopia Optica fue la invencion de la deteccion con-
focal, que consiste en utilizar doginholes uno para excitar la muestra en un Unico punto
y otro para rechazar la luz que no viene del plano focal [Minsky, 1961].

Cabe destacar que la utilizaciéon de uorescencia como mecanismo de contraste para
realizar imagenes es un hito de gran importancia en la microscopia oOptica pues le agrega
la importante propiedad de ser quimicamente especi ca; la llamada inmuno uorescencia
permite la unién especi ca de las sondas uorescentes a una especie quimica particular
dentro de la muestra utilizando anticuerpos [Coongt al., 1941]. Mas aun, el descubrimien-
to [Shimomura et al., 1962] y posterior sintesis [Chal eet al., 1994; Tsien, 1998] de las
proteinas visibles uorescentes Yisible Fluorescent Proteing VFP) permitio el etiqguetado
in vivo de proteinas dentro de las células, lo que cambié la naturaleza y el enfoque de las
preguntas que pueden responderse en el area de biologia celular. En cuanto a la resolucion,
los mas recientes avances en el area de la microscopia Gptica han logrado vencer por mucho
el limite de Abbe utilizando las llamadas microscopias de superresolucién, que le valieron
el Premio Nobel de Quimica 2014 a sus inventores (Stefan Hell y Eric Betzig). En estas
técnicas se utilizan distintos mecanismos para controlar el estado molecular de las sondas
uorescentes de manera de poder asegurar que la emisién proviene de una zona especi ca
de la muestra y asi mejorar la resolucién.

A partir de esto se implementaron técnicas que permiten estudiar procesos dindmicos
moleculares, como la espectroscopia de correlacién de uorescendduprescence Corre-
lation Spectroscopy FCS) [Magde et al., 1972; Schwilleet al., 1999] o la recuperacion de
uorescencia después del fotoblanquedq{uorescence Recovery after PhotobleahingRAP)
[Axelrod et al., 1976], o bien la interacién molecular, a través del estudio de la trasferencia
de energia resonante de FostelF@ster Resonance Energy TransferFRET) [Jares-Erijman
y Jovin, 2003; Goldmanet al., 2010; Cap.6].

Otra alternativa para de vencer la barrera de Abbe fue propuesta conceptualmente en
1928 por Synge [Synge, 1928]. Se trata de utilizar una abertura mucho mas chica que la
longitud de onda para tener una excitacion localizada y asi mejorar la resolucién, barriendo
la abertura a escasos nandémetros de la muestra. Esta es la idea basica detras de lo que
hoy se conoce como microscopio 6ptico de campo cercano (SNOM), que fue presentado a
mediados de la década de 1980 [Poht al., 1984]. En este tipo de microscopios se detectan
las ondas no propagantes del campo cercano, lo que permite reconstruir imagenes Opticas
con mayor resolucion que la impuesta por la ecuacion 1.1. Afios mas tarde, en lugar de
utilizar aberturas se comenzaron a utilizar puntas sin abertura, excitadas en sus resonancias
de plasmones [Fischer y Pohl, 1989; Fischer, 1990; Inouye y Kawata, 1994; Bragssal.,
1998; Bragas y Martinez, 2000] para conseguir una iluminacion o coleccién localizada y
ademas intensi cada. Estas microscopias por intensi cacién de campo dieron lugar a un
conjunto de propuestas de fabricacion y testeo basadas en nanoestructuras metdlicas, que
nalmente dieron lugar al nacimiento de lo que hoy se conoce como la nanoplasmonica.

La nanoplasmonica propone controlar la luz en escalas nanométricas utilizando nanoes-
tructuras metdlicas disefiadas especi camente para dar lugar a campos electromagnéticos
ultra con nados y altamente intensi cados en voliimenes nanométricos, llamadokot spots
Dispositivos con esta notable propiedad de con nar la luz y hacer de puente entre el campo
cercano y el campo lejano se conocen hoy como antenas épticas o nanoantenas [Bharadwaj
et al., 2009; Novotny y van Hulst, 2011]. El origen fisico de este fendmeno se encuentra
en las llamadas resonancias plasmonicas localizadas, que son oscilaciones colectivas de los
electrones de conduccion en los metales [Maier, 2007].
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Este tipo de dispositivos nanofotonicos ha tenido mucho impacto en diversas aplica-
ciones, como la mejora en la e ciencia de la fotodeteccion [Tanet al., 2008; Caoet al.,
2010], la emisién de luz en la nanoescala [Cubuket al., 2006], biosensado con sensibilidad
de molécula Unica [Ankeret al., 2008], generacién de calor en la nanoescala [Schukéral.,
2009] o espectroscopia [Novotny y Stranick, 2006; Jacket al., 2007]. También se ha utili-
zado para direccionar la emision [Taminiauet al., 2008] o detectar moléculas individuales
[Mivelle et al., 2014b], o bien para generacién de arménicos superiores [Bouhelaral.,
2003; Lippitz et al., 2005; Grinblat et al., 2014; Aouaniet al., 2014].

El microscopio 6ptico de campo cercano es un ejemplo de las llamadas microscopias de
barrido por sonda (Scanning Probe Microscopy SPM), que comparten la idea conceptual
de barrer una sonda alada sobre la muestra, de manera que alguna interaccién fisica
genere contraste y permita reconstruir una imagen. Dos ejemplos importantes de este tipo
de microscopia son el Microscopio de Efecto TuneBganning Tunneling Micrscope STM)
[Binnig et al., 1982], donde se utiliza la corriente que generan los electrones que pasan a
través de una barrera de potencial que se coloca entre la punta y la muestra para sensar
la distancia punta-muestra y el Microscopio de Fuerza Atémica Atomic Force Microscope
AFM) Binnig et al. [1986], donde la interaccion utilizada es la fuerza entre los atomos de
la muestra y de la punta. Tanto las microscopias Opticas como las de barrido por sonda
han probado ser muy Utiles para el estudio de distintos problemas en el area de las ciencias
biofisicas y la nanotecnologia. En particular, el AFM, gracias a su capacidad de trabajar
en ambiente siologico y la posibilidad de medir fuerzas en el rango de los pN y nN resulta
especialmente adecuado para el estudio de super cies biolégicas[Radmacher, 1997; Rotsch
et al.,, 1997, Pietrasantaet al., 1999; Miiller y Dufrene, 2008] y de fuerzas de interaccion
entre moléculas individuales [Riefet al., 1997a; Ludwiget al., 1999; Viani et al., 1999,
2000; Oberhausekt al., 2002].

En este trabajo se presenta una plataforma de microscopia combinadeome-made
gue busca combinar de manera e ciente y versatil la microscopia de fuerza atémica con la
microscopia de uorescencia. La motivacion para la construccion de este equipo viene del
area de la biofisica, en particular, de la mecanotransduccion celular, que es el estudio de los
procesos por el cual las células detectan las fuerzas mecanicas y las convierten en respuestas
bioquimicas. Este es un complejo proceso que cuenta con multiples participantes entre los
que se destacan la matriz extracelular Extra Celular Matrix, ECM) y los receptores de
adhesién, que son proteinas integrales de membrana (llamadas integrinas)[Vogel, 2006;
Vogel y Sheetz, 2006].

Con el objetivo de estudiar este problema, se presenta un esquema de trabajo espe-
ci co para esta plataforma combinada, donde se explota la posibilidad de ejercer fuerzas
mecanicas que posee el AFM y la posibilidad de estudiar dinamica de proteinas que brinda
la microscopia Optica de uorescencia. En particular, se estudia la evolucion temporal de
proteinas presentes en las Adhesiones Focales (FA) en respuesta a un estimulo mecanico
especi co, local y controlado. Este estudio en el &rea de mecanotransduccion se realizé en
estrecha colaboracién con el grupo del Centro de Microscopias Avanzadas, FCEyN, UBA,
liderado Prof. Lia Pietrasanta.

Sumado a esto, el equipo construido tiene un microscopio confocal de doble haz, que
permite excitar simultaneamente con dos laseres (uno visible y otro infrarrojo) y detectar
scattering 0 uorescencia de una muestra. La motivacion para este instrumento viene desde
el area de la nanofoténica, que enmarca las aplicaciones realizadas con esta con guracion.
La primera consiste en el estudio de unas novedosas nanoantenas de silicio que, a diferencia
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Capitulo 1. Introduccién general y motivaciones

de las estructuras metalicas, presentan un calentamiento ultra-bajo cuando se las ilumina
en resonancia. Esta aplicaciéon fue desarrollada en conjunto con el laboratorio del Prof.
Stefan Maier (Imperial College Londres, Inglaterra). La segunda aplicacion consiste en el
desarrollo de un esquema de biosensado basado en el calentamiento plasménico de nano-
barras de oro, que fue realizada en conjunto con el grupo Nanofisica Aplicada, liderado por
el Prof. Ferando Stefani (CIBION, Buenos Aires, Argentina).

Finalmente, se desarroll6 y caracterizé en detalle una fuente de luz solitonica infra-
rroja, ampliamente sintonizable basada en una bra éptica de cristal foténico Photonic
Crystal Fibre, PCF). Esta fuente de luz permite sintonizar pulsos ultracortos en un amplio
rango del infrarrojo cercano (NIR), manteniendo su potencia y ancho de pulso constante.
Notablemente este comportamiento no se ve afectado por la dispersion presente en los
pulsos de bombeo. Esta fuente de luz alternativa puede ser utilizada en el microscopio
confocal, abriendo nuevas posibilidades a las microscopias no lineales. También se utiliza
el microscopio confocal para el estudio de la generacién e ciente de segunda arménica 6p-
tica en la nanoescala, en particular, en sistemas hibridos nanoantena plasmaénica-nanohilo
semiconductor.

Esta tesis se organiza de la siguiente manera. El capitulo 2 presenta el disefio y el
estudio detallado del desempefio del microscopio de fuerza atémica combinado con el de
uorescenciawide eld. Se presentan los distintos modos de trabajo y ejemplos de la com-
binacion de las dos técnicas. En el capitulo 3 se presenta el estudio detallado sobre mecano-
transduccion, que utiliza le microscopio combinado para estudiar la respuesta de proteinas
de adhesion ante un estimulo mecanico controlado, local y especi co. El capitulo 4 expone
el disefio del microscopio confocal de doble haz, sus modos de excitacion y deteccion y
la caracterizacion de cada uno. Las mencionadas aplicaciones a la nanoplasmonica para
las que fue utilizado el microscopio de doble haz construido se presentan en detalle en el
capitulo 5. Finalmente, el desarrollo y la caracterizaciéon de la fuente de luz soliténica se
discuten en el capitulo 6, junto con el estudio de la segunda armdnica de nanohilos de ZnO.
Por ultimo, se presentan las conclusiones en el capitulo 7.



Capitulo 2

Microscopio combinado de fuerza
atomica y optico

En este capitulo se presenta el disefio y la caracterizacién del microscopio combinado de
fuerza atdmica-Gptico que fue adaptado segun las necesidades de las aplicaciones a lo largo
de esta tesis doctoral. Se presentan los principios de funcionamiento de los microscopios
de fuerza atdmica y 6pticos de uorescencia y se detalla como fueron combinadas las dos
técnicas en una misma plataforma.
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2.1. Introduccién y motivaciones

La microscopia de barrido por sond&canning Probe Microscope(SPM) es una técnica
gue provee informacion espacial tridimensional y localizada de una muestra de interés a
través del barrido de una sonda en las vecindades de la super cie de la muestra. Al hacer
esto, se adquieren las sefiales de interaccion sonda-muestra que, dependiendo de la sonda
gue se utilice, revelaran informacion especi ca de la muestra, ademas de su topografia.
Dentro de esta técnica se encuentran éllicroscopio de Fuerza Atémica (Atomic Force
Microscope AFM), el Microscopio de Efecto Tunel (Scanning Tunneling Micrscopg STM)
y el Microscopio Optico de Campo Cercano Near Field Scanning Optical Microscope
NSOM), entre otros.

El AFM fue presentado por primera vez en el trabajo pionero de Binniget al. [1986]
y, a diferencia de su inmediato predecesor, el STM [Binnigt al., 1982], no necesita que
la muestra sea conductora, hecho que abri6 las puertas al estudio de todo tipo de mate-
riales, incluyendo muestras bioldgicas en escalas nanométricas. Este microscopio, no solo
permite la obtencién de imagenes tridimensionales de la topografia de la muestra con una
resolucion (sub)nanomeétrica, sino también la posibilidad de medir fuerzas en el rango de
los piconewtons (pN) [Engel y Muller, 2000], con la ventaja adicional de necesitar una
minima preparacion de la muestra. Esto llevé a una gran diversi cacion de aplicaciones en
bionanociencias, incluyendo el estudio de entidades subcelulares [Pietrasamtaal., 1994],
propiedades elasticas de polimeros [Magonov y Reneker, 1997], manipulacion [Custance
et al., 2009] y reconocimiento quimico de atomos individuales [Sugimott al., 2007], entre
otras.

Sumado a esto, la razon por la que este tipo de microscopios ha revolucionado el
area de las bionanociencias es que, mediante una minima adaptacion, pueden funcionar en
condiciones siolégicas (bajo liquido, a37C ), lo que conlleva la posibilidad de estudiar
células vivas e interacciones biomoleculare=n vivo [Miller y Dufrene, 2008]. Este hecho
fundamental permitié el estudio de la topografia de células individuales vivas [Radmacher,
1997], sus propiedades elasticas [Radmacher, 2002; Sirghil., 2008; Gavara y Chadwick,
2012] y de adhesion [Sirghet al., 2008; Heleniuset al., 2008] asi como también el estudio
de moléculas individuales, que proporciona informacion sobre las bases moleculares de
procesos biolégicos tales como el reconocimiento molecular [Hinterdorfer y Dufréne, 2006],
el plegado y desplegado de proteinas [Riet al., 1997b] como las propiedades mecanicas
del ADN [Rivetti et al., 1998].

Por otra parte, la Microscopia Optica de Fluorescencia y todas sus técnicas
asociadas se han convertido en una caja de herramientas indispensable para el estudio de
diversos problemas en la escala micro y nanométrica, con especial énfasis en el area de las
ciencias bioldgicas, debido a la posibilidad de trabajar en condiciones sioldgicas, su baja
invasividad y su alta especi cidad molecular.

La combinacion de estas microscopias permite el abordaje simultaneo en distintas es-
calas de las propiedades fisicas, fisico-quimicas, biofisicas y bioquimicas del material en
estudio; se combinan la escala nanométrica y la posibilidad de medir y aplicar fuerzas
mecanicas con la alta especi cidad quimica y la resolucién temporal de la microscopia de
uorescencia. Debido a que ambas microscopias pueden ser implementadas en condiciones
siol6gicas de manera sencilla, experimentos simultaneos en sistemasvivo prometen des-
cubrir nuevos horizontes en el entendimiento de la interrelacién entre una fuerza mecanica
aplicada y sus respuestas celulares.
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2.2. Microscopia de fuerza atomica: principios de funciona-
miento

El principio de funcionamiento del AFM consiste en hacer interactuar una punta
extremadamente alada, con menos de20nm de radio y unos micrones de alto, con la
muestra a estudiar. Esta punta interactda con la muestra debido a las fuerzas atémicas
gue experimentan sus atomos debido a la presencia de la muestra, lo que da nombre a esta
técnica. Luego, para obtener informacion sobre la muestra se barre (0 escanea) la punta a
lo largo de la muestra mientras se graban las sefiales de interés para la magnitud fisica a
estudiar.

El elemento clave introducido por Binnig et al. [1986] es un eje ocantilever, que
sostiene a la punta que interactia con la muestra y funciona como un resorte cuya masa
es tan pequefia que su minimo desplazamiento detectable corresponde a una fuerza com-
parable con la fuerza entre atomos. Para lograr esto, hay diversos disefios comerciales que
se mostraran en la seccion 2.4. El conjunto puntaantilever suele denominarse sensor de
fuerza.

En el mencionado trabajo pionero de 1986 se utilizé un STM para medir los desplaza-
mientos del cantilever. Unos afios después se introdujo el uso de un laser que se re eja en el
cantilever para medir de manera precisa y sencilla los desplazamientos del mismo [Meyer
y Amer, 1988], método muy utilizado en la actualidad y presentado esguematicamente
en la gura 2.1: se hace incidir un haz laser sobre la super cie daantilever (se suelen
metalizar para lograr una alta re ectividad) y el haz re ejado se envia a un detector de
cuatro cuadrantes, que permite obtener la posicion dedpot en la direccion normal y lateral
(ver gura 2.1). La primera se obtiene restando la suma de los dos cuadrantes superiores
(A+ B) con la suma de los dos inferiore€C + D) mientras que la posicion lateral se obtiene
restando la suma de los dos cuadrantes de la derecfia + D) con la suma de los dos de
la izquierda (A + C). De esta manera, el cambio en la posicion vertical (lateral) del laser
en el detector se debera a un cambio en la de exion normal (lateral) dedantilever, hecho
que da acceso a las magnitudes deseadas sin necesidad de utilizar un STM.

El valor de la de exion normal es proporcional a la fuerza que aplica la punta sobre
la muestra segun la ley de Hooke [Cappella y Dietler, 1999]:

F(c)= ke (2.1)

donde F, .y k¢ representan la fuerza aplicada, la de exion y la constante elastica del
cantilever, respectivamente. Este comportamiento modela correctamente la fuerza siempre
y cuando no se apliguen de exiones extremadamente grandes, lo que llevaria a al pérdida del
régimen lineal. Debido a esta relacién se puede decir que medir la de exion es equivalente
a medir la fuerza, hecho que hace del AFM una excelente herramienta para el estudio de
fuerzas en el rango pN-nN. En secciones siguientes se presentara un método que permite
obtener experimentalmente lak.

Cabe notar que ademas de estos puntos mencionados, para la implementacion de esta
técnica es necesario un control subnanométrico de la distancia punta-muestra. Esto se
logra moviendo alguno uno de los dos utilizando elementos piezoeléctricos, que alcanzan
facilmente la precision necesaria. También se utiliza un lazo de controlfeedback loopue
corrige la distancia punta-muestra en tiempo real para evitar que la punta se estrelle contra
la muestra y se destruya.
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DN = (A+B)-(C+D)
DL = (A+C)-(B+D)
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Figura 2.1: Esquema del principio de funcionamiento del AFM. (a) Situacion

incial: la punta no interactia con la muestra. El laser (L) es re ejado en el cantilever
gue se encuentra a un angulo respecto de la horizontal y con de exién . nula. En
esta situacion elspot laser cae en el centro del detector cuatro cuadrantes, dando lugar a
una sefal de de exion normal (DN) y lateral (DL) nulas. (b) Punta interactuando con la
muestra. Debido a la interacion con la muestra el cantilever se de ecta ¢ > 0) y el angulo
con la horizontal ahora es °< . Esto genera una sefial de de exion normal positiva ya
gue elspot ahora se desplaz6 hacia arriba en el detector. En el recuadro chico se muestra
una representacion de la interaccién punta-muestra (extraido de [Bruker, 2011]).

2.3. Modos de operacion para el microscopio de fuerza ato-
mica

Existen diversos modos de operacion y técnicas que se implementan con el AFM y
permiten medir diversas propiedades de una muesttaA continuacion se presentaran tres
de las més utilizadas, que actualmente se consideran estandar y fueron implementadas en
este trabajo: el modo contacto, modo intermitente y la espectroscopia de fuerza.

2.3.1. Modo contacto

En el llamado modo contacto, se selecciona un determinado valor de de exién (que es
proporcional a la fuerza segun la ecuacion 2.1) como referencia para el lazo de control y se
acerca la punta a la muestra hasta que se obtiene el mencionado valor. En ese momento se
dice que la punta est en contacto, ya que cuando estaba completamente retraida el valor
de de exion era nulo y debido a la interaccion con la muestra se alcanzé el valor deseado.

Para obtener una imagen se barre la muestra en las direcciones lateralesgy) con
sendos piezoléctricos y el lazo de control cerrado, para que corrija la posiciéon axial en
tiempo real y asi mantener la de exion igual al valor de referencia durante el barrido. En
la gura 2.2 (a) se esquematiza el proceso: cuando la topografia de la muestra alcance una
elevacion (depresion), la de exidbn aumentara (disminuira) hecho que seréa corregido por el

YEn el catalogo de sondas de la marca Bruker se mencionan mas de una docena de modos de trabajo
no presentados aqui [Bruker, 2011], que permiten estudiar distintas propiedades fisicas y quimicas de la
muestra con sondas especializadas.
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Modo Contacto Modo intermitente
.................................................. Cantilever
o wI
Cantilever
A

o - z

Sustrato Sustrato

(a) (b)
Figura 2.2: Modos de funcionamiento del AFM. (a) Esquema del modo contacto,

donde la de exién (angulo ) se mantiene constante mientras se barre la muestra. La
linea gris representa la trayectoria de la punta sobre la muestra. (b) Esquema del modo
intermitente, donde la amplitud de oscilacion A (frecuencial ) del cantilever se mantiene
constante durante el barrido.

lazo de control, disminuyendo (aumentando) la posicién absoluta del piezoeléctrico axial

(2).

Simultdneamente al barrido se adquieren la sefial de posicién absolut®)(relacionada
con la topografia de la muestra y la de de exion o sefial error, que no resulta totalmente
constante porgue el lazo de control tiene cierto tiempo de respuesta. Luego de hacer esto
en cada punto de la muestra se obtienen una serie de datos: para caday) se tiene una
imagen del valor dez, de de exién y de cualquier otra sefial que se adquiera, lo que brinda
informacion tridimensional de la muestra.

2.3.2. Modo intermitente

El modo intermitente, también conocido comotapping mode (TM) consiste en hacer
oscilar externamente a una determinada amplitud ekantilever en su frecuencia de reso-
nancia (dependiendo del modelo de sensor varia desde decenas hasta las centenas de kHz)
y se lo acerca a la muestra. Al estar su cientemente cerca como para interactuar con la
muestra, la amplitud de oscilacion disminuira. Este modo se implementa principalmente
en muestras blandas que pueden resultar dafiadas en el modo contacto.

Para obtener una imagen se barre la muestra de manera analoga al modo contacto,
también con el lazo de control activado, pero en este caso este mantiene un valor de
amplitud constante, tipicamente en un90 % del valor de amplitud libre. En la gura 2.2
(b) se esquematiza el proceso: cuando la topografia de la muestra alcance una elevacién
(depresidén), la amplitud de oscilacién disminuira (aumentara) y en consecuencia el lazo
de control disminuird (aumentard) la posicion absoluta del piezoeléctrico axialz). Para
adquirir una imagen se barre la muestra lateralmente mientras se adquieren las sefales
de z y de amplitud de oscilacién, que no resulta totalmente constante debido a que el
lazo de control tiene cierto tiempo de respuesta. Para la implementacién de este modo se
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suele utilizar un ampli cador Lock-in, que permite obtener la amplitud de oscilacién a la
frecuencia de resonancia con una excelente relacién sefial-ruido.

2.3.3. Espectroscopia de fuerza

Existe otra técnica de inmediata implementacion relacionada con el AFM, es la llama-
da espectroscopia de fuerzaFbrce SpectroscopyFS), que consiste en realizar un ciclo de
acercamiento-alejamiento entre la punta y la muestra, con el lazo de control desactivado,
para luego gra car la de exion del cantilever o la fuerza en funcién de la distancia punta-
muestra. Esta técnica permite estudiar fuerzas de ahdesion o de uniéon quimica como se
explica a continuacion.

En la gura 2.3 se esquematiza el procedimiento de esta técnica, donde se muestra una
curva experimental y en el panel superior un esquema que representa las distintas situacio-
nes que explican la peculiar apariencia de la curva. El ciclo comienza con la punta retraida,
representado esquematicamente en A, donde la punta no interactda con la muestra y por
lo tanto la de exidén es nula, lo que da lugar a la primer zona de la curva de acercamiento.
Una vez que la punta entra en contacto con la muestra hay una zona lineal donde el des-
plazamiento del piezoeléctrico es igual a la de exién (zona B en la curva y en el esquema).
Al continuar aumentando la posicién axial de la muestra se llega a una zona donde la
de exion satura (por encima de la linea verde en el gra co, esquema C) y la relacion uno a
uno con el desplazamiento de la muestra deja de ser valida. Si se continuara acercando se
podria dafar elcantilever permanentemente. Luego empieza el alejamiento, donde se tiene
el mismo comportamiento mencionado hasta que se llega al punto donde se hizo contacto.
Alli, debido a las fuerzas de adhesion entre la punta-muestra, la de exién alcanza un valor
negativo pues elcantilever se de ecta en la direccion contraria (representado en D). Al
seguir disminuyendoz llega un momento que la fuerza que ejerce ehntilever vence las
fuerzas de adhesion y la de exion vuelve abruptamente al valor nulo. Este ultimo salto en
la curva constituye una medida del valor de las fuerzas de adhesion [Cappella y Dietler,
1999], que puede obtenerse cuantitativamente utilizando el valdkc.

Cabe notar que para obtener la calibracion de curva en la gura 2.3 se utilizé la zona
lineal de la misma curva para transformar la sefial eléctrica medida (salida del detector de
cuatro cuadrantes) en valores de de exion, ajustando una recta en la zona B de la curva
y utilizando su pendiente para transformar al eje vertical. La pendiente de la mencionada
curva se conoce como sensibilidad y se suele expresar eanyh.

2.4. Sondas para el microscopio de fuerza atbmica

Las sondas para AFM actualmente son comercializadas por distintas empresas, ofre-
ciendo una amplia gama de disefios, pensados especi camente para distintas aplicacio-
nes. Cada técnica a implementar necesita un tipo especial de sonda, ya sea por el mate-
rial de fabricacion, por sus caracteristicas mecanicas o su rendimiento. Como ejemplo en
www.brukerafmprobes.com se puede encontrar un extenso catalogo de sondas.

A la hora de seleccionar un sensor de fuerza para una aplicacién concreta se suelen
tener en cuenta las propiedades de la punta propiamente dicha y las dedntilever. En el
caso de la punta, la propiedad méas importante es el radio de curvatura, pues esto limita la
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2.4. Sondas para el microscopio de fuerza atdmica

A B C D
l Punta l l T

Muestra

500} 1 +Aceménﬂenw
— Alejamiento

Deflexién[nm]

-200 0 200 400 600 800
Desplazamiento platina z [nm]

Figura 2.3: Espectroscopia de fuerza. En el panel de arriba se muestra un esquema
de la situacion en cada zona de la curva presentada abajo. Zona A: cuando la muestra
no interactlia con la punta, la fuerza es nula (igual que la de exién). Zona B: régimen
lineal, donde el desplazamiento es igual a la de exion (esta zona se utiliza para calibrar).
Zona C: Se alcanza la saturacién de la de exién. Zona D: Al retraer la punta llega un
momento en que las fuerzas de adhesién invierten el signo de la de exion. Los esquemas
fueron modi cados a partir de los presentados en [Masip, 2011; Cap. 3].

resolucion lateral de las imagenes a obtener: las puntas de radio menor permiten mayor re-
solucién que las de mayor radio. En el caso dehntilever la caracteristica mas importante

es la constante elasticak., pues esta determina cuanta fuerza se aplica sobre la muestra
y establece el rango de fuerzas que son medibles: dada la minima de exién detectable por
encima del ruido la constante de proporcionalidad para traducir a fuerza es ll.. Por lo
tanto, constantes elasticas pequefias permiten medir fuerza menores, alcanzando tipica-
mente valores en el rango de los pN. Cabe mencionar que el valor kieesta directamente
relacionado con la forma y las dimensiones mecénicas dalntilever asi como con la dureza
del material que se utiliza.

Como se menciond anteriormente, cada aplicacion requiere ciertas caracteristicas par-
ticulares para el sensor de fuerza. En el caso del modo contacto, ya sea en aire o en liquido,
en este trabajo se utilizaron sensores de nitruro de silicio (§\4) con constantes elasticas
bajas, que varian entre0;02 y 0;5 N/m, con forma triangular y frecuencias de resonan-
cia menores a60kHz. Cada sustrato puede contener distinta cantidad decantilevers con
idénticas puntas para tener la posibilidad de seleccionar distintos rangos de fuerza segun
la aplicacion. En la gura 2.4 (a) se muestra una imagen de microscopio de barrido elec-
tronico (SEM) de las sondas como ejemplo. En estos casos la punta puede variar segun la
aplicacion; actualmente se comercializan puntas con radio nominal menor2nm.

Para el caso de modo intermitente en aire se utilizaron sensores de silicio con constantes
elasticas mucho mas grandes que en el caso contacto, del orden de 46sN/m y con
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(D

(a) (b)

Figura 2.4: Imagenes SEM de sondas de AFM. (a)Sonda para modo contacto. En
(I) se muestra una imagen tomada desde arriba donde puede apreciarse la forma en V del
cantilever y parte del sustrato que sirve de sostén. (Il) Detalle de la punta con forma de
piramide. (Ill) Imagen que muestra doscantilevers de los cuatro presentes en el sustrato.
(b)Sonda para modo intermitente. En (I) se muestra la punta un parte delcantilever
rectangular y en (Il) se muestra una imagen de per . (Ill) Detalle de la punta que tiene
8nm de radio nominal. Extraido de [Bruker, 2011].

resonancias por encima de 10200kHz. En la gura 2.4 (b) se muestran imagenes SEM
de este tipo de sondas. Si se trabajara en el modo intermitente pero en medio liquido, se
utilizan los mismos sensores que para el caso de contacto.

En latabla 2.1 se detallan las caracteristicas mas importantes de los sensores utilizados
en este trabajo para realizar imagenes de AFM en los modos contacto e intermitente.

2.5. El fendbmeno de uorescencia

Luminiscencia es la emision de luz ultravioleta, visible o infrarroja de una sustancia
electrénicamente excitada. Esta palabra se utiliza para describir todos los fenédmenos de
emision de luz que no son debidos al cambio de temperatura de una sustancia, que se cono-
ce como incandescencia. Los distintos tipos de luminiscencia se clasi can segin el modo de
excitacion de la sustancia que emite luz, por ejemplo, sonoluminiscencia es la luminiscencia
generada por sonido. Un caso particular de luminiscencia es la mencionada fotoluminiscen-
cia, dentro de la cual se enmarcan los fenbmenos de uorescencia y fosforescencia [Valeur,
2001].

En estos fendmenos una sustancia absorbe fotones para pasar a un estado electrénico
excitado que luego decae al estado fundamental emitiendo fotones. La naturaleza del estado
excitado desde el cual los electrones decaen determina cudl de estos dos fendbmenos ocurre,
lo que los distingue conceptualmente: en el caso de fosforescencia, el estado excitado es un
triplete mientras que en el de uorescencia es un singlete. Esto marca una gran diferencia
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Propiedad Modo contacto Modo Intermitente
Material Nitruro de silicio Silicio
Cantidad de sensores 4 1
Constante elasticake [N/m] 0;58; 0;12; 0;32, 0;06 42
Frecuencia de resonancia [ kHz] 57; 20; 56; 18 320
Radio de curvatura de la punta [ nm] 2 8
Longitud del cantilever [nm] 120 205 120 205 125
Forma \% Rectangular
Tabla 2.1: Propiedades de los sensores de fuerza de AFM . Se detallan las pro-

piedades mas relevantes de los sensores de fuerza utilizados en este trabajo para realizar
imagenes de AFM. Los valores reportados aqui corresponden a los valores nominales que
informa el fabricante [Bruker, 2011].

en las propiedades de emisién de estos dos fendmenos, por ejemplo en sus tiempos de
vida, que estan en la escala de los nanosegundos para el caso de uorescencia y entre los
milisegundos y los segundos en el caso de la fosforescencia [Lakowicz, 2007].

Los procesos de absorcion y emision de luz suelen ser representados en un diagrama de
niveles energéticos conocido como el diagrama de Jablonski, donde los niveles energéticos
estables de una molécula se esquematizan con lineas horizontales y las transiciones entre
ellos se marcan con echas verticales. Estas transiciones electrénicas ocurren en tiempos
extremadamente cortos, del orden de los femtosegundos. En la gura 2.5 se muestra un
ejemplo de este tipo de diagrama, donde se marcan los estados electrénicos singlBte$:

y Sy y un estado triplete, T1 con sus respectivos estados vibracional@s1, 2. Se representa
también el proceso de absorcién (marcado con violeta y azul) y de emision de uorescencia
(marcado con verde claro) junto con el de fosforescencia (marcado con rojo). Sin embargo,
no siempre que se alcanza un estado excitado se vuelve al estado fundamental emitiendo
un fotén. Existen diversos mecanismos que pueden llevar a una molécula excitada a un
estado de menor energia sin la emisién de un fotdn, como la transferencia de energia reso-
nante, el cambio de carga intra-molecular, cambios conformacionales, conversion interna o
intersystem crossing entre otros. De hecho, este ultimo mecanismo es responsable del paso
del estado singlete al triplete, que da lugar a la fosforescencia [Valeur, 2001].

El fenbmeno de uorescencia tiene ciertas caracteristicas generales que se cumplen a
excepcion de casos pocos frecuentes. La primer caracteristica a notar es el llamado corri-
meinto de Stokes, en honor a Sir. G. G. Stokes (1819-1903), quien observé por primera vez
este fenémeno en 1852: la emisién de luz de la sustancia quinina (presente, por ejemplo, en
el agua ténica actualmente) ocurria alrededor det50nm cuando se la iluminaba con luz
ultravioleta (debajo de 400nm). Es decir, la emision de uorescencia tiene menor energia
gue la excitacion. Esto se debe a que al pasar al absorber energia las moléculas de quinina
pasan al estadoS; pero a algun estado vibracional distinto del0. Este estado vibracional
decae rapidamente sin emitir luz y luego ocurre la transicion que emite un foton, del es-
tado S; a algun estado vibracional del estadd&, 0 al mismo estado fundamental. Como
consecuencia, la transicion que emite un foton es de menor energia que la de excitacion,
dando lugar a luz de mayor longitud de onda.

Otra propiedad que se repite en numerosos casos es que el espectro de uorescencia es
independiente de la longitud de onda de excitacién, hecho que se debe a que el exceso de
energia en la excitacion llevara al sistema a un estado vibracional superior y este decaera
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Figura 2.5: Diagrama de Jablonski con los fenomenos de uorescencia y fos-
forescencia. Los estados estables se representan con lineas horizontales, los vibracionales
tienen lineas nas. Las transiciones se representan con lineas verticales.Extraido de [Lako-
wicz, 2007].

rapidamente hasta el estado vibracional de menor energi@; (correspondiente al estado
excitado en cuestion) y luego desde alli decaera hasfg emitiendo uorescencia [Lakowicz,
2007].

2.5.1. Sondas uorescentes

Las llamadas sondas uorescentes son moléculas con alto rendimiento en la produccién
de uorescencia. Existe una amplia gama de sondas uorescentes, con diversas propiedades
y técnicas de aplicacion.The Molecular Probes Handbook actualmente presenta mas de
3000 sondas uorescentes, que cubren ampliamente la zona optica del espectro, desde el
ultravioleta (UV) hasta el infrarojo (IR).

Ademas del espectro de emisién y absorcién existen otras propiedades que caracterizan
el proceso de emision de uorescencia como el rendimiento cuanticayjaantum yield (QY),
el tiempo de vida (usualmente denominado) y la fotoestabilidad. El rendimiento cuantico
se de ne como la razon entre la cantidad de fotones emitidos y la cantidad de fotones
absorbidos y se puede expresar como [Lakowicz, 2007]

QY = T Ko ; (22)

donde vy kqr indican la tasa de emisién de fotones y la tasa de decaimientos no radiativos,
respectivamente. Un excelente uorédsforo puede llegar a ten€pY 1.

El tiempo de vida de uorescencia es el tiempo promedio que la sonda permanece en
el estado excitado antes de volver al estado fundamental, es decir, el tiempo que hay desde

2Disponible en http://www.lifetechnologies.com/ar/es/home/references/molecular-probes-the-
handbook.html
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Figura 2.6: Sondas uorescentes utilizadas en este trabajo. En linea llena se mues-
tran los espectros de excitacion y en linea punteada los de emision, correspondientes a las
4 mas utilizadas en este trabajo. Extraidos de [Life Technologiess]. También se muestran
los esquemas moleculares de cada sonda.
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gue se excita la molécula hasta que se observa un fotén de uorescencia; se puede calcular
segun
1

Tipicamente los tiempos de vida de las sondas uorescentes son cercanos aloss.

Un fenbmeno muy importante a tener en cuenta a la hora de trabajar con sondas
uorescentes es el llamado fotoblanqueof@tobleaching, que es un término general para
denominar todos los fendmenos que tienen como resultado un apagado permanente de la
uorescencia de una molécula [Lichtman y Conchello, 2005].

En este trabajo se utilizaron principalmente cuatro sondas uorescentes: Rodamina
6G, Rojo de Nilo (Nile Red, NR) y Alexa 532 y 546, cuyos espectros (a temperatura
ambiente) y esquemas moleculares se muestran en la gura 2.6, donde pueden verse los
picos de excitacidén y absorcién de cada sonda junto con sus esquemas moleculares.

2.5.2. Proteinas uorescentes visibles

El descubrimiento y desarrollo de proteinas uorescentes visibles/{sible Fluorescent
Proteins, VFP) y sus mutantes derivadas ha posibilitado en el Gltimo tiempo avanzar
rapidamente en la investigacion de un gran nimero de procesos intracelulares en organismos
vivos [Tsien, 1998]. Estas sondas uorescentes bioldgicas han permitido visualizar, localizar
y seguir moléculas individuales con una alta resolucion espacial y temporal, en células vivas.
La ventaja mas destacable de las VFP respecto de las sondas tradicionales consiste en que
pueden ser expresadas por las mismas células a estudiar, utilizando vectores de expresion,
lo que sumado a su baja o nula toxicidad y su alta compatibilidad con tejidos y organismos
intactos las convierten en las sondas mas utilizadas para la visualizacion de células vivas.

Actualmente existen una gran variedad de VFP que cubren en buena medida todo el
espectro visible [Tsien, 2009]. La manera de trabajar con este tipo de proteinas consiste en
introducir en la célula genes que codican la fusion de la secuencia de GFP (o cualquier
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Fuentedeluz @ _) t% /ijfﬂ

Figura 2.7: Esquema basico para la microscopia de uorescencia. Se excita una
muestra con sondas uorescentes (0 que uoresca naturalmente) con la longitud de onda
adecuada, ¢y Y la uorescencia emitida a e¢m (> ex debido al corrimiento Stokes) se
separa de la excitacién con un Itro F para luego llegar detector.

otra VFP) junto a genes que codi can una proteina de interés. Al codi car esta secuencia,

la célula produce las llamadas proteinas quimera, analogas funcionales de las proteinas de
interés pero uorescentes, lo que permite su estudio vivo a partir de cualquier técnica

de uorescencia [Wanget al., 2008]. En este trabajo se utiliz6 principalmente la proteina
GFP con este esquema de trabajo.

2.6. Microscopia de uorescencia

La microscopia de uorescencia consiste en utilizar este fendGmeno como método de
contraste para realizar imagenes de una muestra que se desea estudiar. Esta técnica se ha
transformado en una herramienta esencial para la biologia y para la ciencia de materiales,
debido a que sus peculiares atributos no pueden ser obtenidos con otros métodos de con-
traste. La utilizacion de sondas uorescentes que permiten el marcado especi co y preciso
de distintas entidades quimicas ha permitido la identi cacién de entidades sub-celulares:
el procedimiento consiste en unir quimicamente las sondas uorescentes a cierta zona o
estructura de interés y luego obtener informacién espacio-temporal y/o dinamica a través
de la observacion de uorescencia.

La implementacién de este tipo de técnica se basa siempre en el esquema béasico que se
muestra en la gura 2.7. Se utiliza una fuente de luz para excitar las sondas uorescentes
en la muestra, con los Itros espectrales adecuados para asegurar una correcta excitacion
y se colecta la uorescencia emitida para luego ltrarla y separarla de la excitacién, hecho
gue es posible gracias al mencionado corrimiento de Stokes.
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A lo largo de los afios han surgido diversos tipos de microscopias que explotan de dis-
tinta manera el fendmeno de uorescencia y cada una de estas implementaciones recibe un
nombre especi co segun la técnica o implementacion especi ca. Dos de las mas utilizadas
son la Microscopia de Fluorescenciwide eld o epi uorescencia y la Microscopia Confocal,
entre otras tales como la Microscopia de Fluorescencia por Re exion Total internaTptal
Internal Re exion Fluorescence Microscopy TIRFM), Microscopia de Disco Rotante (Spi-
ning Disk Fluorescence Microscopy SDFM) y la Microscopia de Fluorescencia por Hoja
de papel (Light Sheet Fluorescence Microscopy.SFM).

En este trabajo se implementaron las dos primeras y a continuacién se describe la
microscopia wide eld, mientras que la microscopia confocal sera introducida en el capitulo
4.

Microscopia de uorescencia  wide eld

La microscopia de uorescenciavide eld (WF) o epi uorescencia consiste en iluminar
ampliamente la muestra para excitar conjuntamente una gran zona de la muestra. Luego la
uorescencia emitida es colectada y ltrada para remover la excitacion y luego ser detectada
en con un detector bidimiensional, tipicamente una camara o el ojo humano.

Una manera de implementar esto consiste en tomar la luz de una ldmpara de espectro
amplio (por ejemplo, mercurio) y ltrarla con un ltro de excitacion para seleccionar las
longitudes que llegan a la muestra, ¢x, COMO se esquematiza en la gura 2.8. Luego se
hace re ejar esta luz en un espejo dicroico, que tiene alta re ectividad para estas longitudes
de onda pero alta transmision para longitudes de onda mayores. Se coloca una lente para
enfocar la luz de excitacién en el plano focal trasero de un objetivo de microscopio, lo
que llevara a una iluminacion uniforme en la muestra, utilizando todo el campo visual
del objetivo. Luego la uorescencia emitida es colectada nuevamente por el objetivo de
microscopio y se transmite en el espejo dicroico. Para asegurar que las longitudes de onda
de excitacién no lleguen al detector, un segundo Itro, llamado Itro de emisién se coloca
en el camino hacia el detector. Finalmente, la llamada lente de tubo forma una imagen
nal sobre el CCD de una cadmara digital.

Cabe notar que los microscopios de uorescencia invertidos disponibles comercialmente
tienen un arreglo similar al expresado, con el conveniente agregado de un ocular que permite
observar la muestra directamente con el ojo, permitiendo una inspeccion en tiempo real de
la muestra sin la necesidad de digitalizar la informacion.

2.7. Disefo, construccion y caracterizacion del microscopio
combinado

En esta seccion se presenta el detalle del disefio, construccion y su posterior caracte-
rizacion del microscopio combinado.

2.7.1. Microscopio de fuerza atémica LEC

El AFM consta de un cabezal y una platina piezoeléctrica montados sobre una base
de acero, una electrénica de control que incluye el lazo de cotrol y una PC que comanda el
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Figura 2.8: Esquema conceptual de la microscopia de wide eld . La muestra
es iluminada por la luz de una lampara luego de pasar por el ltro de excitacion (FEX)
y re ejada por el espejo dicroico. La iluminacién comprende todo el campo visual del
objetivo. La uorescencia emitida de los distintos puntos de la muestra es colimada por el
objetivo y Itrada por el espejo dicroico y luego el Itro de emisién (FEm) para remover
toda la luz de excitacion y asi solo detectar la uorescencia. Por dltimo, la lente de tubo
forma imagen en el detector bidimensional (CCD).

equipo y almacena los datos. En la gura 2.9 se muestra esquematicamente los componentes
del AFM, que se describiran en detalle a continuacion.

El elemento central es la electronica de control, fabricada por RHK Technology Corp,
gue tiene su propio software de control. Consta de dos médulos: el AFM100 y el SPM100.
En el primero se toman las sefales del detector de cuatro cuadrantes y se generan las sefiales
de de exion normal y lateral. Estas sefiales son enviadas al SPM100 que compara la sefial
normal con elset point y corrige la posicion axial de la muestra para mantenerlas iguales
gracias al lazo de control feedback loop. En este equipo también se generan las sefiales
de barrido lateral que permiten escanear la posicion de la muestra mientras se digitalizan
las sefiales de de exién normal y lateral, con las que luego se reconstruye una imagen. Los
paneles frontales de la electronica permiten modi car los parametros de ganancia para las
sefales de de exién y para el lazo de control.

Una PC comanda el AFM utilizando el programa propietario XPMPro (versién 2.0.0.5)
de la empresa que comercializa la electrénica. El programa permite realizar imagenes con
distintas cantidades de puntos, en distintas zonas de la muestra y a distintas velocidades,
con distintos angulos, entre otras opciones. Se puede trabajar en el modo contacto o en
el modo intermitente o bien realizar espectroscopias de fuerza. Ademas permite medir en
funcion del tiempo cualquiera de las sefiales presentes en el equipo a una frecuencia de
adquisicion seleccionable.
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Electronica de Control

AFM100 SPM100

Lazo de
Feedback
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XYZ Software

Figura 2.9: Representacion esquematica del AFM construido en el LEC. Se tie-

nen 4 bloques fundamentales: el cabezal, la electronica de control, la platina piezoeléctrica
XYZ y la PC. En el cabezal se generan las sefiales debido a la interaccién punta-muestra,
gue son tomadas y procesadas por la electréonica. Ademas ésta genera las sefales para el
barrido lateral y de movimiento axial para la platina piezoeléctrica. La PC digitaliza la
informacién y comanda el equipo a través de una placa A/D y ursoftware comercial.

Cabe notar que este programa tiene un formato propio para guardar las mediciones, de
extension sm4. Se desarrollé un programa de MATLAB capaz de leer este tipo de archivos
(se trata de un archivo binario) con la ayuda del manual del XPMPro, lo que permitié
automatizar el analisis de las mediciones realizadas, en cualquiera de los modos de uso.
Este programa esta disponible en el servidor de GitHuby otros grupos con este equipo
han estado utilizadndolo.

En la gura 2.10 se muestra un esquema de las partes del microscopio un esquema de
los elementos del cabezal (a), junto con una fotografia del mismo (b). La luz proveniente
del diodo laser es enfocada sobre eantilever de la sonda que entra en contacto con la
muestra y se de ecta consecuentemente. La re exion es enviada a un detector de cuatro
cuadrantes que se conecta a la electrénica para el cémputo de las sefiales de de exion
normal y lateral. Se introdujo el divisor de haz (BS) para poder iluminar desde arriba la
muestra y la sonda a la hora de utilizar el microscopio combinado. La sonda es jada en
un soporte especialmente disefiado, que se une a la pieza principal con imanes, dotado de
un elemento piezoeléctrico que permite poner a oscilar el sensor de fuerza para trabajar en
el modo intermitente. Ademas el soporte tiene una pieza en forma de L que se utiliza para
trabajar en liquido.

Para la alineacion inicial se utiliza el posicionador angular que sostiene el diodo laser,
lo que permite posicionar el laser exactamente en la punta dehntilever. Luego se utiliza
el posicionador angular del espejo para enviar la re exion al centro del detector de cuatro

3 https://github.com/caldarolamartin/read_sm4_ les.

19



Capitulo 2. Microscopio combinado de fuerza atdmica y optico

(@) (b)

Figura 2.10: Detalle del cabezal de AFM construido en el LEC. (a)Esquema
del cabezal de AFM, que funciona bajo liquido. Se utiliza un diodo laser como fuente de
luz que es enfocado sobre aantilever y su re exion enviada a un detector de cuatro
cuadrantes con un espejo curvo (EC). Se esquematiza el dispositivo utilizado para trabajar
en entorno liquido, que consta de un cubreobjetos para mantener plana la interfase aire-
liquido. Se coloc6 un divisor de haz (BS) para poder iluminar la muestra desde arriba
con un LED blanco acoplado a un conjunto de bras 6épticas. El sensor de fuerza entra
en contacto con la muestra que esta montada en una plataforma piezoeléctrica XYZ, de
precision subnanométrica y alta repetibilidad. (b)Fotografia del cabezal, donde se marcan
las piezas mencionadas, en particular se muestra una linea punteada sobre el dispositivo
para trabajar bajo liquido.

20



2.7. Disefio, construccién y caracterizacion del microscopio combinado

cuadrantes, de manera tal que genere una sefial de de exion normal (y lateral) nula. La
pieza que sostiene todos los elementos del cabezal esta jado a una plataforma de acero
con un posicionador XYZ (9066-XYZ, Newport) con tornillos motorizados (CMA-12PP,
Newport), comandados un controlador digital (ESP300, Newport), que permite ubicar la
sonda en una posicién determinada XY y realizar el acercamiento punta-muestra de manera
controlada y automatica. Ademas todo el cabezal puede rebatirse hacia atras en caso de
ser necesario. Para el control de los tornillos motorizados se desarrollé un programa en la
interfaz LabView de control que conecta la PC con el controlador de los tornillos y permite

al usuario seleccionar la posiciéon del sensor de fuerza de manera comoda, controlada y
precisa.

La mencionada plataforma de acero que o cia de base para el microscopio AFM sostie-
ne también a la platina piezoeléctrica XYZ (Modelo P-517.3cl, Physik Instrumente GmbH
and Co, PI) que tiene un hueco en el centro para poder utilizarla en microscopios opticos.
El rango de barrido de la misma eslO0 m en la direccion lateral y20 m en la direccion
axial. Esta platina cuenta con un controlador (E-516, Pl) que mide la posicion de la plati-
na en tiempo real y un ampli cador (E-503, PI) que ampilifca la tensioén de entrada (que
debe variar entre0 y 10V) y genera la alta tension necesaria para alimentar los materiales
piezoeléctricos. Ademas el equipo cuenta con un servidor de lazo cerrado (E-509, PI) que
asegura un movimiento lineal de la platina, proporcional a la tensién de entrada. El factor
de proporcionalidad para los ejes laterales es d® m=V y para el axial 2 m=V.

Luego de la primer version de este cabezal, desarrollado durante la tesis doctoral
de Martin Masip [Masip, 2011], la principal modi cacién al disefio del cabezal de AFM
durante la presente tesis, consiste en la implementacion del trabajo bajo liquido, hecho
fundamental para poder llevar a cabo mediciones en células vivas. Con este n se disefid
un suplemento para el soporte de la sonda, que permite mantener ja la super cie del
liquido de trabajo en la zona donde pasa el laser para llegar ehntilever, como muestra
en la gura 2.10. Este punto fue logrado con un portaobjetos de microscopio que mantiene
la super ce plana y estable, evitando de exiones extra en el haz. Para obtener un disefio
nal funcional fueron necesarias diversas modi caciones menoré®n el disefio de la pieza
gue sostiene al cabezal, como la implementaciéon de una corredera para permitir cambiar
la posicidn del espejo, necesaria para pasar a trabajar bajo liquido.

Caracterizacion del funcionamiento del AFM

El primer experimento realizado en el AFM consistié en veri car la calibracion, es
decir, asegurarse que las distancias medidas en las imagenes son correctas y que no hay
deformaciones. Para ello se utiliz6 como muestra patron una grilla de calibracion (TGZ01,

Mash) que presenta escalones d&nm de altura en un arreglo periédico en una direccion
(con periodo de3 m) y simetria de traslacion en la otra. Se realizaron imagenes en el
modo contacto y en el modo intermitente en aire y luego en modo contacto trabajando
bajo agua, que se muestran en la gura 2.11. En estas imagenes de topografia se puede ver
un buen contraste en los escalones y que el periodo de la grilla coincide con el informado
por el fabricante.

Luego se realiz6 un andlisis de alturas para veri car la calibracién en la direccion
axial. Se confeccionaron los histogramas de alturas correspondientes a las imagenes en

4Estas modi caciones fueron realizados exitosamente con la valiosa ayuda del Taller Mecanico del
Departamento de Fisica y los técnicos a cargo.

21



Capitulo 2. Microscopio combinado de fuerza atdmica y optico

24.8 (0.2) nm

10 C 20 80 100

40 60
— Altura[nm]

50 25.3 (0.6) nm

o Datos
Ajuste

0 20 20 60 80 100
-_— Altura[nm]

25.1 (0.2) nm

10 20 40 60 80 100
—_— Altura[nm]

Figura 2.11: Imagenes de topografia e histogramas de altura de una grilla de
calibracion. Panel izquierdo: Iméagenes de la grilla en los distintos modos de trabajo (a)
contacto en aire, (b) intermitente en aire y (c) contacto en liquido. Se observa que el periodo
medido para la grilla coincide con el informado por el fabricante, lo que muestra que el
microscopio esta correctamente calibrado en los ejes laterales. Panel derecho: Histogramas
de altura en cada modo de trabajo. Se indica el valor obtenido para la diferencias de altura
entre los picos observados. La altura medida para el escalén coincide en todas las imagenes
con el valor informado por el fabricante de la grilla,(25;,0 0;5) nm.

cada modo de trabajo. En estos histogramas, el valor relevante es la diferencia entre los
picos, que corresponde a la altura de los escalones. Se realizaron ajustes de dos gaussianas
sumadas a cada distribucion de alturas y en cada gra co se muestra la diferencia entre la
posicion de los picos obtenidos en el ajuste. Puede verse que los valores de altura obtenidos
coinciden dentro del intervalo de con anza entre si y con lo informado por el fabricante,
hecho que comprueba la correcta calibracidn del microscopio y su correcto funcionamiento.

Como se discutid anteriormente, ademas de obtener informacion topogréa ca, el mi-
croscopio de fuerza atbmica puede ser utilizado para medir fuerzas. Para ello es necesario el
conocimiento de la constante elastica detantilever k¢, necesaria para traducir la de exion
normal medida en valores de fuerza.

La técnica mas utilizada para determinar experimentalmente la constante elastica de
los sensores de fuerza es la conocida como método térmittee(mal tune method [Hutter y
Bechhoefer, 1993; Levy y Maaloum, 2002]. Este método consiste en considerar al cantilever
como un oscilador arménico de un grado de libertad en contacto térmico con el ambiente
a temperatura T,. ElI Teorema de Equiparticion establece que el valor promedio de cada
término cuadratico del Hamiltoniano debe ser proporcional a la temperatura ambientd,,
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de donde se puede despejar la constante elastica del oscilador

_ kpTa
‘o= hei

(2.4)

donde ky, es la constante de Boltzmann. Si se adquiere una serie temporal de las uctua-
ciones delcantilever libre (completamente alejado de la muestra) con su ciente frecuencia
de muestreo y se calcula la densidad espectral de potencio(ver spectral density PSD) se
obtendra una curva lorenziana centrada en la frecuencia de resonancia (despreciando otras
fuentes de ruido). El area debajo de esta curva es igual al desplazamiento cuadratico me-
dio x? del oscilador [Hutter y Bechhoefer, 1993]. Con esta informacion y la temperatura
ambiente, se puede calcular la constante elastica usando la ecuacion 2.4.

Este método puede ser re nado teniendo en cuenta mas grados de libertad y la forma
especi ca delcantilever (rectangular, V, entre otras) [Levy y Maaloum, 2002]. Para el caso
especi co de loscantilevers en forma de V se tiene una pequefa correccion

kaa

ke = 0177857 (2.5)

Con este método se calibraron todos los sensores de fuerza utilizados en este trabajo. La
adquisicion se realiza en el modo de adquisicion temporal y con un programa especialmente
desarrollado en MATLAB se analiza la serie temporal y se obtiene la PSD. Como ejemplo,
la medicion de un sensor de fuerza de nitruro de silicio con una constante nominal de
0;12N=m arroj6é un valor de (0;13 0;02) N=m.

2.7.2. Microscopio de uorescencia  Wide eld

Se construyé un microscopiowide eld (WF) invertido que puede ser utilizado en
el modo transmision, es decir, iluminando desde arriba la muestra y detectando la luz
gue se transmite a través de la misma o en el modo uorescencia, donde se ilumina la
muestra a través de un objetivo de microscopio y se colecta la uorescencia generada con
el mismo objetivo para luego ser separada espectralmente de la excitacion y ser enviada a
una camara.

El esquema béasico se muestra en la gura 2.12. Se puede trabajar con dos modos
de iluminacién: en transmisién y en uorescencia. Ambos modos comparten el camino de
deteccion asi como el detector; se trata de una camara CCD, modelo Alta2008dogee
Imaging Systems Inc), que puede ser enfriada hasta 50 grados debajo de la temperatura
ambiente. En el apéndice A se presentan detalles de las especi caciones de la camara.

Cuando se trabaja en el modo transmision, se utiliza una lampara de luz blanca para
iluminar la muestra desde arriba y observar la luz que se transmite a través de la misma.
En este caso el objetivo de microscopio (Plan Neo uar, 40x NA=0.75, Zeiss) colecta la
luz transmitida por la muestra y la colima para que viaje hasta la lente de tubo, que
forma la imagen nal en la camara. El objetivo a su vez se encuentra montado sobre una
plataforma lineal de movimiento que permite su desplazamiento controlado en la direccion
vertical, para alcanzar el punto donde la muestra esta en foco. Esto se logra con un actuador
(Picomotor, Modelo 8302, New Focus) que a su vez puede ser controlado manualmente.
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Figura 2.12: Esquema del microscopio 6ptico wide eld . La muestra se monta en
la platina piezoeléctrica XYZ y puede ser iluminada desde arriba con una luz blanca o
desde abajo con un LED azul, que se utiliza como fuente de luz para la microscopia de
uorescencia. La lente L forma imagen del LED en el plano focal trasero del objetivo.
Se selecciona el rango espectral de excitacion con el ltro de excitacién (FEX), que se
envia hacia el objetivo de microscopio (OM) con un espejo dicroico (ED). La uorescencia
emitida por la muestra es colectada por el mismo objetivo y se transmite a través del espejo
dicroico y del Itro de emision (FEm) para luego enfocarse en una camara CCD con una
lente de tubo (LT)

En el caso del modo uorescencia, la fuente de luz utilizada es un LED azul (Tolket
SRL) cuyo pico de emisién se encuentra ef53nm. La luz proveniente del LED es ltrada
espectralmente por un Itro de excitacion (ET470/40x, Chroma Technology Corp.) enfo-
cada en el plano focal trasero del objetivo de microscopio para asegurar una iluminacion
amplia en la muestra. En el camino, la luz se re eja en el espejo dicroico (T495lpxr, Chroma
Technology Corp.), que tiene alta re ectividad para las longitudes de onda de excitaciéon y
alta transmision para las de emision. En el apéndice B se muestran los espectros de estos
elementos.

Luego, la uorescencia emitida por la muestra es colectada nuevamente por el objetivo
y colimada para pasar por el ltro de emision (ET525/50m, Chroma Technology Corp.),
gue remueve por completo la luz de excitacion y permite detectar la banda de emision
deseada. Finalmente la lente de tubo de distancia foc&0cm (doblete acroméatico, AC254-
200-A, Thorlabs) forma la imagen nal en el CCD de la camara. Cabe notar que esta
combinacion de ltros es la ideal para la utilizacion de la proteina uorescente verde, GFP.

La instrumentacién del microscopio WF consiste principalmente en controlar la camara
CCD. El fabricante provee un programa propietario para controlarla pero este no permite
ningdn tipo de sincronizacioén, por lo que se opté por utilizar un programehome-made
escrito en LabView que utiliza la libreria (ddl) provista por el fabricante para controlar la
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camara. Este programa fue disefiado e implementado en sus primeras versiones por Martin
E. Masip y Francisco Balzarotti en sus respectivas tesis doctorales, realizadas en el LEC.
En este trabajo se gener6 una nueva version de la misma plataforma con algunas mejoras
menores y con la posibilidad de sincronizarse con otro programa.

Por otro lado, se desarrollé un programa que utiliza una placa digitalizadora (USB-
2527, fabricada porMeasurement Computing MCC) para controlar la potencia del LED de
manera continua desde apagado hasta su valor maximo y asi controlar la iluminaciéon en la
muestra. Esto resulta fundamental en un experimento de uorescencia donde no se desea
excitar a la muestra de manera innecesaria debido al fotoblanqueo. Este programa contiene
un modo que permite realizar experimentos de larga duracidn con el siguiente esquema:
enciende el LED para adquirir una imagen con la CCD utilizando con cierto tiempo de
exposicion de nido por el usuario y luego espera con el LED apagado otra cantidad de
tiempo determinada para luego repetir el ciclo.

Caracterizacion del microscopio WF

En primer lugar se realizé una calibracion del microscopiavide eld, que consiste
obtener un factor que permite traducir las distancias medidas en la imagen en distancias
fisicas en la muestra. Para eso se utilizé una grilla de calibracion comercial (Zeiss nimero
de catalogo 474026-0000-000), que consta de un patrén de lineas periddicas con un periodo
de 10 m, en el modo transmision. Al colocar esta grilla como muestra y obtener imagenes
del patrén se puede transformar una distancia en pixles a un tamafio real en la muestra.
Con este procedimiento se obtuvo un factor de calibracion dél50;150 0;001)nm/px,
gue se utilizé a lo largo de este trabajo para medir distancias en las imagenes tomadas.
Cabe destacar que esta calibracion es valida en tanto el objetivo utilizado sea el mismo y
la posicion relativa entre la camara y la lente de tubo no cambieh

En segundo lugar se estudié el ruido de oscuridad que se detecta en la camara, es decir,
la sefal que se observa cuando todas las fuentes de luz se encuentran apagadas (esto incluye
la sefial generada por la leve luz ambiente que se necesita para operar el microscopio). La
gura 2.13 (a) muestra la imagen del ruido de oscuridad (con todas las fuente de luz
apagadas) de la CCD, utilizando un tiempo de integracion dd s, a temperatura ambiente
(22C ). Se observa un valor medio de845 cuentas con una desviacion relativa deB;71 %
Cabe notar que este valor disminuye linealmente con cuando disminuye la temperatura de
la camara y aumenta con el tiempo de integracion.

Luego se estudid la uniformidad en la iluminacion del microscopio WF, en el modo
uorescencia. Esto resulta importante a la hora de realizar imagenes en una muestra de
interés, pues las imagenes obtenidas siempre son una convolucién entre la iluminacién, la
deteccion y la muestra. Para esto se utiliz6 como muestra un portaobjetos de plastico uo-
rescente @uto uorescent plastic slide Chroma Technology Corp.), que provee una muestra
de uorescencia espacialmente uniforme, por lo que se espera obtener una imagen de uo-
rescencia que evidencie los defectos en la iluminacion. En la gura 2.13 muestra la imagen
obtenida, en todo el campo visual del microscopio. En los bordes de la imagen la intensidad
decrece notablemente pues la Optica de coleccién es de una pulgada de didmetro, lo que
limita el campo visual. Sin embargo, la variacion relativa de intensidad ; del 7;70% (se

5Cuando alguno de estos pardmetros cambié se repitié el procedimiento para obtener una nueva cali-
bracién.
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Figura 2.13: Caracterizacién del microscopio wide eld . (a)lmagen de oscuridad,

es decir, con las fuentes de iluminacion y el diodo laser del AFM apagadog,{ = 1 s).
(b)Imagen de uorescencia del portaobjetos uorescente. Se puede ver que en los bordes
de la imagen la intensidad es notablemente menor, debido a estar en el borde del objetivo.
Las imperfecciones de la imagen corresponden a suciedad en la muestra. La variacion total
relativa resulta de un 7.70 %.

toma |, = s=l, dondes indica la desviacién estandar &, el valor medio de la intensidad
de toda la imagen). Esta variacion relativa baja a und % si se ignora una franja de310px
de ancho desde los bordes de la imagen.

Finalmente, para evaluar el desempefio del microscopio de uorescencia con una mues-
tra bioldgica, se realizaron imagenes de un muestra comercial de células jaddddlecular
Expression), que consiste en células de arteria pulmonar bovina, jadas quimicamente e
inmunomarcadas con anticuerpos anti-tubulina unidos a al uorésforo BODIPY que mar-
ca los microtibulos. Se realizaron imagenes de uorescencia de los microtibulos, pues se
encuentran marcados con un uorésforo espectralmente accesible con los Itros del micros-
copio, por su similitud con la GFP. La gura 2.14 se muestra la imagen obtenida, que es
representativa de las células en la muestra y en el recuadro pequefio se muestra un histo-
grama de intensidades de la misma. Se pueden observar claramente los microtibulos, que
forman una compleja red que sirve de sostén mecénico para la célula.

2.7.3. Microscopio combinado

El presentado microscopio AFM y el microscopio opticonvide eld fueron disefiados
desde un principio para coexistir en una misma plataforma, que es el microscopio combi-
nado. La plataforma que sirve de base para el AFM se encuentra und9cm por encima
de la mesa 6ptica para permitir que debajo de ella se coloquen los ya mencionados com-
ponentes del microscopio 6ptico. Dado que para el funcionamiento del AFM se utiliza un
diodo laser enfocado sobre alantilever, fue necesario colocar un ltronotch para 658nm
(NF03-658E-25, Semrock) para evitar su deteccion en la CCD del microscopio 6ptico.

En la gura 2.15 (a) se muestra un esquema del microscopio combinado completo y
en (b) una fotografia del mismo, indicando los distintos componentes. Notar en el esquema
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Figura 2.14: Imagen de uorescencia células jadas. Se trata de células de arteria
pulmonar bovina, jadas quimicamente e inmunomarcadas con anticuerpos anti-tubulina
unidos a al uorésforo BODIPY. Barra de escala:50 m. El recuadro pequefio muestra un
histograma de intensidades de la imagen, con un pico grande en el valor de fondo.

(@) (b)

Figura 2.15: Microscopio combinado AFM-dptico. (a)Se trata del los esquemas pre-
sentados para cada microscopio, colocados juntos. Cabe notar que se agreg6 un Itro notch
(NF) para 658nm para evitar que la cAmara detecte el diodo laser del AFM. (b)Fotografia
del microscopio combinado, resaltando las dos partes.
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Figura 2.16: Imagen de transmision con el sensor de fuerza. Se observan las células
HC11 en la muestra y el sensor de fuerza del AFM sobre una de ellas, lo que provoca una
sombra con la forma delcantilever. Barra de escala:30 m.

la presencia del Itro notch para evitar la deteccion del laser del AFM, indispensable para
el uso simultaneo de las dos técnicas.

Con este dispositivo experimental se puede realizar simultAneamente cualquiera de las
técnicas del microscopio de AFM con las técnicas de microscopia Optica. El primer paso
para esto es colocar el sensor de fuerza dentro del campo visual del microscopio Gptico.
Esto se logra facilmente debido a que la mecanica general del microscopio fue disefiada
para que el sensor de fuerza y el objetivo de microscopio estuvieran inicialmente alineados
y a la utilizacién del posicionador XYZ que sostiene todo el cabezal del AFM.

Una vez seleccionada la zona de la imagen Optica que se desea estudiar con el AFM,
se posiciona el sensor de fuerza sobre de la misma mientras se monitorea su posicion con
el microscopio optico en el modo transmision. En esa situacién ehntilever del sensor de
fuerza proyecta una marcada sombra sobre la muestra, lo que permite su rapida ubicacién
en la escala de los m. Escalas por debajo del micrén se controlan directamente con la
platina piezoeléctrica, al igual que el barrido del AFM. En la gura 2.16 se muestra un
ejemplo de imagen de transmisién de células HC11 vivas con el sensor de fuerza en el
campo visual. Se observa las células en la muestra y el sensor de fuerza en contacto sobre
una de ellas.

Caracterizacion del microscopio combinado AFM-optico

El desempefio del microscopio combinado fue estudiado en detalle; los resultados pre-
sentados para el AFM en la secciones 2.7.1 y 2.7.2 fueron tomados en esta plataforma
combinada, por lo que son igualmente validos para el microscopio combinado. Solo resta
el estudiar la in uencia del funcionamiento del AFM sobre la parte Gptica y viceversa.

Con este objetivo, se caracterizo la luz residual que se detecta en la camara cuando
se utiliza el modo combinado, es decir, cuando se encuentra encendido el diodo laser del
AFM y la punta se encuentra en contacto con la muestra (que es transparente). La gura
2.17 muestra una imagen tomada cof s de tiempo de integracion con el AFM en contacto
con la muestra y con el lazo de retroalimentacion encendido y sin la iluminacién del WF,
sobre una muestra de esferas uorescentes. En este caso se observa una clara imagen de la

28



2.8. Combinacién de topografia y uorescencia para estudiar células vivas

Cuentas
8 8 8 8 8 8§

mmmmmm
Intensidad [a.u.]

Figura 2.17: Caracterizacion del ruido en la CCD en el modo combinado. Imagen

de una muestra de perlas uorescentes con el DL del AFM encendido, que genera una clara
imagen delcantilever en la CCD. La imagen fue tomada con urbinning de 4x4 y se muestra
un histograma en el recuadro pequefio. Barra de escalad m.

sombra delcantilever ademas de las esferas uorescentes en la muestra. Esto prueba que
hay cierta porcion de luz proveniente del DL del AFM que pasa a través del ltronotch y
llega al CCD. Por otro lado, el desempefio del AFM no se vio afectado por la iluminacion
del microscopio optico.

2.8. Combinacion de topografia y uorescencia para estudiar
células vivas

Como aplicacién concreta, se demostrd la posibilidad de estudiar con las técnicas
Opticas y de AFM combinadas células vivas HC11. Células de esta linea celular fueron
cultivadas y transfectadas con la construccién vinculina-EGFP por la Dr. Catalina von
Bildering, con quien se trabajo en colaboracion durante sus tesis doctoral.

En la gura 2.18 se muestran los resultados obtenidos; (a) muestra la imagen topo-
grafia, (b) la de de exion, obtenidas con el AFM y (c) muestra la imagen de uorescencia,
donde puede verse que la proteina no solo se acumula en las adhesiones focales sino que
también esta distribuida en el citoplasma. Por ultimo en (d) se muestra también la super-
posicién de la imagen de uorescencia y la de de exién, donde puede verse una excelente
coincidencia.

2.9. Conclusiones

Se present6 la plataforma del microscopio combinado AFM-éptico y se caracterizé
su funcionamiento en cada técnica individualmente y en conjunto. Se mostrd la correcta
calibracién del AFM estudiando grillas calibradas y se mostr6 la posibilidad de medir
fuerzas en el rango de los pN. También se caracterizé el desempefio del microscepae
eld y se visualizaron adhesiones focales en células vivas. Finalmente, se mostré el uso de las
dos técnicas simultdneamente en células vivas, donde se obtuvieron imagenes simultaneas
de células HC11 expresando la proteina quimera vinculina-EGFP.
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(a) (b) (c) (d)

Figura 2.18: Imagen combinada AFM- uorescencia de células vivas. (a) Imagen
de topgrafia de dos células vivas. (b) Imagen de fuerza normal. (c) Imagen de uorescencia
de la proteina vinculina-GFP. (d) Superposicion de las imagenes (b) y (c), que muestra

una gran coincidencia.

30



Capitulo 3

Aplicaciones a la biofisica:
mecanotransduccidon celular

En este capitulo se presenta la utilizacién del microscopio combinado AFM-6ptico a
un problema del area biofisica, especi camente en el tema de mecanotransduccion celular.
Se presenta una metodologia de trabajo que explota la posibilidad de ejercer fuerzas mecé-
nicas que posee el AFM, combinada con la posibilidad de estudiar dinamica de proteinas
gue brinda la microscopia Optica de uorescencia. En particular, se estudia la evolucién
temporal de proteinas presentes en las Adhesiones Focales (FA) en respuesta a un estimulo
mecanico especi co, local y controlado.

El trabajo presentado en este capitulo fue disefiado y desarrollado en conjunto con
el grupo del Centro de Microscopias Avanzadas, FCEyN, UBA, liderado por la Prof. Lia
Pietrasanta, con quien se mantiene una estrecha colaboracién de larga data.
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3.1. Introduccién y motivaciones

Las fuerzas mecanicas son esenciales en la funcion, la organizacion, el crecimiento y la
maduracion de células vivas [Chen, 2008]. Se llamecanotransduccién al proceso por
el cual las células convierten un estimulo mecénico en una sefial bioquimica, que ocurre a
dos niveles: célula-célula y célula-matriz extracelularExtra Cellular Matrix , ECM).

Las llamadasAdhesiones Focales (Focal Adhesions FASs) o sitios focales son estruc-
turas multiproteicas especializadas, que median la interaccion entre la célula y la matriz
extracelular. Las FAs son estructuras planas y alargadas, de unos pocos micrones cuadra-
dos de area que a menudo estan localizadas en la periferia de las células. Se piensa que
funcionan como organelas de sefializacion en el proceso de mecanotransduccion celular e
involucran mas de 200 proteinas incluyendo ECM, citoesqueleto, membrana plasmatica y
cascadas de sefializacién [Zamir y Geiger, 2001; Zaidel-Betr al., 2007]. Se trata de com-
plejos dinamicos, ya que pueden ensamblarse o desensamblarse. En el desarrollo de las FAs,
se destaca el papel de la bronectina (FN), pues dispara la formacién de una adhesion al
unirse a los receptores de membrana (integrinas). A nivel de citoplasma podemos men-
cionar a proteinas como como vinculina, la zixina, la talina, la paxilina, y la quinasa de
adhesién focal Focal Adhesion Kinase FAK).

La adhesion de la célula a la ECM es un proceso de muchas etapas que depende
de la fuerza aplicada en la célula [Geigeet al., 2001; Zaidel-Baret al., 2004; Lawson y
Schlaepfer, 2012]. La formacion de los complejos focales iniciales es disparada por la union
de los receptores de integrina con la bronectina, a través de la secuencia peptidica RGD
(Arginina-Glicina-Acido aspartico), mediada por fuerzas mecanicas. Luego, este complejo
focal naciente evoluciona a una adhesion focal madura en un proceso jerarquico: las prime-
ras proteinas reclutadas son los heterodimeros -integrina, talina y paxilina, seguidos de
viculina, -actinina y FAK [Zaidel-Bar et al., 2004]. La formacion de una adhesién focal
madura viene acompafnada de un aumento de tamafio y con el reclutamiento de la proteina
zixina, junto con la unién a los lamentos de actina.

Cada etapa de este proceso tiene distintas escalas de tiempo. Se han reportado en la
literatura que los tiempos de reclutamiento para la vinculina, paxilina y talina rondan las
decenas de segundos, mientras que el engrosamiento de los sitios focales requiere algunos
minutos [Galbraith et al., 2002]. Sin embargo, la maduracién en una adhesion focal bien
establecida puede requerir de hasta una hora [Zamet al., 2000].

Sumado a esta complejidad temporal, el desarrollo de las FAs es un mecanismo que se
ve fuertemente in uenciado, tanto por las fuerzas internas generadas por el citoesqueleto
como por la fuerzas externas aplicadas en la célula [Galbraitet al., 2002; Yu et al.,
2011]. Sin embargo los detalles de como se transmiten las fuerzas o como son traducidas
mecano-quimicamente no se conocen. El mecanismo por el cual las células pueden variar
activamente la fuerza de adhesiéon y cudles son los elementos involucrados son preguntas
abiertas.

El uso del microscopio de fuerza atémica se ha extendido ampliamente, sobrepasando
su aplicacion original de obtener informacién en la escala nanométrica de super cies; se ha
transformado en una herramienta multifuncional indispensable para el estudio molecular
en la nanobiotecnologia [Muller y Dufrene, 2008]. Resulta particularmente atractiva para
los problemas de esta area de la ciencia por su habilidad para ejercer y medir fuerzas en
células unicas [Rotsch y Radmacher, 2000] y en moléculas individuales con resolucién en
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el rango de los pN [Milleret al., 2009]. Sumado a estas capacidades, la combinacién del
AFM con microscopia de uorescencia ha sido exitosamente utilizada para estudiar las
respuestas globales de la célula frente a estimulos mecanicos, como por ejemplo el cambio
de concentracion del calcio intracelular en osteoblastos [Charras y Horton, 2002] o el cambio
de ubicacion de la vinculina y la actina cuando se inducen tensiones sobre el citoesqueleto
en células de vasos sanguineos [Liet al., 2012].

Se presenta aqui un esquema de trabajo que combina un AFM con un microscopio
de uorescenciawide eld para estudiar la dinamica de distintas proteinas de adhesion
en una FA individual en respuesta a un estimulo mecéanico local y especi co. Para eso se
ejerce fuerza con la punta de AFM funcionalizada con bronectina sobre una célula viva
y simultineamente se observa la evolucién en el tiempo de la distribucion espacial para
las proteinas focales vinculina, FAK y zixina. Utilizando este esquema de trabajo se logré
inducir el desarrollo de una adhesién focal naciente aplicando una fuerza local, evidenciado
por la clara acumulacién de vinculina en la zona donde se ejerce la fuerza y se caracterizd
el tiempo de reclutamiento para FAK en similares condiciones experimentales. Ademas se
observo una reorganizacion espacial de la zixina dentro de una adhesién focal madura. Este
método y los resultados presentados a continuacion fueron reportados recientemente [von
Bildering et al., 2015].

3.2. Deteccion de fuerzas de interaccion para moléculas uni-
cas

Como se mencioné en el capitulo 2, el modo espectroscopia del AFM también permite
estudiar las fuerzas de interaccion molecular a nivel de molécula Unica. Esta técnica se co-
noce como espectroscopia de fuerza de molécula Uni&ngle Molecule Force Spectroscopy
SMFS) y fue desarrollada a mediados de la década de 1990 [leteal., 1994; Florin et al.,
1994; Miller y Dufrene, 2008].

El esquema de trabajo para la SMFS consiste en ejercer fuerza sobre un par ligando-
receptor monitoreando la fuerza aplicada hasta que se observe la disociacién, que se evi-
denciara como una discontinuidad cuya magnitud corresponde con la fuerza del enlace
estudiado [Bhushan, 2010]. Para implementar esta técnica se puede utilizar un AFM en el
modo espectroscopia: el ligando unido a la punta sensora interacta con su receptor espe-
ci co en la muestra (o viceversa), y se realizan sucesivos ciclos de fuerza. En algun ciclo
de acercamiento la interaccion ligando-receptor tendra lugar. Al avanzar en la curva de
alejamiento llegara un momento en el que la fuerza que ejerceantilever es mayor que la
union ligando-receptor y esta se rompera, generando un salto abrupto en la curva de fuerza,
cuyo valor en pN se corresponde con la fuerza de unién ligando-receptor [Hinterdorfer y
Dufréne, 2006].

Actualmente la SMFS ha evolucionado, especialmente en la quimica de funcionaliza-
cion de la punta y/o de los sustratos. En particular, la implementacion de un espaciador que
agrega movilidad a las moléculas y, por lo tanto, aumenta la probabilidad de interaccion,
ha sido un avance imporante para esta técnica, ampliamente utilizada. Cabe notar que
la técnica no solo permite estudiar las fuerzas de unién entre moléculas Unicas, sino tam-
bién variables dindmicas como las constantes de disociacién entre dos especies [Bhushan,
2010; Cap.28].
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Figura 3.1: Experimento de interaccion de moléculas Unicas: Bio-StA.
(a)Esquema de trabajo para el experimento. Moléculas de biotina estan unidas a la punta
(con un adaptaror PEG) y en el sustrato se jan las moléculas de StA utilizando tioles.
Figura adaptada de von Bildering [2013]. (b)Histograma de las fuerzas de ruptura con su
ajuste gaussiano, con un valor medio dé209 7)pN. En el recuadro pequefio se mues-
tra una curva de fuerza representativa en la que se ve un evento de interaccién entre el
par biotina-estreptavidina (marcado con la echa). Figura adaptada de [Caldarolaet al.,
2012b].

Se implementd esta técnica en el microscopio combinado y se estudié el sistema mode-
lo biotina-estreptavidina (Bio-StA), para veri car con un sistema real la correcta medicion
de fuerzas en la escala de los pN. Se utilizaron sensores de fuerza biotiniliados comercia-
les (comercializados por NovaScan Techonologies), que traen moléculas de biotina unidas
a la punta con el adaptador exibe PEG (polietilenglicol) y se j6 la StA a un sustra-
to de oro Robax como se muestra esquematicamente en la gura 3.1. El procedimiento
de jacion consite en incubar el sustrato de oro 18hs en solucién de tiol DTSP (acido
3,3"-ditiodipropionico di(N-hidroxisuccinimidil éster), Sigma-Aldrich), enjuagar y secar con
nitrégeno. Luego se incuba una hora en solucién de StA para obtener la muestra nal [Cal-
darola et al., 2012b; von Bildering, 2013].

Con este esquema se realizaro®25 curvas de fuerza en una posicién lateral ja de
la muestra, trabajando en solucion de fosfato salino (PBS); se encontrardil curvas que
evidenciaban un evento de interacion ( 13%de efectividad). De esas curvas se obtiene el
valor del salto y se construye el histograma de la gura 3.1 (b). En el recuadro pequefio
en la gura 3.1 (b) se muestra una curva representativa donde se observa un evento de
interaccién individual. Se realizé un ajuste gaussiano al histograma que arroj6 un valor de
(209 7)pN para el valor medio de la fuerza, similar al valor reportado previamente [Moy
et al., 1994].

Estos experimentos muestran que el AFM construido es capaz de medir fuerzas en el
rango de los pN y de obtener informacién de la fuerza de unién entre moléculas Unicas, a
través de la técnica de espectroscopia de fuerza de moléculas individuales.
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b)

Figura 3.2: Imagenes de uorescencia de proteinas de adhesion en células vivas.

Se muestran ejemplos de imégenes de células transfectadas con las proteinas quimera zixina-
EGFP (a y b) vinculina-EGFP (c) y vinculina-venus (d). La proteina zixina se localiza

en las adhesiones focales, y en algunos casos (b) sobre los lamentos de actina ( echas
blancas). La proteina vinculina se ubica en las adhesiones focales y se observa también en
el citoplasma. Barras de escalal0 m. Extraido de [von Bildering, 2013].

3.3. Visualizacion de adhesiones focales en células vivas

Una vez probado el correcto funcionamiento del AFM para los rangos de fuerzas de
las interacciones moleculares se realizé una prueba en condiciones siolégicas con células
vivas, del microscopio de uorescenciavide eld.

En la gura 3.2 se muestran algunos ejemplos representativos de las imagenes adqui-
ridas. Se trata de células vivas de la linea celular HC11, que fueron transfectadas para
expresar proteinas de adhesiones focales: (a) y (b) zixina, (c) y (d) vinculina unidas a
la proteina uorescente EGFP o Venus. El cultivo celular y transfeccion de las proteinas
de adhesion quimeras fue realizado por Catalina von Bilderling, con quien se trabajo en
los experimentos de mecanotransduccion celular. En las imagenes se puede observar que,
ademas de cierta cantidad de proteina en el citosol de la célula, las adhesiones focales son
claramente visibles como estructuras mas brillantes alargadas en las periferias de las célu-
las. Sumado a esto, en el caso de zixina (b) se pueden apreciar los lamentos de actina,
gue observan como lineas rectas muy nas, remarcados con echas blancas.

A pesar de no tratarse de imagenes confocales, estos resultados muestran la posibilidad
de detectar con certeza la posicion y forma de complejos focales en células vivas con el
microscopio combinado AFM- uorescenciawide eld, lo que es de vital importancia para
el experimento propuesto, que se describe en la siguiente seccion.
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3.4. Estudio de la respuesta bioquimica a un estimulo meca-
nico local

Como se menciond anteriormente, se busca estudiar la in uencia de un estimulo me-
canico especi co sobre la dinamica de algunas proteinas de las adhesiones focales. Con este
objetivo se disefié y realizé el experimento que se detalla a continuacion, explotando las
capacidades combinadas del microscopio presentado en el capitulo 2.

3.4.1. Descripcidon del experimento

El experimento propuesto consiste en ejercer una fuerza localizada y cuantitativamente
controlada sobre una célula viva, para desencadenar la formacion de la adhesion focal y
seguir en funcién del tiempo la respuesta bioquimica mediante la visualizacion y localizacion
de proteinas que componen las adhesiones focales fusionadas a VFPs. La fuerza mecanica
se aplica con la punta del AFM mientras la respuesta dinamica de las proteinas se estudia
con epi uorescencia. El protocolo de cultivo y transfeccion de las células, realizado por
Catalina von Bildering fue presentado en detalle en su tesis doctoral [von Bildering, 2013]:
se trabajo con células epiteliales de glandula mamaria de ratén, conocidas como la linea
celular HC11.

Un importante antecedente para este estudio es trabajo del grupo del Prof. M. Sheetz
[Galbraith et al., 2002], donde estudio la formacion de FAs en broblastos utilizando mi-
croesferas funcionalizadas con bronectina para ejercer estimulos mecanicos especi cos y
epi uorescencia para monitorear la proteina vinculina unida a la GFP. Se mostré que la
formacién de pequefios complejos focales en los alrededores de las microesferas es especi-
ca (responde solo a la bronectina), que depende del area de las esferas y de la fuerza
aplicada (se utilizaron pinzas 6pticas para ejercer fuerzas). Ademas se reportdé un tiempo
de reclutamiento de decenas de segundos para la vinculina.

Con el n de aumentar la super cie de contacto para la interaccion punta de AFM-
célula se limaron puntas comerciales de nitruro de silicio (NPSTTwin tips, fabricadas por
Bruker). El protocolo de limado consiste en hacer barrer la punta con el AFM en modo
contacto (trabajando en agua MiliQ) sobre un sustrato de vidrio durante media hora en un
area delx1l m, a alta velocidad (60 lineas por segundo) con la maxima fuerza aceptada
por la electrénica. En la gura 3.3 (a) se muestra una imagen SEM de la punta después
del proceso de limado y en (b) un detalle de la misma, donde puede notarse que el area
nal es 0;2 m? Una vez limada la punta se comienza el proceso de funcionalizacion
con bronectina, para lo cual es necesario recubrirla con oro y luego incubarla durante una
hora a temperatura ambiente en una solucién d&00mM de bronectina (Sigma) en PBS,
como se esquematiza en la gura 3.3 (c).

Como se desean medir las fuerzas aplicadas con el sensor de fuerza, es necesario conocer
la constante elastica del mismo. Para medirla se utilizdé el procedimiento basado en las
oscilaciones térmicas, presentado en el capitulo 2, seccién 2.7.1, antes de funcionalizar el
sensor con Fn (el agregado de la proteina no cambia la constante elastica).

Una vez preparada la muestra con células expresando la proteina quimera proteina-
EGFP y modi cado el sensor de fuerza, se puede comenzar con el experimento. Notar que
el experimento se realiza en medio de cultivo, lo que asegura que las células permanezcan
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Figura 3.3: Preparacion del sensor de fuerza: limado y funcionalizacion. €)
Imagen SEM del sensor de fuerza luego del proceso de limado. (b) Detalle de la punta,
donde se puede ver el 4rea de contacto aumentada a0;2 m?2. (c) Esquema del proceso de
funcionalizacion: luego del limado se recubre con oro la muestra (con la técnisputtering)

y luego se incuba con una solucién de Fn durante una hora a temperatura ambiente. Figura
modi cada de [von Bildering, 2013].

vivas y funcionales durante todo el tiempo del experimento. Se ubica una célula que exprese
la proteina entre todas las presentes en la muestra (la e ciencia de transfeccion €s10 %)

y se posiciona el sensor de fuerza sobre ella, realizando la minima fuerza posiklel(N),
monitoreando la posicion en el modo transmision. Para veri car la correcta ubicacion sobre
la zona blanda de la célula se realiza un ciclo de fuerza que exhibira la forma particular de
una muestra blanda [Radmacher, 2002].

En la gura 3.4 se muestra esquematicamente la dindmica del experimento, que co-
mienza cuando se aplica una fuerza prede nid&F apiicada , SObre la célula. En ese momento,
gue se de ne comat = 0, se empiezan a adquirir imagenes de uorescencia, que serviran
para monitorear los cambios espaciotemporales de la proteina en estudio. Los datos de
salida del experimento consisten en una serie temporal de imagenes (un video) de uo-
rescencia junto con el valor de fuerza aplicada sobre la célula. Todas las imagenes fueron
tomadas utilizando un objetivo 40x (NA = 0,75, Carl Zeiss) y con la camara CCD en su
maxima resolucién espacial, con un tiempo de integracién de 1 a 5 segundos, dependiendo
de la intensidad de la proteina utilizada. Se estudiaron tres proteinas de adhesiones focales:
vinculina, FAK y zixina.

Andlisis de los datos

Una vez adquirido el video de uorescencia, que es una serie de valores de intensidad
bidimensional para cada tiempol (X;y;t), se busca realizar un analisis de la evolucion de
la intensidad en distintas zonas de la muestra. Para eso se seleccionan regiones de interés
(ROIs) con forma eliptica sobre cada una de las adhesiones focales presentes en la primer
imagen de la secuencia. Dado que el estimulo mecanico efectuado por el AFM es local, se
espera que la intensidad proveniente de una adhesion focal madura lejana a la punta no se
vea afectada por el estimulo mecénico, por lo que se la considera como una FA de control.

Hay dos correcciones importantes que deben ser realizadas a cada imagen del video
antes de analizarlo para sacar conclusiones. La primera es el fondo, es decir, el valor de
sefial en la imagen donde no hay proteinas uorescentes, y el segundo es el fotoblanqueo.
Como se mostrd en el capitulo 2, en las imadgenes tomadas en modo combinado se tiene
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Figura 3.4: Esquema experimental del ensayo para el estudio mecanotransduc-

cion. Antes de comenzar el experimento se ubica la punta de AFM en la periferia de la
célula, donde no hay una adhesion focal madura (FA), aplicando una minima fuerza para
establecer contacto. Luego, & = 0 se una determinada fuerzaFapiicada Y S€ COmienzan a
tomar imagenes de uorescencia.

una sombra debajo delcantilever, lo que signi ca que el fondo en esa zona es distinto al
fondo en los otros lugares de la muestra. Se selecciona una zona eliptica centrada en cada
adhesion focal como regién de interés (ROI) y luego se calcul6 el promedio de la intensidad
en cada una,l ro) (t). A esta intensidad media se le resto el valor de fondo correspondiente,
segun en que zona se encuentra (debajo de la sombra dahtilever o no).

Luego se debe corregir el efecto del fotoblanque®& B (t)), para lo cual se utiliza la el
promedio de las intensidades de las FA control:

X
FBIO= ko) bg); @D
ROI =1

dondeN es el numero total de ROIs control en la imagen pgt) es el fondo correspondiente

(depnde de la zona donde se encuentra la ROI). Por lo tanto, la intensidad corregida se

obtiene normalizando por esta curval g, (t) = Irol (t)=FB(t). Por dltimo, se calcula la

intensidad nal I (t), que se referencia al valor en la primer imagen de la secuencia, a

t = 0, donde los efectos de la fuerza todavia no han inducido cambios en el sistema segun
nor (t)

It (t) = % 1; (3.2)

donde se resta la unidad para que todas las curvas comiencen en una intensidad nula.

Con todos estos elementos presentados se pasa ahora a discutir los resultados obtenidos
para cada proteina estudiada: vinculina, FAK y zixina.
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Figura 3.5: Evolucion temporal para la vinculina. (a)Primer imagen de uorescencia

del video de vinculina, donde se marca la zona donde se encuentracehtilever con lineas
punteadas. Con echas se numeran las distintas adhesiones focales: las blancas representan
las utilizadas como control, las azules son las mas cercanas a la punta y la roja indica la
zona donde la punta esta haciendo presion. (b)Evolucion temporal de la intensidad para
tres ROIs, donde puede verse claramente el aumento de intensidad debajo de la punta.
En el recuadro pequefio se muestran las pendientes obtenidas para el ajuste lineal de cada
curva.

3.4.2. Reclutamiento de vinculina y formacién de una adhesion focal

Se estudié la evolucion de la intensidad de EFGP-vinculina (la E extra viene den-
hanced en distintas FAs cuando se aplica una fuerza dé66 6) nN sobre una célula HC11,
con la punta de AFM limada y recubierta de bronectina, como se describiera en la seccion
3.4.1.

La gura 3.5 (a) muestra la primer imagen de la secuenci@50s de duracion, donde se
ven dos células transfectadas; una de ellas es estimulada mecanicamente en la zona donde
se marca elcantilever. Para el andlisis se seleccionaron ROIs numeradas desde 1 hasta 11
en la gura, que incluyen las FAs consideradas control (marcadas en blanco), las que estan
cercanas a la punta (marcadas en azul) y una justo debajo de la punta (marcada en rojo).
Se realizaron las correcciones mencionadas en la seccion anterior para cada ROI. De ahora
en mas se nombrard la intensidad nal (luego de todas las correcciones) como intensidad
a secas para simpli car.

Se estudio en detalle la evolucion de la intensidad uorescencia para tres ROIs repre-
sentativas: una del grupo de control, la nimero 10 y la 11, que se ubica justo debajo de
la punta. La evolucion temporal de la intensidad para estas zonas se muestra en la gura
3.5 (b), donde se ve claramente que la intensidad en la FA control se mantiene constante
mientras que en las zonas 10 y 11 (curva azul) la intensidad aumenta notablemente. Esto
muestra que la proteina vinculina esté siendo reclutada fuertemente debajo de la punta y
en menor medida en adhesiones maduras cercanas al estimulo mecénico. Para cuanti car
este comportamiento, se ajustaron rectas a cada curva, cuyas pendientes se muestran en
el recuadro pequefio de la gura y muestran una notable correlacién espacial: la mayor
pendiente se obtiene debajo de la punta y la siguiente en orden decreciente corresponde a
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Figura 3.6: Observacion de la formacion de una FA naciente con vinculina.

Detalle de la zona debajo de la alrededor de la punta de la gura 3.5 (a), para distintos
tiempos en el experimento. El mapa de colores muestra la intensidad nal y se muestra en
linea punteada la posicion dekantilever. Se puede observar el reclutamiento de vinculina
justo debajo de la punta. Barra de escalal0 m.

las adhesiones cercanas a la zona estimulada, mientras que las pendientes nulas se obtienen
para los sitios focales en las periferias.

El reclutamiento de proteina debajo de la punta resulta también evidente si se analizan
las imagenes de esa zona en particular a distintos tiempos del experimento. En la gura
3.6 se muestran mapas de intensidad de la zona estimulada directamente por la punta.
En la imagen at < 0s se observa una distribucion de proteina aproximadamente uniforme
debajo e la punta, mientras que a = 100 s se observa que la proteina esta siendo reclutada.
Finalmente, parat = 200s se observa mas notoriamente el aumento de intensidad y se
puede ver que la forma que toma la FA naciente coincide con la de la punta de AFM de
la gura 3.3. Notar también que en la parte superior derecha de la gura se observa la FA
etiquetada con el nimero 10, que también muestra un aumento en la intenisdad, pero con
menor tasa que debajo de la punta.

Estos resultados en conjunto muestran que una fuerza externa local aplicada por una
sonda de AFM funcionalizada puede disparar el reclutamiento de vinculina en adhesiones
focales maduras y también el desarrollo de una adhesion focal naciente.

3.4.3. Estudio de la quinasa de adhesion focal (FAK)

Se estudiaron células HC11 expresando el complejo EGFP-FAK con la misma meto-
dologia presentada. Se aplico un esfuerzo constante (B 9) nN durante 1200s mientras
se tomaban imagenes de uorescencia. Nuevamente se realizan las correcciones de fondo
y fotoblanqueo correspondientes para tener las intensidades nales en cada zona de la
muestra.

En la gura 3.7 se muestran imagenes representativas de la secuencia obtenida, con
especial énfasis en una zona seleccionada debajo del apice de la punta. Las imagenes de
pseudocolor de la gura 3.7 (b)-(d) revelan los cambios en intensidad inducidos por la fuerza
aplicada. Se destacan dos regiones con las echas 1y 2, donde se observan los cambios mas
notorios. En la zona 1 ocurre una concentracion espacial local de la proteina. La evolucion
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Figura 3.7: Reclutamiento de FAK: observacion del tiempo caracteristico. (@)

Imagen de uorescencia de una célula HC11 expresando el complejo EGFP-FAK. Barra de
escala:10 m. (b)-(d) Imagenes pseudocoloreadas de una zona seleccionada debajo de la
punta de AFM en (a), para distintos tiempos en el experimento, indicados en cada imagen.
Se remarcan con una echa dos zonas donde se observa reclutamiento de la proteina.
Barra de escalal m. (e) Evolucion temporal de la intensidad de uorescencia en la zona

1, considerando una ROI coincidente con el tamafio en (d). El ajuste exponencial arrojé
un tiempo caracteristico de(200 80)s.

temporal de la intensidad en esta zona se gra ca en la gura 3.7 (e), donde se observa un
crecimiento exponencial con un tiempo caracteristico d€200 80)s 1. Por otro lado, en
la zona 2 se observa un aumento de la intensidad sin remodelado espacial.

Tanto la vinculina como la FAK son proteinas de adhesion que han sido identi cadas
como elementos mecano-regulatorios importantes, con funciones de mecanotransduccion
similares [Mierke, 2013]. Con los resultados presentados hasta aqui se muestra que ambas
son sensibles a un estimulo mecéanico externo.

3.4.4. Remodelado de la distribucién espacial de la proteina zixina para
distintas fuerzas

La zixina es una proteina que se observa en las adhesiones focales maduras y esta
ausente en las adhesiones nacientes. Por lo tanto, en las escalas de los experimentos pre-
sentados aqui no se espera un reclutamiento de zixina en el apice de la punta de AFM
funcionalizada. Sin embargo, se observaron cambios en la intensidad de uorescencia y la
distribucién espacial (remodelado) de esta proteina en adhesiones focales maduras en la
interfase célula sustrato, como se muestra a continuacion.

!para esto se tomo una ROI que coincide con el tamafio nal del cimulo que se observa en la gura 3.7
(d) y se realizé un ajuste exponencial de la intensidad vs. el tiempo.
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(b) 50 nN (C) 62 nN (d) 75 nN

0.6

Figura 3.8: Remodelado espacial de zixina. (a) Imagen de uorescencia de una célula
HC11 expresando el complejo EGFP-zixina. Barra de escalal0 m. (b)-(d) Imagenes de

I, de nida como el cociente de la imagen al nal de un segmento (con fuerza constante)
con la imagen al inicio para la zona recuadrada en amarillo en (a). En cada imagen se
indica el valor de fuerza utilizado y las echas apuntan a las zonas donde se observa mayor
dinamica. En estos mapas, las zonas grises, rojas y azules indican que la concentracion
local de proteina se mantuvo constante, aument6 o disminuyo, respectivamente.

Para el estudio de esta proteina se cambié levemente el esquema de trabajo. En lu-
gar de ejercer una fuerza constante, se ejercen tres fuerzas distintas de manera sucesiva,
durante 250s cada una. Para ello se ja un lugar sobre una célula donde existen adhe-
siones focales maduras. Con el objetivo de estudiar el efecto de cada segmento de fuerza
por separado se tomaron las primeras veinte imagenes de cada tramo y las ultimas veinte
y se promediaron (todas corregidas por el fondo y el fotoblanqueo). Luego se dividieron
las imagenes promediadas para construir una imagen (X;y)  ltinat (X ¥Y)=liniciar (X;¥),
que pone en evidencia los cambios sufridos en cada etapa: las zonas ddnde 1 indican
reclutamiento de proteina; en las zonas dondé, < 1 la proteina se retira mientras que
dondel, =1 no hay cambios.

En la gura 3.8 (a) se muestra una imagen de uorescencia de una célula HC11
expresando el complejo EGFP-zixina, donde la posicion deantilever se indica con una
linea punteada. Se toma como region de interés la zona recuadrada en amarillo, centrada en
la punta de AFM y se calculan las imagenes$, para cada fuerza. Las imagenes obtenidas
de esta zona se presentan en las guras 3.8 (b)-(d), una para cada fuerza utilizada. En
estos mapas se pueden observar tres grupos de adhesiones focales, una debajo de la punta
(en el centro del circulo) una mas abajo y otra arriba del circulo.

Para el primer valor de fuerza aplicada(50 8)nN, se observa que las tres adhesiones
focales muestran cambios: en los tres casos hay zonas dentro de la adhesion que reclutan
proteina (puntos rojos) y otras que la dejan ir (puntos azules). Notablemente, la adhesion
gue presenta mayor cambio es la que se encuentra debajo de la punta. Luego, al aumentar
la fuerza al valor de(62 8)nN, se obtiene el mapa de la gura 3.8 (c). Se mantienen los
puntos rojos y azules mencionados anteriormente pero ahora los puntos de mayor cambio
se ubican en el segundo grupo de adhesiones (remarcado con una echa). Finalmente la
gura 3.8 (d) muestra la imagen |, obtenida para (75 9)nN. En este caso la region con
cambios mas pronunciados se encuentra en el grupo de adhesiones mas alejado de la punta.

Esto muestra que el remodelado de zixina dentro de una misma adhesion focal depende
de la fuerza aplicada y que se extiende hacia adhesiones mas alejadas del estimulo al
aumentar la fuerza aplicada.
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3.5. Conclusiones

Se present6 un método que combina AFM con epi uorescencia para estudiar la dina-
mica de proteinas de adhesion a nivel de sitios focales individuales, en respuesta a estimulos
mecanicos especi cos, controlados y locales. Con esta técnica se estudio la evolucion de las
proteinas vinculina, FAK y zixina en tiempo real por efecto de fuerzas en el rango de los
nN aplicadas en células HC11. En el caso de vinculina y FAK se observa la formacién de
un sitio focal naciente alrededor de la punta de AFM funcionalizada y se obtuvo un tiempo
caracteristico de(200 80)s para el reclutamiento de FAK.

También se observd una reorganizacion (acumulacion o pérdida) en la distribucion
espacial de la proteina zixina dentro de las adhesiones focales maduras en respuesta a
distintos valores de fuerza. Ademas, se observo que al aumentar la fuerza aplicada el men-
cionado remodelado se extiende, alejdndose de la zona donde se aplica la fuerza. Estos
resultados evidencian la conexion entre la fuerza aplicada en la célula y la dinamica de
proteinas en las adhesiones focales.
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Capitulo 4

Microscopia confocal de doble haz

Un microscopio confocal de barrido de doble haz fue disefiado y construido en la
misma plataforma del microscopio combinado. El disefio permite estudiar las muestras con
dos haces simultaneamente y permite detectar uorescencia gcattering por separado o
simultdneamente. Es importante notar que el disefio nal que se presenta a continuacién
permite utilizar todas las técnicas presentadas en capitulos anteriores: se puede alternar
entre el uso del microscopio confocal y elide eld de manera sencilla y préactica. Se
presentan los principios fundamentales de la microscopia confocal y la caracterizacion del
funcionamiento del microscopio construido.
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4.1. Introduccién y motivaciones

El concepto basico de la deteccidon confocal fue presentado por Marvin Minsky a
medidados de la década de 1950, aunque la idea no generé demasiada respuesta en la
comunidad cienti ca hasta 1969, cuando se implement6 exitosamente utilizando un laser
como fuente de luz y una plataforma moévil para mover el objetivo y asi barrer el haz
de excitacion sobre la muestra [Davidovits y Egger, 1969]. En 1973 se reportd la primer
imagen en células endoteliales de la cérena utilizando esa con guracion [Davidovits y Egger,
1973]. Luego, 1980 Sheppard y Wilson presentaron una teoria completa de la formacion de
imagenes utilizando deteccion confocal [Sheppard y Wilson, 1980]. En los afios siguientes
diversos grupos de investigacion contribuyeron a mejorar el disefio de los microscopios
confocales, aumentando la velocidad de barrido, la resolucion y la calidad de las imagenes.
En 1987 se comenzaron a comercializar los microscopios confocales, que durante la década
de 1990 se volvieron una herramienta altamente utilizada, gracias a los avances en la
tecnologia de almacenamiento y procesamiento de datos, la aparicion de métodos de barrido
altamente e cientes y la utilizacién de laseres mas estables y con ables [Rai y Dey, 2011].

Actualmente se puede considerar a los microscopios confocales como una plataforma
mecanoelectronica completamente integrada, que permite el estudio de muestras gruesas
realizando un seccionamiento Gptico de manera no invasiva, con sensibilidad que alcanza
la deteccion de moléculas Unicas [Kulzer y Orrit, 2004; Petermaet al., 2004], por lo que
se ha transformado en una herramienta de rutina en diversas areas de la ciencia.

Existen un gran nimero de técnicas que se implementan en plataformas confocales y
gue utilizan la uorescencia como mecanismo de contraste para obtener informacion de la
muestra. Dos ejemplos son la espectroscopia de correlacion de uorescenéibugrescence
Correlation Spectroscopy FCS) y la llamada microscopia de tiempo de vidaKluorescence
Lifetime Microscopy, FLIM). FCS se basa en estudiar uctuaciones espontaneas de in-
tensidad de uorescencia en un punto de la muestra para obtener informacion sobre la
concentracion de una especie en el rango nanomolar o la constante de disociacion de una
interaccién molecular [Schwille y Haustein, 2001; Medina y Schwille, 2002], solo por men-
cionar algunas de sus aplicaciones. Por su parte, FLIM es una técnica de imagen que en
lugar de construir un mapa bidimensional de intensidad de uorescencia construye un ma-
pa de tiempo de vida, donde en cada punto de la imagen se muestra el tiempo de vida
de uorescencia medido [Lakowiczet al., 1992; Beckeret al., 2004]. Esta técnica se utili-
za ampliamente para el estudio de interacciones moleculares (utilizando el mecanismo de
transferencia de energia resonante, FRET) [Jares-Erijman y Jovin, 2006; Wallrabe y Pe-
riasamy, 2005] y para revelar procesos bioquimicos dentro de la célula [Bastiaens y Squire,
1999].

En la presente tesis se utiliza la con guracion de doble haz para dos aplicaciones
especi cas que requieren por un lado medir uorescencia, pero a la vez excitar la muestra
en el infrarojo cercano (NIR) para inducir cambios de temperatura por calentamemiento
plasménico, como se presentara en detalle en el capitulo 5. Esta con guracion de doble
haz se utiliza en otras aplicaciones por diversos motivos. Por ejemplo, si se desea estudiar
scattering Raman estimulado Stimualted Raman Scattering SRS) u otra técnica similar
como CARS' es necesario tener dos pulsos de excitacion que sean superpuestos espacial y
temporalmente [Min et al., 2011; Alfonso-Garciaet al., 2014].

!Se discute mas detalladamente esta técnica en el capitulo 6.
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Otra técnica que utiliza dos laseres superpuestos es la llamagamp-probe (PP), que
consiste en bombear una muestra con un pulso ultracortgp(mp) y cierto tiempo después
incidir con otro pulso ultracorto, llamado el pulso de prueba probe) que sirve para medir
el estado de la muestra a tiempo en ese instante. Modi cando la distancia temporal entre
estos dos pulsos se puede obtener informacion resuelta en el tiempo en la escala de los pico
a los nanosegundos. Esta técnica también puede implementarse en un microscopio confocal
para realizar imagenes resueltas en el tiempo, para lo que se necesita una con guracion de
doble haz, pues es necesario excitar y observar la muestra en el mismo punto [Cabanillas-
Gonzalezet al., 2011; Grumstrup et al., 2014].

Por ultimo es importante remarcar que todas las técnicas mencionadas de microsco-
pia optica confocal pueden ser implementadas trabajando en condiciones sioldgicas, lo
gue permite trabajar con células vivas y estudiar asi procesos dinamicos biolégicamente
relevantes. Esta es una de las principales razones por las que la microscopia optica y en
particular la microscopia confocal ha revolucionado el area de las ciencias de la vida.

4.2. Principios de funcionamiento de la microscopia confocal

Un microscopio ideal seria un instrumento capaz de examinar alguna interaccion fisica
entre la luz incidente y un Unico punto de la muestra. Realizar esto en cada purtode
la muestra llevaria a una reconstruccién perfecta de la imagen pues la sefial colectada
proviene Unicamente de cada punto examinado. Sin embargo, al iluminar la muestra de
manera amplia, muchos puntos de la muestra reciben luz y por lo tanto en lugar de estar
examinando un solo punto se examinan varios.

En 1957 Marvin Minsky tuvo una idea simple y elegante para lograr examinar un
Unico punto de la muestra por vez, que se conoce como la con guracién confocal (luego fue
patentada [Minsky, 1961]). Minsky noté que se puede iluminar solo un punto de la muestra
colocando una abertura opinhole entre la fuente de luz y la lente que enfoca la luz en la
muestra, como se esquematiza en la gura 4.1 (a). Como consecuencia la cantidad de luz
gue recibe la muestra se reduce en varios érdenes de magnitud sin reducir el brillo de la
fuente de luz. Aln con esta modi cacién, cuando se trata de muestras gruesas, como es
el caso de las células, varios puntos en la misma posicion lateral pero distinta ubicacion
axial son iluminados simultineamente y los rayos provenientes de estos puntos pueden
llegar al detector. Para solucionar esto se agrega un segun@nhole después de la lente
de coleccidn, cuya funcion es bloquear los rayos que vienen de planos fuera de foco (lineas
punteadas en la gura 4.1). Con esto queda claro el término confocal: se re ere a que las
dos aberturas se enfocan en el mismo punto del objeto.

Minsky también consider6 la con guracién que se muestra en 4.1 (b), donde en lugar
de utilizar dos lentes, una para enfocar la luz y otra para detectar, se utiliza un divisor
de haz y una Unica lente que simultaneamente enfoca la luz de excitacion y coleta la luz
proveniente de la muestra. Esta con guracion simpli ca notablemente el procedimiento de
alineacién y es la mas utilizada en la actualidad.

2Cuando se dice punto se reere a un spot limitado por difraccién, no a un punto en el sentido
matematico.
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(@) (b)

Figura 4.1: Esquema del principio confocal. (a)Con guracion confocal con dos lentes,
una para enfocar la luz de excitacion y otra para colectar la emisién. (b)Con guracién con
una unica lente y un divisor de haz. En ambos casos se muestra el camino de los rayos
que llegan y salen del plano focal y rayos que vienen de un plano distinto, para evidenciar
que estos no llegan al detector. Basado en los dibujos originales de la patente de Minsky
[Minsky, 1961].

La microscopia confocal ofrece numerosas ventajas respecto de la microscoypée eld
como por ejemplo la posibilidad de controlar la profundidad de campo y la reduccion de la
sefial proveniente de planos distintos al plano focal, hecho que genera imagenes mas nitidas,
con mayor contraste y permite realizar un seccionado éptico en la direccién axial para
muestras gruesas. Luego, con estas secciones Opticas se puede realizar una reconstruccion
tridimensional de la muestra en estudio.

La llamada Point Spread Function (PSF) es una medida del poder de resoluciéon de un
sistema Optico: cuanto mas angosta sea esta funcibn mayor sera la resolucion del sistema
Novotny y Hecht [2012]. Como su nombre lo indica, esta funcién representa cémo se dispersa
la luz que proviene de una fuente puntual al propagarse por un sistema o6ptico; en otras
palabras, es la respuesta al impulso (en coordenadas espaciales) del sistema. El hecho que
una fuente puntual genere una imagen de ancho nito es una consecuencia directa del
ltrado espacial que sufre la luz al atravesar el sistema, pues no todos los vectores de
onda generados por la fuente puntual (que tiene espectro in nito de frecuencias espaciales)
son colectados y transmitidos por el sistema 6ptico. Por lo tanto, se obtendra una imagen
borrosa de esta fuente puntual, que es la PSF.

En el caso del microscopio confocal, la PSF se obtiene como el producto de la PSF
de excitacién y de la de deteccién [Sheppard y Wilson, 1980], que son las imagenes de los
pinholes de iluminacién y deteccion a través del sistema Optico. La forma funcional de cada
PSF es una funcién a Airy y al elevar esta funcién al cuadrado se reduce el |6bulo principal
un factor 1.3, lo que mejora minimamente la resolucién lateral [Webb, 1996]. Sin embargo,
la gran ganancia obtenida al utilizar este sistema de deteccién e iluminacién localizadas se
da en la direccion axial, donde se reduce el tamafio de la PSF milimétrica a micrométrica.
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4.3. Descripcion del microscopio confocal de doble haz

En la gura 4.2 se muestra un esquema del microscopio confocal invertido construido,
con los componentes principales utilizados, que se describira en detalle en esta seccion. El
disefio busca adicionar a las técnicas ya presentadas de AFMwide eld un microscopio
confocal de doble haz, es decir, que permite excitar simultaneamente la muestra con dos
laseres. En cuanto a la deteccidn, se busca tener la posibilidad de realizar imagenes de
scattering (con ambos laseres), de uorescencia y ademas medir espectros de emisién con
resolucion espacial.

Se utilizé6 como punto de partida la plataforma del microscopio combinado AFM-
Optico presentado en el capitulo 2, mateniendo las capacidades tanto del AFM como del
microscopiowide eld. Para lograr este cometido se utilizan dos cubos rebatibles, uno que
contiene el espejo dicroico, los Itros de excitacién y de emision para detectar uorescencia
wide eld (se puede reemplazar por otro cubo con cualquier juego de Itros) y otro que
contiene un espejo que desvia la luz que viene de la muestra hacia la CCD (ver gura 4.2.
En la con guracién confocal se remueven estos dos cubos para dejar pasar los laseres de
excitacion mientras que para trabajar enwide eld deben ser colocados. Es importante
notar que para trabajar en la con guracién confocal muchas veces es necesario realizar una
inspeccion de la muestra en el modwide eld, ya sea en transmision o en uorescencia,
por lo que resulta fundamental desde el punto de vista practico la facilidad para alternar
entre las técnicas.

La con guracién confocal de doble haz consiste en dos laseres totalmente superpuestos
en el plano de la muestra, uno en el rango visible y el otro en el rango infrarrojo cercano
(NIR). Para obtener una imagen confocal se barre la muestra con la platina piezoeléctrica de
tres ejes y sus respectivos controladores, dejando el haz y el objetivo de microscopio de alta
apertura numérica (40x,NA = 0;9 UPLANSAPO, Olympus) jos. Se utiliza un programa
de barrido llamado Imspector, que fue desarrollado en el Instituto Max Planck de Quimica
Biofisica [Schonle, 2006], para controlar todo el microscopio (en el modo confocal) a través
de la PC. Cabe notar que la con guracién experimental alcanzada es realmente exible
para la implementacion de diversas técnicas, dependiendo de la aplicacién concreta que
se desea estudiar. Se pueden utilizar distintos modos de iluminacion, distintas longitudes
de onda de excitacién y diferentes modos de coleccién, como se mostrara en capitulos
siguientes.

A continuacion se detallaran las caracteristicas particulares de cada componente asi
como su funcién dentro del microscopio. En primer lugar se describen las fuentes de luz
disponibles y como son utilizadas para la iluminaciéon. En segundo lugar se presenta la
metodologia para superponer los haces y nalmente se describen los distintos esquemas
para la deteccion.

4.3.1. lluminacién confocal y fuentes de luz

El microscopio consta de un laser de estado sélido bombeado por diodos (Compass
315M, Coherent), que provee de 70mW de luz en = 532nm con polarizacion lineal.
El mismo cuenta con un sistema de control de temperatura para mantener constante la
intensidad de salida (se observan variaciones del 10% en escalas de tiempo de veinte
minutos). El laser es acoplado en una bra monomodo (P3-488-PM-FC-2, Thorlabs) con un
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Figura 4.2: Dispositivo experimental del microscopio confocal home-made . Cua-
tro bloques principales se combinan en una con guracion multipropdsito: AFMwide eld,
iliminacion y deteccién confocal. Los dos primeros fueron descriptos en detalle en el capi-
tulo 2. Los componentes agregados para este modo se mencionan a continuacion. Ti:Za:
Laser de Titanio Zaro. DPSSL: laser de estado solido bombeado por diodos. Shutter
mecanico. Fv: Itro neutro variable. Aislador: aislador éptico. HWP: lamina de media onda.
QWP: lamina de cuarto de onda. OM: objetivo de microscopio. SMF: bra optica mono-
modo. 1x, 2x: telescopios. FDM: espejo dicroico de uorescencia. DM: espejo dicroico. BSp:
pelicula divisora de haz.L,,L,: dobletes acromaticos. MMF: bra éptica multimodo. FI:
espejo rebatible (ipper ). SPF: Itro pasa bajos. NF: Itro notch para =532nm. PMT:
fotomultiplicador. APD: photodiodo de avalancha.
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objetivo de microscopio 40x NA = 0,6, Carl Zeiss) que permite tener un modo gausiano
perfecto a la salida y evita cambios en la alineacion por cambios de punteria. Se utiliza
un colimador (modelo 60FC-4-A11-01, Schaer and Kircho) y luego un telescopio2x
(formado por dos dobletes acromaticos) para obtener un haz colimado de tamafio similar
de la pupila de entrada del objetivo (diametro pupila s 8 mm). Este laser se utiliza para
la excitacion de uorescencia, por lo que se re eja en un espejo dicroico de uorescencia
(FDM en la gura 4.2, Di02-R532-25x36, Semrock) que a su vez transmite la emisién de
uorescencia para su deteccion. Un bloqueador shutter mecanico se utiliza para controlar
los intervalos en los que el laser llega a la muestra y prevenir el fotoblanqueo innecesario.

El haz infrarrojo proviene de un laser de Titanio Za ro sintonizable (Ti:Za, Modelo
MTS, fabricado por KMLabs) que puede ser utilizado en modo continuo (CW) o modo
pulsado (ML). En el primer caso el rango de sintonizacion es ampfipentre 720y 890nm,

y para el caso ML el rango va desd&@60 a 840nm. En la con guracién pulsada se tiene
una frecuencia de repeticion d®4MHz y un ancho de pulso tipico de50fs. La potencia de
este laser se controla con un Itro neutro variable (Fv en al gura 4.2, modelo NDM4/M,
Thorlabs) y un shutter mecanico bloquea el paso del haz cuando no se desea excitar la
muestra. Fue necesaria la colocacion de un aislador 6ptico en el camino del haz para evitar
gue las re exiones en los elementos épticos vuelvan al laser, 1o que genera inestabilidades
en la potencia. Se utiliz6 una ldmina de media onda (Thorlabs) y una de cuarto de onda
(Thorlabs) para alcanzar una polarizacion circular sobre la muestra.

Sumado a estas dos fuentes de luz, utilizadas en las aplicaciones que se presentaran en
los capitulos 5y 6, el microscopio puede adaptarse facilmente para utilizar una fuente de luz
blanca basada en una bra Gptica de cristal fotonico (PCF, Femtowhite 800, fabricada por
NKT Photonics) disponible para el microscopio. Este esquema de trabajo fue presentado
anteriormente [Masip, 2011] y consiste en tomar la luz blanca producida en la PCF vy
ltrarla con un monocromador para obtener una excitacion monocromatica pero variable.
Luego, la salida del monocromador es acoplada en una bra 6ptica (la misma que se usa
para el laser verde) y la salida enviada al microscopio. Este esquema permite barrer la
longitud de onda de excitacion en aplicaciones que asi lo necesiten.

Por dltimo, también se puede utilizar como fuente alternativa al Ti:Za una novedosa
fuente de luz soliténica infrarroja, rapidamente sintonizable que se presentara en detalle
en el capitulo 6.

4.3.2. Superposicion de los haces

Se busca lograr que los dos haces queden superpuestos en la muestra para asegurar que
se esta examinado el mismo punto simultdaneamente con ambos. Para esto, ambos laseres se
mezclan en un espejo dicroico que re eja el laser NIR y transmite el visible (DM 750dcspxr,
Chroma Technology corp.). Luego son enviados al objetivo de microscopio (OM) que los
enfoca en la muestra, como se muestra en la gura 4.2. En segundo lugar se ajusta la
colimacion del laser NIR con el telescopidx (formado por dos dobletes acromaticos) para
gue los dos lasers se enfoquen en el mismo plano en la muestra.

Finalmente, la alineacion na para la superposicion de los haces se realiza con dos
espejos de alineacion en el camino del laser infrarrojo (estos espejos no se muestran en la

3El rango donde se obtienen valores de potencia altos es mas pequefio, pero se alcanzan los limites del
intervalo resignando potencia.

51



Capitulo 4. Microscopia confocal de doble haz

gura para simpli car) mientras se mide la PSF de scattering de ambos haces alternativa-
mente. El procedimiento de superposicion termina cuando las PSF de ambos laseres tienen
el mismo centro.

4.3.3. Deteccion confocal

Como puede verse en la gura 4.2, el objetivo de microscopio se utiliza para enfocar
los laseres y también para colectar la luz emitida por la muestra (ya sescattering o
uorescencia), que vuelve sobre su propio camino para llegar al médulo de deteccion.

Se implementaron dos caminos de deteccidn independientes, uno para la medicion
de scattering y otro para la deteccion de uorescencia. En el primer caso se utiliza una
pelicula divisora de haz pellicle beam spittey BSp en la gura 4.2, conT =92% Yy R =8 %,
Thorlabs) para enviar la luz que vuelve de la muestra a la deteccién. Se utiliza una lente
de 10cm de distancia focal (doblete acromético AC254-100-A-ML, Thorlabs), para enfocar
esta luz sobre unpinhole de 100 m de diametro (modelo P100S, Thorlabs), justo antes del
detector. Para detectar se utiliza un fotomultiplicador (PMT, modelo R928, Hamamatsu),
alimentado por una fuente de alta tension entre 500y 1000V, segun el nivel de sefial
obtenido. Cabe notar que el tamafio depinhole fue elegido unas diez veces mayor al tamafio
del disco de Airy que genera el sistema Gptico (lo recomendado es que sea entre dos y tres
veces mayor [Webb, 1996]) para que el proceso de alineacién sea mas sencillo.

Por otro lado, para la deteccion de uorescencia se utiliza un espejo dicroico con alta
re ectividad para < 550nm y alta transmision para > 550nm, de manera tal que
re eja el laser verde para la excitacion de uorescencia y transmite la emisién. La luz
transmitida por el dicroico es enfocada con una lente de distancia focdDcm (AC254-300-
A-ML, Thorlabs) en una bra éptica multimodo (M31L01, Thorlabs) que tiene 62,5 m
de diametro de nicleo y actia com@inhole confocal. En este caso la relacion entre el
didmetro del disco de Airy y del nicleo de la bra es de 2;55.

A la salida de la bra se utiliza un colimador (F220FC-A, Thorlabs) y se selecciona
entre una deteccién espectral o un detector puntual con un espejo rebatible. En el caso de
la deteccidn puntual, se coloca un Itronotch (NF, NFO3-532E-25, Semrock) para remover
completamente el laser de excitacién y un Itro pasa bajos (SPF, ET680sp2p, Semrock)
con corte en680nm, que bloquea completamente el laser infrarrojo. De esta manera se
asegura detectar solo la uorescencia emitida por la muestra sin importar la presencia
del laser infrarrojo, brindando un rango espectral de deteccién entre 550 §80nm. Se
utiliza un fotodiodo de avalancha (APD, modelo SPCM-AQR-12, Perkin Elmer) o un
fotomultiplicador (PMT, modelo R928, Hamamatsu), segun la aplicacion lo requierh

4.3.4. Modulo de deteccion espectral

El médulo espectral (ESPEC en la gura 4.2) consta de una red de difraccion de
300 lineas por mm(GT13-03, Thorlabs) y una camara CCD (altaU2000, Apogee Imaging
Systems Inc.) como detector (se utiliza un doblete acromatico dé = 5 cm para enfocar
en la CCD). Este dispositivo fue desarrollado por Mauro Silberberg y Alan Rios Fukelman

“Para el caso del APD se agrega una lente para enfocar el haz en el area de deteccién, que no es necesaria
para el caso del PMT pues el area sensible es més grande que el haz.
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durante su proyecto de la materias Laboratorio 6 y 7 de la carrera Licenciatura en Ciencias
Fisicas, FCEyN, UBA. Los detalles de construccion y caracterizacién se pueden encontrar
en el informe correspondiente [Silberberg y Fukelman, 2015].

Con este espectrometro se pueden obtener espectros de emisién de una zona especi ca
de la muestra (gracias a la deteccién confocal), en el rang®0-1000nm. En la presente tesis
el médulo espectral resulta de vital importancia para el estudio de Raman intensi cado por
super cie (Surface Enhanced Raman Spectroscop$ERS) que se presentara en el capitulo
5.

4.4. Caracterizacion del microscopio de doble haz

La principal caracterizacion realizada sobre el microscopio consiste en el estudio de
la resolucién del mismo, a través de la mediciéon de la PSF. Para esto se necesita hacer
imagen de una fuente puntual en el plano focal, que se vera ensanchada, como se mencioné
anteriormente. Experimentalmente se tiene una fuente puntual cuando las dimensiones
de la fuente son mucho mas pequefias que la resolucion del microscopio que se desea
estudiar. Para el caso de microscopios opticos esto se logra utilizando moléculas Unicas o
nanoparticulas metdlicas, que pueden aproximarse como puntuales para efectos practicos.
En el apéndice C se discute brevemente este punto y se muestran calculos teoricos que
muestran los rangos de validez de esta aproximacion.

Ademas de la medicion del la PSF, una caracteristica importante de un microscopio
es la estabilidad. Se corrobor6é que el microscopio construido posee una gran estabilidad
mecanica, que permite realizar imagenes durante mas de 20 minutos sin necesidad de
corregir el foco.

4.4.1. PSF de scattering

En el caso de la deteccion en modscattering, para medir la PSF se utilizaron nano-
particulas (NPs) de oro de80nm de diametro, que son muy convenientes pues proveen un
gran brillo y no sufren fotodegradacién. Estas nanoparticulas son ideales para trabajar en
la zona verde del espectro visible pues tienen alli una marcada resonancia st&ttering.
Ademas, la preparacion de la muestra es sencilla, consiste en depositar NPs sobre un cu-
breobjetos limpio, con una concentracion tal que queden separadas varios micrones unas
de otras. Una vez depositadas las NPs, se sella la muestra con un porta objetos utilizando
aceite de inmersion para empalmar el indice de refraccion y evitar asi la re exién en la
interfase donde las NPs fueron depositadas.

En la gura 4.3 se muestran cortes en los planos XY (a) y XZ (b) de la PSF de
scattering para el laser verde, realizadas utilizando la muestra de NPs mencionada ante-
riormente. Se agregan per les de la zona central (x=0) en cada imagen. Se obtuvo un valor
de 460nm en la direccion lateral y 1,9 m en la axial. Luego se caracterizé la PSF
del Ti:Za, que se muestra en las guras 4.3 (c) y (d). En este caso el ancho altura mitad
(Flull Width Half Maximum , FWHM) lateral resulta de  600nm y la axial de 2,6 m.
Las imagenes fueron tomadas cob50x150 px, cada uno con un tamafio de83x33nm, y un
tiempo de integracion de0;7 ms/px.
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Figura 4.3: PSF de scattering . (a)Corte transversal (XY) en el plano focal para el
laser verde. La curva muestra un per | vertical en el centro de la imagen, que muestra un
ancho altura mitad de  460nm. (b)Corte axial (XZ) en y =0, con un per | vertical que
muestra un FWHM de 1,9 m. (c)Corte transversal de la PSF descattering para el laser
infrarrojo, con un per | vertical que exhibe un valor de  630nm para el FWHM. (d)Corte
XZ de la PSF del Ti:Za, con un FWHM  2;:6 m. Barras de escalal m (horizontal y
vertical).

4.4.2. PSF de uorescencia

Para medir la PSF en la detecciéon de uorescencia, se utilizaron como sondas esferas
de latex de200nm de didmetro, con una gran cantidad sondas uorescenterange uo-
rescent adentro (nimero de catalogo F-8809, comercializadas por Life Technologies), que
tiene el pico de excitacion erb40nm y el de emisién en560nm. Estas esferas proveen un
excelente brillo y efectos de fotoblanqueo reducidos, lo que permite medir la PSF varias
veces antes de perder la sefial por fotoblanqueo.

En la gura 4.4 se muestran dos cortes, en los planos XY (a) y XZ (b), donde el
mapa de colores indica intensidad de uorescencia y en las curvas se muestran perles
verticales de intensidad tomados en el centro de la imagen. El FWHM resulta de 500nm
( 1,6 m) para el caso del corte en XY (X2).

Cabe notar que esta PSF se ve un poco ensanchada por el hecho que la perla uores-
cente tiene un tamafio similar al de la PSF. Este valor puede ser deconvolucionado para
obtener el ancho real de la PSF, que resulta 460nm (ver el apéndice C para mas detalles).
Este valor esta un20 % encima del valor limite de Abbe, debido a que no se sobrellend el
plano focal trasero del objetivo y por lo tanto no se alcanza la maxima resolucion posible.
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Figura 4.4: PSF de uorescencia.  (a)Corte transversal (XY) en el plano focal. La curva
muestra un per | vertical en el centro de la imagen, que muestra un FWHM de 500nm.
(b)Corte axial (XZ) en y = 0. La curva muestra un corte vertical de la imagen, que muestra
un FWHM de 1,6 m. Barras de escala500nm (horizontal y vertical).

4.5. Galeria de imagenes confocales

Se presentan aqui algunos ejemplos de imagenes tomadas con el microscopio confocal
home-made tanto en el modoscattering como en el modo uorescencia.

La gura 4.5 muestra una imagen de uorescencia tomada a células HC11 jadas, don-
de se utilizé faloidina conjugada con la sonda uorescente TRITC Tetramethylrhodamine)
para etiquetar especi camente los lamentos de actind En la imagen se distinguen varias
células (se distinguen por el nacleo que se observa como un hueco en la red de lamentos)
y se pueden identi car varios lamentos de actina, que se ven como bras nas y largas.
En la linea punteada se realiz6 un perl de intensidad que puede verse en el recuadro
pequefo de la gura, donde se marca el ancho de un lamento de 500nm. Dado que los
lamentos de actina son del orden de las decenas de nandmetros de ancho, esta medicién
permite estimar la resolucion del microscopio.

También se realizaron imagenes dgcattering de un grupo de nueve nanoestrucutras de
silicio, agrupadas en tres las y tres columnas. Cada nanoestructura consiste en dos discos
de silicio y se construyeron dos tamafios: en una el diametro es d60nm y en otra de
220nm. En ambos casos la altura de los discos @90nm y estan separados por un gap de
20nm. En la gura 4.6, panel superior, se muestra un esquema de las dos estructuras y en
(a)-(d) las imagenes descattering tomadas con los dos laseres disponibles en el microscopio.
El origen del contraste inverso en estas estructuras se explica en [Masip, 2011]; brevemente,
se debe a que la deteccion decattering en re exién es intrinsecamente homodina, siendo
la sefial de la muestra mezclada interferométricamente con la re exién en el sustrato. Se
puede observar que las estructuras mas grandes generan mayor contraste que las pequefias.
En el capitulo 5 se estudiaran en detalle estas nanoestrucutras de silicio, particularmente
su comportamiento térmico.

5La muestra utilizada por fue cortesia Lorena Sigaut y Juan Burdiso, del Centro de Microscopias
Avanzadas (CMA), FCEyN, UBA.
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Figura 4.5: Imagen confocal de células jadas. Se trata de células de broblastos
3T3, marcadas con faloidina-TRITC. Se puede observar distintas células y un excelente
contraste en la imagen. La escala de colores muestra la cantidad de cuentas detectadas en
0;7ms. Barra de escalal0 m. El recuadro pequefio muestra un per | realizado en la linea
punteada, donde se marca un lamento de actina que se ve con un diametro de500nm.

4.6. Conclusiones

Para resumir, en este capitulo se presentd el disefio del microscopio combinado com-
pleto, que permite en la misma plataforma realizar imagenes combinadas AFMide eld
y de microscopia confocal de uorescencia y/®cattering, con la particularidad de tener
dos haces de excitacion, uno visible y otro en el infrarrojo cercano.

Este equipo, que es una plataforma totalmente abierta, permite adaptaciones a la
aplicacion especi ca que se utilice, debido a su gran versatilidad y a la cantidad de modos
de iluminacion y deteccion disponibles. En los capitulos siguientes se mostraran aplicaciones
concretas realizadas durante la presente tesis que ponen en evidencia la versatilidad de este

equipo.

Adicionalmente, se puede decir que esta plataforma puede transformase facilmente en
un microscopio Optico de campo cercano sin aperturaApertureless Near-Field Scanning
Optical Microscope ANSOM), ya que la punta de AFM puede funcionar como sonda de
campo cercano utilizando el sistema presentado de deteccion deattering. Mas adn po-
drian efectuarse experimentos de intensi cacion de uorescencia por puntaip-enhanced
uorescence) utilizando la deteccion de uorescencia, de manera similar a lo presentado en
Yang et al. [2000].
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Figura 4.6: Imagen confocal de  scattering de nanoestructuras de silicio.  En los
esquemas superiores se muestran las dimensiones de cada nanoestructura. Los mapas de
colores marcan las cuentas detectadas en un tiempo de integracion @& ms. (a) Nanoes-
tructuras pequefas medidas con el Ti:Za ( 15 W). (b) Nanoestructuras grandes medidas

con el Ti:Za. (c) Nanoestrucutras pequefias con el laser de excitacion 682nm ( 5 W).

(d) Nanoestrucutras grandes medidas con el laser verde. Barras de escdam.
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Capitulo 5

Aplicaciones a la nanoplasmonica

En este capitulo se presentan dos aplicaciones en el area de la nanoplasménica donde
se utiliza el microscopio confocal de doble haz presentado anteriormente. La primera cosiste
en un ensayo de biosensado molecular, basado en la reducciéon de uorescencia por calen-
tamiento de nanobarras metalicas super cialmente modi cadas y excitadas en resonancia.
En la segunda, se presentan novedosas nanoantenas de silicio, que son intensi cadoras de
la luz emitida por las moléculas circundantes, pero sin el calentamiento asociado que si
muestran las mas conocidas nanoantenas metalicas.

El comportamiento térmico de nanoestructuras como respuesta a una excitacion re-
sonante es el comin denominador entre estas dos aplicaciones. En la primera se utiliza
el calentamiento por excitacion de plasmones en nanobarras metalicas como una herra-
mienta para el biosensado. Este trabajo fue hecho en colaboracién con el laboratorio del
Prof. Fernando Stefani del CIBION-CONICET. En la segunda aplicacion se compara el
calentamiento de nanoestructuras metalicas y dieléctricas, para el estudio de una novedosa
plataforma fotonica basada en nanoantenas de materiales no plasmonicos (dieléctricos). En
particular se trabajé con nanoantenas de silicio, que permiten intensi caciones de campo
interesantes sin los efectos asociados al calentamiento de la estructura. Este Ultimo tra-
bajo fue realizado en colaboracion con el laboratorio del Prof. Stefan Maier, déhperial
College Londres, Inglaterra.
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5.1. Biosensado molecular utilizando nanoparticulas metali-
cas

Se presenta un esquema de biosensado molecular basado en la combinacién de dos
efectos: la dependencia de la emisién de la uorescencia molecular con la temperatura y el
calentamiento producido por excitacidon resonante de plasmones en nanobarras de oro. En
esta seccién se presenta un ensayo modelo que muestra que el mencionado mecanismo de
sensado puede ser utilizado para detectar concentraciones sub-nanomolares de un analito
de interés.

La version extendida y los detalles del experimento y el mecanismo estan descriptos en
la tesis doctoral de Jésica Pellegrotti, (Que presentara casi simultdaneamente a esta Tesis)
quien ha sido dirigida por el Prof. Stefani. Cabe destacar que ambos han recibido un
premio Inovar 2014 por este nuevo esquema de biosensado. El trabajo producto de esta
colaboracion esté en preparacion para su publicacion [Pellegrotét al., 2015].

5.1.1. Introduccion y motivaciones

Los llamadossensores moleculares combinan el fenbmeno de reconocimiento mo-
lecular especi co con la deteccién de alguna sefial sicoquimica que reporta la presencia
del analito o molécula blanco que se desea detectar. En particular, los llamados inmunoen-
sayos, que utilizan anticuerpos especi cos para reconocer la molécula blanco, son de gran
interés debido a su amplia aplicacion en medicina y en diagnoéstico [Ligler y Taitt, 2011].

Existen diversos tipos de biosensores basados que permiten la deteccién de concen-
traciones sub-nanomolares, basados en distintos fendmenos 6pticos como transferencia re-
sonante de energia de FosterFoster Resonance Energy Transfer FRET) [Ohiro et al.,
2002] o la disminucién de uorescencia generada por cercania de nanoparticulas metalicas
(quenching [Mayilo et al., 2009].

Se presenta aqui un nuevo esquema de biosensado homogeneo, basado en dos hechos:
() la emision de uorescencia disminuye con el aumento de temperatura (para una gran
cantidad de uorésforos), (2) las nanoparticulas metdlicas transforman e cientemente ener-
gia luminica en calor, especialmente cuando se las ilumina en su frecuencia de resonancia
[Coronado et al., 2011; Urban et al., 2009]. El primer hecho, que se explica como una
disminucién de la e ciencia cuantica de una sonda uorescente debido a la activacion de
canales no radiativos, ha sido utilizado como termémetro en diversas oportunidades, con
sensibilidades del-2 %=K [Deprédurand et al., 2008; Natrajan y Christensen, 2009]. El se-
gundo hecho también esta altamente reportado en la literatura [Ba ouet al., 2010; Ba ou
y Quidant, 2013] y se ha utilizado para diversas aplicaciones como atravesar membranas
biolégicas [Urbanet al., 2011], la liberacion de drogas en lugares especi cos [Han al.,
2007], el biosensado [Zijlstreet al., 2012] y para el tratamiento del cancer [Hirschet al.,
2003; Gobinet al., 2007; Lalet al., 2008a].

5.1.2. Descripcion e implementacion del ensayo

El analito (A) que se desea estudiar se encuentra inmerso en una solucion, que ade-
mas contiene dos unidades de reconocimiento molecular del analito (RM1 y RM2) y los
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RM1+sonda fluorescente
Analito
RM2

Alto nivel de fluorescencia Bajo nivel de fluorescencia

Figura 5.1: Esquema ilustrativo del principio de funcionamiento del ensayo.

El analito construye un sandwich molecular con la unidad de reconocimiento molecular
RM1, unida a la NP y la RM2, que esta marcada uorescentemente, situacion en la que
emite altos niveles de uorescencia. Al encender el laser infrarrojo (NIR) se genera un
campo de temperatura en la vecindad de los nanocilindros que genera una disminucion en
la emision de uorescencia.

nanocilindros de oro. Una de las unidades de reconocimiento (RM1) tiene adosado un
uordsforo y la otra (RM2) estéd covalente y super cialmente unida a los nanocilindros.
Esto se muestra esquematicamente en la Figura 5.1. Si suponemos que en un primer paso,
el analito A, ha sido reconocido por RM2, de manera que A se ubica muy cercano a la
super cie de los nanocilindros. En un segundo paso, RM2 podra reconocer a A y formar
el sandwich RM2-A-RML1. Si en todo momento se mide la luz emitida desde la solucién
por el uorosforo, veremos una intensidad constante, enmascarando asi el reconocimiento
molecular. Sin embargo, si ahora se ilumina la solucién con una longitud de onda tal que
las nanobarras estén excitadas en resonancia de plasmones, éstos convertiran parte de la
energia absorbida en calor, elevando localmente la temperatura y provocando la disminu-
cion de uorescencia de las sondas uorescentes que estén cerca de su super cie, es decir,
de aqguellos que reconocieron a A.

Dado que las nanobarras de oro utilizados para este ensayo tienen una resonancia
plasménica longitudinal en el infrarrojo cercano (NIR), se puede utilizar esta resonancia
para generar e cientemente un campo de temperatura y dejar la zona del visible para
la excitacion y deteccion de uorescencia. Por lo tanto, al iluminar la muestra con un
laser infrarrojo (NIR) la sefal de uorescencia proveniente de los uorésforos en el ensayo
disminuye mientras que los restantes en solucién no son afectados.

Para la prueba de principios del mecanismo descripto para este ensayo, se utilizé la
unién biotina-estreptavidina como unidades de reconocimiento (RM1 y MR2), donde la
estreptavidia juega el papel del analito A. Se utilizaron nanobarras de oro comerciales, de
tamafo nominal 22 x 95nm, con su super cie funcionalizada con biotina, cuyo espectro de
absorcion se muestra en la gura 5.2 (a), junto con los espectros de excitacién y emision
de la sonda uorescente utilizada, AlexaFluor546. Esta sonda uorescente fue conjugada
con biotina o estreptavidina segun el experimento a realizar.

Los experimentos fueron realizados con una muestra en solucion en el microscopio de
doble haz presentado en el capitulo 4, con el agregado de ohopper para implementar
una deteccionLock In y el uso de un PMT como detector, como se esquematiza en la
gura 5.2 (b). El laser de calentamiento (CW Ti:Za) fue sintonizado en =785nm Yy el
de excitacién en =532 nm, con un volumen de deteccién de uorescencia 0;2 .

El primer paso para realizar el experimento consiste en superponer cuidadosamente los
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(@) (b)

Figura 5.2: Implementacion experimental del ensayo. (a)Espectro de absocion de
las nanobarras y espectros de excitacion y emsioén de la sonda uorescente AlexaFluor546.
Se muestran con recuadros verticales la excitacion y la banda de deteccién de uorescencia
y el laser NIR que se utiliza para calentar. (b)Esquema del dispositivo experimental. Se
trata del microscopio confocal de doble haz con el agregado de whopper para poder
detectar con el Lock In la sefial de uorescencia (se usa un PMT como detector). En
este caso se coloca un Itro pasabanda (BPF) para detectar la uorescencia en el rango
550-590nm.

dos laseres de manera que los centros sus PSFs queden superpuestos. De esta manera queda
asegurada la deteccion de uorescencia de las nanobarras que son calentados. Para realizar
los experimentos se mantiene encendido el laser de excitacion en todo momento (solo es
interrumpido intermitentemente por el choppen y el laser de calentamiento se bloquea
alternativamente con un obturador y su potencia se varia con un ltro neutro variable, lo

gue permite estudiar el efecto que genera sobre la muestra en diversas condiciones.

5.1.3. Disminucién selectiva de la uorescencia

Para demostrar experimentalmente el principio de funcionamiento del biosensor y su
especi cidad quimica, se preparé un ensayo con las nanobarras biotiniladas y un exceso
(20 M) del conjunto AlexaFluor546-estreptavidina. Se estudio la emision de uorescencia
cuando se enciende el laser infrarrojo a distintas potencias, como se muestra en la gura
5.3.

Debido a que la temperatura que alcanzan las NPs es proporcional a la intensidad de
luz incidente, se espera una mayor caida de la uorescencia al incrementar la potencia del
laser NIR. En efecto, al encender el laser de calentamiento se observa experimentalmente
una clara disminucién de la uorescencia, que crece cuando se aumenta la densidad de
potencia, como se aprecia en la gura 5.3 (a). Este fendmeno es reversible y repetible,
como puede verse a partir de la gura 5.3 (b), donde se muestran varios ciclos de encendido
y apagado del laser de calentamiento. Luego se estudié en detalle la dependencia con la
densidad de potencia de calentamiento, dando lugar al gra co de la gura 5.3 (c)(curva
roja). Se observa que a partir de l0200KW/cm ? la sefial se satura en un valor de60 %
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Figura 5.3: Disminucién de uoresencia fototérmica. (a) Trazas temporales de emi-
sion de uorescencia (normalizadas). Al encender el laser infrarrojo se observa un decai-
miento en la uorescencia, que aumenta con el aumento de la densidad de potencia. (b)
Trazas temporales de multiples ciclos de encendido apagado de uorescencia del NIR, que
muestran la reversibilidad del proceso. (c) Emision de uorescencia para distintas poten-
cias de NIR. (rojo) ensayo especi co, (negro) sefal debido al pegado no especico. Las
lineas son guias visuales. También se muestra un esquema pictérico de las dos situaciones.
Extraido de [Pellegrotti et al., 2015].

Ademas de este estudio es necesario realizar un experimento de control, que consiste
en utilizar las mismas nanobarras pero en lugar de utilizar estreptavidia-AlexaFluor546 se
utilizé biotina-AlexaFluor546. En este caso los uorésforos no deberian permanecer en las
vecindades de las nanobarras a menos que se unieran de manera no especica y, por lo
tanto, se espera que la sefal de uorescencia no disminuya con el aumento de potencia del
laser de calentamiento. En la gura 5.3 (c) la curva negra muestra los resultados obtenidos
para el mencionado experimento de control: se observa una disminucién de uorescencia
de un 10 % Esto demuestra que la caida fototérmica de uorescencia observada en el caso
especi co se debe principalmente a la unién de uorésforos a través del analito.

5.1.4. Sistema modelo: deteccion de estreptavidina en un ensayo tipo
sandwich

Finalmente, se muestra una aplicacion concreta del presentado fenémeno de disminu-
cion de uorescencia selectiva por calentamiento utilizando un sistema modelo, biotina-
estreptavidina. Se trata de un ensayo tipo sandwich donde se utilizan las nanobarras de
oro biotiniladas y complejos de biotina-AlexaFluor546. Cuando se agrega streptavidina se
forman sandwiches moleculares biotina-estreptavidina-biotina, que pone los uorésforos
en las vecindades de las nanobarras, donde serd apreciable el aumento de temperatura
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Figura 5.4: Ensayo tipo sandwich para determinar la concentraciones de un

analito. Se muestra la emision de uorescencia normalizada, cuando se incide la muestra
con el laser de calentamiento a una potencia ja, en funcién de la concentracién de estrep-
tavidina. Se muestran dos ensayos distintos: (a) 1nM de AuNR-biotina + 80nM AlexaFluor
546-biotina y (b) 1nM AuNR-biotina + 5 nM AlexaFluor 546-biotina. Las lineas son ajus-
tes exponenciales decrecientes con constante de decaimient&e obtuvo = 3;5nM para
@y =0;7nM para (b). Extraido de [Pellegrotti et al., 2015].

inducido por el laser infrarrojo y por lo tanto disminuiran su emisiéon. Aumentar la con-
centracién de estreptavidina (que en este caso es el analito A) mas cantidad de uordsforos
formaran el sandwich y seran ubicados en las vecindades de las NPs, lo que llevara a una
mayor disminucion de uorescencia.

Enla gura 5.4 se muestran las curvas en funcion de la concentracion de estreptavidina
para dos condiciones experimentales; (a) muestra la curva con una concentracion de 80 nM
de biotina-AlexaFluor546 y (b) cuando se utiliza una concentracién dénM de biotina-
AlexaFluor546. En ambos casos se puede ver que la uorescencia disminuye notablemente
al aumentar la concentracion del analito A. Se realizaron ajustes exponenciales de cada
curva con la dependenciy = yp+ Ae *= , de manera que es una medida de la sensibilidad
del ensayo. En el primer caso se obtuvo = 3;5nM y en el segundo caso = 0;7nM. Esto
muestra que variando la concentraciéon de los componentes se puede seleccionar el rango
dindamico y la sensibilidad del ensayo.

5.1.5. Conclusiones

Se mostro experimentalmente que el aumento de temperatura por calentamiento plas-
monico(fotoinducido) de nanobarras de oro puede disminuir selectivamente la emision de
uorescencia de sondas en las vecindades inmediatas de la super cie de las nanobarras.
Esta combinacion de calentamiento plasménico y la sensibilidad de la emisiéon de uores-
cencia molecular permite la cuanti cacidén de concentraciones super ciales en un ensayo
tipo sandwich. El proceso de sensado es puramente Optico (se mide uorescencia y se ca-
lienta a través de luz infrarroja) y provee una alta sensibilidad, que alcanza para detectar
concentraciones por sub-nanomolares. Estas concentraciones son adecuadas para diversas
aplicaciones como la determinacion de concentracién de proteinas u hormonas en ensayos
clinicos.
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5.2. Nanoantenas intensi cadoras no-plasmonicas

La llamada nanoplasménica ha revolucionado la manera de controlar la luz en escalas
nanomeétricas, debido a la posibilidad de disefiar y fabricar nanoestructuras metélicas con
formas especi cas que dan lugar a campos electromagnéticos ultra con nados y altamente
intensi cados en los llamadoshot spots Dispositivos con esta notable propiedad de con nar
la luz se conocen commanoantenas Yy han tenido un alto impacto en el estudio de
interacciones moleculares, efectos no lineales y dispositivos fotdnicos en la nanoescala.

Sin embargo, los altos valores de intensi cacién que brindan las nanoantenas meta-
licas vienen acompafiados de grandes pérdidas, debido a la absorcion de luz en el metal,
lo que limita severamente las aplicaciones fuera del ambito académico. Por ejemplo, el
calentamiento local que provocan las absorciones 6pticas limita la potencia total que se
puede entregar en una nanoantena pues esta comienza a derretirse y perder sus propiedades
de con namiento. Ademas, las moléculas en la vecindad de las nanoantenas pueden verse
afectadas por el cambio de temperatura generado por la nhanoantena.

Se presentan aqui nuevasanoantenas no-plasmonicas fabricadas con silicio, que
evitan estos problemas pues logran con nar la luz en el campo cercano con una conversion
de energia 6ptica a térmica ultra baja [Caldarolaet al., 2015]. En particular, se muestra
la intensi cacion de uorescencia y descattering Raman. Se expondra también el méto-
do desarrollado para la medicion de temperatura utilizando Ims delgados con moléculas
uorescentes.

5.2.1. Introduccién y motivaciones

En un sentido amplio una antena es un dispositivo que se utiliza para direccionar de
manera selectiva el campo electromagnético. En particular, se suelen utilizar para emitir
ondas hacia el campo lejanba partir de fuentes localizadas y viceversa. Un ejemplo méas
cotidiano es el de una antena de radio 0 microondas, que permiten la generacion de ondas
propagantes en esa porcion del espectro electromagnético a partir de sefiales eléctricas para
el caso de un emisor y la conversién inversa para el caso de un receptor [Graf, 1999]

En analogia con las antenas de microondas o radio, las llamadastenas 6pticas
se de nen como un dispositivo disefiado para convertir e cientemente campos 0pticos pro-
pagantes en energia localizada y viceversa [Novotny y van Hulst, 2011; Bharadweij al.,
2009]. Dado que las longitudes de onda involucradas para los campos épticos se encuentran
en la escala de los cientos de nanémetros, las dimensiones caracteristicas de este tipo de
dispositivos caen en la nanoescala y, por lo tanto, también son llamadas nanoantenas.

Una aplicacién inmediata de las nanoantenas se da en el campo de la microscopia,
ya que permiten con nar la luz en volimenes mucho mas pequefos que los accesibles
con los elementos convencionales (lentes) y, por lo tanto, permiten obtener imagenes con
resolucion por debajo del llamado limite de difraccion, establecido por Ernest Abbe en
1873 [Abbe, 1873]. La génesis de esta idea fue presentada por E. H Synge, quien en 1928

! Se utiliza el término campo lejano en el sentido de la expansién multipolar del campo electromagnético:
dada una fuente acotada por d, se desarrollan los campos resultantes en series de potencias ea r. Se
considera el campo lejano a la zona donde el punto de observaciom se encuentra muy alejado de la fuente,
es decir,d r donde es la longitud de onda de la radiacion.
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propuso utilizar una apertura pequefia para realizar imagenes con resolucion por debajo

de la longitud de onda de la luz utilizada [Synge, 1928]. Por supuesto en esa época era
técnicamente imposible el desplazamiento de esta apertura respecto de la muestra con la
resolucion y estabilidad necesaria. Tuvieron que pasar 44 afios para la primer demostracion

experimental de que el limite de difraccion podia ser sobrepasado: Ash y Nicholls lograron

una resolucion lateral de = 60 utilizando microondas ( = 3 cm) [Ash y Nicholls, 1972].

Poco mas de una década después surgieron las patentes del microscopio de campo
cercano [Pohl, 1984, 1986] o en inglé¥ear- eld scanning optical microscopy (NSOM o
bien SNOM) y el primer trabajo que muestra la utilizacién de este aparato [Pohkt al.,
1984], que utiliza una apertura pequefia como sonda para alcanzar una resolucion de0.
Una aplicacién notable de esta microscopia fue la visualizacion de los llamados plasmones
super ciales de protuberancias nanométricas en una super cie de oro [Fischer y Pohl,
1989]. Aflos mas tarde se propuso un cambio en el esquema de trabajo y se empezaron a
utilizar puntas en lugar de aberturas como sondas para este tipo de microscopios[lnouye y
Kawata, 1994]. Este esquema se implemento tanto en las plataformas de AFM [Bachelot
et al., 1997] como de STM [Bragas y Martinez, 2000], lo que permite obtener informacién
de las propiedades Opticas de las muestras junto con la topografia.

A partir de estos trabajos pioneros que establecieron las técnicas de microscopia,
se comenzaron a utilizar nanoantenas para diversas aplicaciones como la deteccién de
moléculas uorescentes [Harootuniaret al., 1986], la realizaciéon de imagenes 6pticas con
resolucion nanométrica [Scarpettiniet al., 2009] y de moléculas Unicas [Mivellet al.,
2014b].

También existen otras aplicaciones que no estan directamente relacionadas con las mi-
croscopias, como la intensi cacién de uorescencia por super ceSurface Enhanced Fluo-
rescence SEF) [Fort y Grésillon, 2008], la intensifcacion Raman por super cie Surface
Enhanced Raman SpectroscopySERS) [Lal et al., 2008b; Stileset al., 2008], la generacion
de armonicas superiores [Grinblaet al., 2014; Aouaniet al., 2014], el estudio de dinamica
con la técnica correlacion de uorescencia a altas concentraciondslorescence Correlation
Spectroscopy FCS) [Estrada et al., 2008; Punjet al., 2013], solo para mencionar algunas.

Han sido exploradas distintas geometrias para las nanoantenas, empezando por casos
sencillos como una nanoparticula [Héppener y Novotny, 2008], o una antena monopolar
[Taminiau et al., 2007], hasta geometrias mas elaboradas como una pirdmide [Johnson
et al.,, 2012] o agujero de una bra Optica con forma de mofiobpwtie) [Mivelle et al.,
2012]. Notablemente, combinando dos geometrias se ha logrado recientemente alcanzar
resoluciones del orden de la décima de nandmetro en la deteccion de moléculas Unicas
[Mivelle et al., 2014al].

El comin denominador de las mencionadas aplicaciones de las nanoantenas es la in-
tensi cacion altamente localizada de campo electromagnético, en volimenes nanomeétricos.
Esta intensi cacion de campo tiene su origen fisico en las llamadas resonancias plasmaénicas
localizadas, también llamadoglasmones , que son oscilaciones colectivas de los electrones
de conduccién en los metales [Maier, 2007].

Sin embargo, los metales como el oro y la plata presentan una principal desventaja:
las transiciones interbandas presentes en frecuencias épticas generan un mecanismo de
pérdida; cuando un electrén en la capa de valencia absorbe un fotén y pasa a la super cie
de Fermi o cuando un electron en la super cie de Fermi absorbe un foton para pasar a la
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