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Las pinzas 6pticas son una herramienta prodigiosa para manipulary segdir la
accion directa de las moléculas biolégicas a nivel individual, ademas de medir
fuerzas en el rango del piconewton y energias de una kilocaloria por mol

1 premio Nobel de Fisica 2018 ha sido concedido a

las invenciones en el campo de la fisica del laser: una

mitad del premio al americano Arthur Ashkin, por

la invencion de las pinzas 6pticas, la otra mitad al
francés Gérard Mourou y a la canadiense Donna Strickland,
por la generacién de pulsos de luz de haces intensos y ul-
trarrapidos. El laser presenta propiedades excepcionales
tales como gran monocromaticidad, coherencia de fase, di-
reccionalidad e intensidad. Ello hace del luz laser una he-
rramienta extraordinaria para investigar las propiedades
fisico-quimicas de la materia. Ashkin ha sido galardonado
por inventar el atrapamiento 6ptico con luz (las llamadas
pinzas dpticas).

;Cudl es el fundamento del atrapamiento optico?

A finales del siglo xi1x, con el desarrollo de la teoria electro-
magnética, se sabia que la luz conlleva momento lineal y
energia. Asi por ejemplo, la estela de gas y polvo despren-
dida por los cometas en su aproximacion al Sol es debido al
impulso causado por la luz incidente proveniente del Sol. El
atrapamiento 6ptico se puede entender utilizando simples
argumentos basados en dptica geométrica y mecanica (Figu-
ra 1A). Cuando un frente de onda plano incide oblicuamente
sobre un medio de indice de refraccion diferente sufre una
desviacién (refraccion). Tal desviaciéon cambia la direccion
del haz, lo que lleva a un cambio de momento o impulso (se-
gunda ley de Newton: la causa de un impulso es siempre una
fuerza). Si ademas el objeto que interacciona con la luz es
suficientemente pequefio (como por ejemplo una bolita pe-
queia del tamafio de micras, técnicamente una microesfera)
entonces éste experimenta una fuerza neta que puede ser
utilizada para desplazar el objeto en la direccién opuesta a
la del impulso que recibe el haz (tercera ley de Newton: dada
una fuerza [accion] existe siempre una fuerza opuesta [reac-
cién] de igual intensidad y sentido contrario). Con un tnico
haz laser colimado no es posible realizar el atrapamiento
optico de microsferas ya que la fuerza neta que actia sobre
las mismas las dispersa. Para atrapar las microesferas es ne-
cesario contrarrestar la fuerza de dispersién que genera un
frente de onda plano. Ello es posible focalizando un haz con
un objetivo de suficiente apertura numérica (definida por el
cociente entre el didmetro de la lente y la distancia focal) y
utilizando microesferas de indice de refraccién mayor que el
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del medio (Figura 1B). La primera referencia al atrapamiento
optico data del afio 1970 [1] cuando Arthur Ashkin en Bell
Labs (New Jersey) demostré experimentalmente la posibili-
dad de atrapar épticamente particulas dieléctricas en aire o
agua focalizando un haz laser usando una lente de micros-
copio. El gradiente de intensidad de luz en el foco produce
una fuerza de gradiente que compensa la fuerza dispersiva
del haz de luz posibilitando el atrapamiento 6ptico de ob-
jetos microscoépicos (Figura 1B). En buena aproximacion el
potencial de atrapamiento éptico es de tipo armoénico. Ello

Fuerza de dispersién neta

‘F = -AdP/dt

A Componente transversal

(nW/c) sin 6

Componente longitudinal

'_' (nW/c) (1-cos 0)

Haz incidente

dP/dt = nW/c

Flujo de momento

A(dP/dt)
dP/dt

Haz refractado

HAZ DE LUZ LASER INCIDENTE

LENTE DE MICROSCOPIO

‘Q

b a

Fig. 1. (A) Esquema de fuerzas de dispersion debido a la refraccién de un rayo
de luz que incide sobre una microesfera de indice de refraccién mayor que
la del medio circundante. (B) Fuerza de gradiente producida a lo largo del
eje optico al focalizar con una lente de microscopio un frente de onda plano.

Revista Espafola de Fisica e 32-4 e Octubre-diciembre 2018 39



- Comentario invitado « Felix Ritort

Fig. 2. Manipula-
ciéon de moléculas
individuales. (A)
Estiramiento del ADN
(ver figura 3). (B, C,
D) Desnaturalizacion
mecanica (unzipping
en inglés) de una do-
ble hélice de ADN, de
una horquilla de ARN
y de una proteina.
Las flechas celestes
indican la direccion
de aplicacion de la
fuerza.

Fig. 3. (A) Esquema
experimental de
pinzas 6pticas para el
estiramiento de una
molécula de ADN.

Se indican la trampa
optica (color rosa), la
molécula de ADN con
los marcajes de bioti-
nay antigeno en sus
extremos, asi como la
pipeta que inmobiliza
la bolita recubierta de
anticuerpo. (B) Curva
fuerza-extension du-
rante el estiramiento
de una molécula de
ADN de mitad del
fago lambda (unas

24 kbases, longitud
total de aproxima-
damente unas 8
micras). Ajuste al
modelo elastico WLC
(worm-like chain en
inglés) que da para el
ADN una longitud de
persistencia de 45nm
(curva roja).

significa que las fuerzas que ejerce la trampa en
una bolita atrapada sigue la ley de Hooke, f = -kx,
donde f es la fuerza de atrapamiento, k es la rigi-
dez de la trampa y x el desplazamiento de la bolita
respecto al punto de equilibrio. La invencién de
la pinza éptica con sus innumerables aplicaciones
en el ambito de la biofisica es lo que le ha valido a
Arthur Ashkin el premio Nobel este afio.

El descubrimiento de Ashkin de 1970 condujo
inmediatamente a nuevos desarrollos en fisica,
conocidos como enfriamiento por luz laser, que
permiten confinar &tomos y moléculas. Paradéji-
camente estos estudios también fueron iniciados
por Ashkin [2] y ya reconocidos con el premio
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Nobel de Fisica 1997 concedido a Steven Chu,
Claude Cohen Tannoudji y William Phillips. Las
pinzas 6pticas permiten capturar, ademas de obje-
tos tales como bolitas de plastico o silice, sistemas
biolégicos del tamafio de una micra como células,
organulos, bacterias, etc. [3]. La mayor parte del
trabajo de Ashkin durante los afios 80 se dedic6 a
esta investigacién, aunque con un impacto relativo
en el campo de la biofisica.

Aplicaciones de las pinzas 6pticas a la
biofisica

Muy probablemente, el ambito donde el descubri-
miento de Ashkin ha tenido mas impacto sea en el
ambito de la manipulacién de moléculas individua-
les y mas concretamente en el campo de la espec-
troscopia de fuerzas (para articulos de revision ver
[4-6]). La manipulacién de moléculas individuales
(Figura 2) permite estudiar sus propiedades fisico-
quimicas asi como la funcién biolégica. Ello es po-
sible gracias al reciente desarrollo no sélo de las
pinzas 6pticas sino también de otros instrumentos
(pinzas magnéticas, pinzas acusticas, microscopio
de fuerza atémica, etc.) dotados de la suficiente
sensibilidad y precisién para manipular moléculas
y medir fuerzas y distancias en la nanoescala. Las
pinzas 6pticas miden fuerzas entre 0.1pN y 100pN
con unaresolucién del orden de la décima del pNy
del orden de varios Angstrom en distancias lo cual
las convierte en herramienta ideal para estudiar
interacciones débiles en biofisica molecular y pro-
cesos donde intervienen acidos nucleicos, enzimas
y otros complejos macromoleculares.

A inicios de los afos 90, el biofisico peruano
Carlos Bustamante, actualmente profesor en la
Universidad de California en Berkeley, se pregunté
si seria posible estirar mecanicamente una molé-
cula de ADN. Juntamente con Steve Smith y Laura
Finzi de la Universidad de Oregén midieron la pri-
mera curva de extensién de fuerza del ADN uti-
lizando pinzas magnéticas [7]. Este experimento
proporciond la primera manipulacién de una sola
molécula controlada mecanicamente y la prueba
experimental del modelo de barra elastica amplia-
mente utilizado en la fisica de polimeros. Unos
afios mas tarde en 1996 Bustamante y sus colabo-
radores desarrollaron la configuracién de pinzas
oOpticas propuesta por Ashkin de haces contrapro-
pagantes [1] que permite medir directamente la
fuerza a partir del impulso impartido por la luz
a una microesfera unida a una molécula de ADN.
Juntamente con Frangois Caron y colaboradores
de la ENS en Paris (que utilizaron microagujas),
se publicaron dos articulos al mismo tiempo [8,9]
donde se describe una transiciéon conformacional
en el ADN (llamada transicién B-S) que se observa
a una fuerza alrededor de 65pN y donde la lon-
gitud de contorno se alarga =70 %. Actualmente
la transicién de 65pN se utiliza para calibrar las
pinzas (Figura 3).
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Un posible esquema experimental de pinzas
opticas se muestra en la Figura 3A, donde una
molécula se une a dos microesferas (por ejemplo,
a través de enlaces biotina-streptavidina). Ello
requiere la modificacién quimica de los extremos
de la molécula y el recubrimiento quimico de la
superficie de las microesferas. Una microesfera
permanece fija en la punta de una micropipeta
cuya posicion es fija mientras que la otra se atrapa
en la trampa 6ptica. Moviendo ya sea la trampa o
la micropipeta se pueden efectuar estiramientos.
Ello permite medir las curvas de fuerza-extension
donde se representa la fuerza que acttia sobre la
microesfera en la trampa en funcién de la exten-
sién molecular (Figura 3B) y asi determinar pro-
piedades elasticas de la molécula (tales como la
longitud de persistencia).

Las aplicaciones de las pinzas 6pticas van mas
alla del ADN. Ya en 1989 Howard Berg y colabo-
radores midieron la fuerza ejercida por un flagelo
bacteriano utilizando pinzas 6pticas [10]. Unos
afios mas tarde, en 1993, Steven Block y colabo-
radores de la Universidad de Stanford publicaron
el primer experimento en el que se realizé un se-
guimiento y se midi6é el movimiento paso a paso
de un unico motor de kinesina utilizando pinzas
opticas [11] (Figura 4A). A continuacién, en 1994
Hermann Gaub en Munich publicé las primeras
medidas de fuerza de interaccion intermolecular
en pares individuales de receptor, utilizando el
microscopio de fuerza atémica [12].

Actualmente las pinzas d6pticas permiten ma-
nipular moléculas individuales de ADN, ARN,
proteinas y motores bioldgicos asi como medir la
energética y cinética de los procesos en los que
intervienen con una precisidon exquisita. Por citar
algunos ejemplos: desde derivar la termodindamica
dela hibridacién de acidos nucleicos con alta pre-
cision [13] (Figura 5), a determinar la trayectoria
difusiva de plegamiento de una proteina a través
de unabarrera [14] o medir la cinética de un motor
sintético que transita entre dos estados molecula-
res [15]. Otra de las aplicaciones mas importantes
de las pinzas 6pticas se produce en la investiga-
cién de aspectos fundamentales de la fisica de los
sistemas fuera del equilibrio. Durante los tltimos
afos se ha desarrollado una importante actividad
teodrica y experimental en el ambito de los teore-
mas de fluctuacién. Estos teoremas cuantifican la
irreversibilidad de un proceso fisico, relacionando
la probabilidad de observar la evolucién temporal
de un sistema relativa a la evolucién temporal in-
vertida (es decir, como si la secuencia temporal de
eventos retrocediese en el tiempo). Un corolario
importante de estos teoremas es la igualdad de
Jarzynski [16] que establece que la diferencia de
energia libre entre dos estados de equilibrio AG se
puede obtener a partir de medidas de trabajo W
a lo largo de procesos irreversibles. Mas concre-
tamente, AG=-k,T log <exp(-W/k,T)> donde k,
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Fig. 4. (A) Translocacién del motor kinesina a lo largo de un microtibulo y medida del
desplazamiento de la trampa dptica a fuerza constante que muestra saltos de unos 8 nm.
(B) Experimento de desnaturalizacién mecanica sobre una horquilla de ADN y curva de
fuerza-distancia. El area roja bajo la curva es igual al trabajo mecanico ejercido por la pinza
optica sobre la molécula durante un experimento dado. Para extraer AG con la igualdad
de Jarzynski hay que repetir estiramientos el mayor nimero de veces, medir el trabajo W
para cada trayectoria, y tomar el promedio la exponencial de -W/k,T .

es la constante de Boltzmann, T la temperatura y
<...>es un promedio sobre multiples repeticiones
del experimento (Figura 4B). Mas alla de su belle-
za, elegancia y simplicidad, ;cudl es la verdadera
relevancia de esta igualdad? Cualquier libro de
termodindmica dird que la medida de potencia-
les termodinamicos tales como la energia libre
es posible Gnicamente en procesos reversibles,
mientras que en condiciones irreversibles s6lo
es posible obtener desigualdades. De acuerdo a la
igualdad de Jarzynski, sin embargo, ello es posi-
ble en sistemas moleculares o pequefios donde las
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Fig. 5. Experimentos de desnaturalizacion mecanica (unzipping) de moléculas (horquillas)
de ADN con pinzas 6pticas. (Izquierda) Esquema del experimento (elementos no estan
en escala). El movimiento de la trampa relativa a la pipeta separa las dos hebras de la
moléculas de ADN disociando los enlaces moleculares que estabilizan la doble hélice. La
medida de las curvas de fuerza-elongacion (derecha) proporcionan una estimacién directa
de las energias de los enlaces complementarios guanina-citosina y adenina-timina que es-
tabilizan la molécula de ADN [13]. La curva roja (negra) representa medidas de unzipping
(zipping). En el cuadro la curva fuerza-elongacion filtrada a 10 Hertzios.
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activos, hasta la medida de energfa y informa-  [17] ]. LIPHARDT, S. DUMONT, S. B. SMITH, 1. TINoco y C.
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