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RESUM

Algunes nanotécniques recents permeten la manipulacié de biomolecules i cellules en
escala nanometrica amb la mesura simultania de la forca aplicada amb resolucié de pico-
newtons. Aquestes escales de desplacament i forga, i la possibilitat de treballar en medi li-
quid, fan que siguin eines molt ttils per a I'estudi de les propietats mecaniques de molecu-
les i cellules individuals en condicions fisiologiques. Entre les téecniques més utilitzades es
troben el microscopi de forca atomica, les trampes de laser i les microesferes magnetiques.
En aquest treball es descriuen els principis de funcionament d’aquestes tecniques en aplica-
cions biologiques i, en particular, enI’estudi de la mecanica molecular i cellular.

SUMMARY

Recent nanotechnologies have enabled the manipulation of biomolecules and cells at the
nanometric scale and the simultaneous measurement of the applied force with resolution in
the piconewton range. These displacement and force scales and the possibility of working in
liquid medium enhance the utility of these tools for studying the mechanical properties of
single molecules and cells in physiological conditions. The most commonly used techniques
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include the atomic force microscope, laser traps and magnetic beads. We describe the prin-
ciples of these techniques in biological applications and, particularly, in the study of cell and

molecular mechanics.

INTRODUCCIO

Les propietats mecaniques de les cellu-
les sén determinants de moltes funcions
cellulars fonamentals, com la forma, integri-
tat estructural, motilitat, mecanotransduc-
ci6 i expressi6 genica. Per la seva banda, la
mecanica cellular esta determinada per les
propietats mecaniques de les molecules que
constitueixen I'esquelet cellular i pels meca-
nismes moleculars de generaci6 de forca i
moviment. Malgrat el seu paper essencial,
les propietats i el comportament mecanic de
les molecules i cellules és encara poc co-
negut a causa de l'absencia, fins fa poc, de
tecniques adients de manipulacié a escala
molecular i cellular. El recent desenvolupa-
ment de nanoteécniques que permeten mani-
pular la materia en I'escala del nanometre i
mesurar forces en l'escala del piconewton
ha obert noves possibilitats per a la recerca
de la mecanica molecular i cellular. A més,
aquestes tecniques poden treballar en medi
liquid, i aix0 les converteix en eines espe-
cialment adequades per a la recerca molecu-
lar i cellular en condicions fisiologiques.
Amb part d’aquestes nanotecniques es ma-
nipula la materia per contacte directe d"una
sonda mecanica. Amb d’altres es fa la ma-
nipulacié mitjangant l'aplicacié de forces
generades per camps Optics o magnetics ex-
terns. La nanotécnica de manipulacié meca-
nica amb una sonda de contacte més utilit-
zada actualment és el microscopi de forca
atomica (MFA). Entre les tecniques de camp
extern cal destacar la manipulacié de micro-
esferes magnetiques mitjangant camps mag-
netics i les denominades trampes optiques,
que manipulen microesferes transparents

amb feixos de laser. Enaquest treball es des-
criu el principi de funcionament d’aquestes
técniques en la seva aplicaci6 biologica i, en
particular, en 'estudi de la mecanica mole-
cularicellular.

MICROSCOPI DE FORCA ATOMICA

El microscopi de forga atdmica va ser in-
ventat per Binnig i Quate (1986). L' MFA uti-
litza un microflexor microfabricat amb silici
com a sonda per a explorar la superficie de

FiGura 1. Imatges de microflexors de microscopi de forga
atomica (MFA) obtingudes amb microscopia electronica de
rastreig. A dalt: imatge de microflexors rectangulars i trian-
gulars de diverses dimensions. A sota: detall de la punta
d’exploraci6 d’una sonda rectangular.
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la mostra (figura 1). A I'extrem del microfle-
xor es troba una punta molt fina amb un
radi de contacte de I'ordre de 10 nm. Habi-
tualment, la mostra per explorar se situa so-
bre un actuador piezoelectric que permet un
desplacament en les tres direccions de I'es-
pai (figura 2). La forca realitzada per la son-
da sobre la superficie de la mostra es mesura
enfocant un feix de laser (1-5 mW) sobre
I'extrem del microflexor. El feix reflectit es
fa incidir en un fotodetector segmentat.
Quan no hi ha contacte entre la punta de la
sonda i la superficie de la mostra, el feix re-
flectit incideix en el centre del fotodetector i
la diferencia de corrent entre els dos seg-
ments és nulla. Apropant la mostra a la son-
da amb el piezoeleéctric s’estableix contacte i
la sonda es flexiona i provoca un desviament
del feix de laser cap a un dels segments del
fotodetector, i en resulta una distribucio asi-
metrica de llum. La diferéncia de corrent en-
tre els dos segments permet determinar el
grau de flexi6 de la sonda i, coneixent la
seva constant elastica, la forca aplicada.
Aquest sistema de detecci6 Optica es pot uti-
litzar en medi liquid, la qual cosa permet es-
tudiar biomolecules i cellules en condicions
fisiologiques. Els actuadors piezoeléectrics
actuals permeten desplagar la sonda en els
tres eixos amb resolucié (RMS) subnanome-

laser
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4 piezoelectric

FiGura 2.
¢a atomica.

Principi de funcionament del microscopi de for-
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Figura 3. Microflexor triangular en contacte amb la su-
perficie d’una céllula epitelial bronquial humana (BEAS-
2B) en cultiu. Imatge obtinguda amb un microscopi Optic
invertit amb camp brillant.

trica en un rang de ~ 100 um en el pla de la
mostra (X-Y)i~10 pmenalcada (Z) . A més,
utilitzant els microflexors més flexibles dis-
ponibles actualment (~ 0,01 nN/nm) es po-
den mesurar forces amb resolucié del’ordre
del pN. En aplicacions biologiques és im-
portant visualitzar la sonda i la mostra
simultaniament. Aixd es pot aconseguir
muntant 'MFA sobre la platina d'un mi-
croscopi optic invertit. En aquest cas és con-
venient acoblar la sonda al piezoeléectric, per
a efectuar 'exploracié desplagant la sonda
sobre la superficie de la mostra mentre
aquesta es manté centrada en el camp visual
del microscopi (figura 3).

Inicialment I"aplicacié bioldgica més fre-
qiient de I'MFA va ser I'obtencié d’imatges
de biomolecules i cellules adherents (Le
Grimellec et al., 1998; Muller et al., 1995). Per
a obtenir imatges topografiques de la super-
ficie es desplaca la mostra en el pla X-Y men-
tre un sistema de retroalimentaci6 ajusta el
desplacament vertical (Z) per mantenir la
forca en un nivell constant prefixat (figura
4). No obstant aixd, com que el sistema de
retroalimentacié no té resposta instantania,
la sonda no pot mantenir amb precisi6 la
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FiGura 4.
Dreta: Imatge d’error.

forca prefixada. Per tant, la imatge topogra-
fica de la superficie de la mostra no és obtin-
guda realment amb un nivell de forca cons-
tant. La imatge d’error, calculada en cada
punt com la diferéncia entre la forca real i la
prefixada, mostra detalls fins de la morfolo-
gia de la superficie o canvis locals de la du-
resa cellular. Aquests s’interpreten com el
reflex d’estructures del citosquelet o orga-
nuls interiors.

Cada vegada és més freqtient utilitzar
I'MFA per a investigar les propietats meca-
niques de biomoléecules i celules indivi-
duals. En lloc d’explorar la superficie de la
mostra amb forca constant es poden es-
tudiar les propietats mecaniques cellulars
prement suaument la sonda en un punt de
la superficie i mesurant la relaci6 forca-des-
placament (F-Z) (figura 5). Analitzant la re-
lacié F-Z amb un model elastic apropiat,
que tingui en compte el progressiu augment
de I'area de contacte entre la punta del mi-
croflexor ila superficie, es pot determinar el
modul de Young (E) de la mostra (A-Hassan
etal., 1998; Weisenhorn et al., 1993). La figu-

Imatge de MFA d’una céllula epitelial bronquial humana en cultiu. Esquerra: Imatge de topografia de superficie.

ra 5 mostra la corba de retracci6 per sota de
la corba de compressié. Aquesta histeresi
reflecteix una dissipacié d’energia i, per
tant, la cellula presenta propietats viscoelas-
tiques. També pot observar-se que la corba
de separacié mostra una regié de forces ne-
gatives que indica l'existéncia d’adhesi6 in-
especifica de la punta de la sonda amb la
membrana cellular. El comportament visco-
elastic de la cellula i, en particular, la se-
paracié entre l'energia emmagatzemada i
dissipadaila seva dependéncia amb la velo-
citat pot determinar-se més acuradament a
partir de corbes F-Z obtingudes fent oscillar
sinusoidalment la sonda al voltant d"un va-
lor de forca o desplacament prefixat (figura
6). Aquest procediment permet calcular el
modul elastic complex (G = G" + iG”; V-1;
Mabhaffy et al., 2000). La part real es denomi-
na modul d’emmagatzematge (G’) i caracterit-
za el comportament elastic de la mostra. La
part imaginaria o modul de perdua (G”) re-
flecteix la viscositat o friccié interna de la
cellula.

En les mesures dinamiques efectuades
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Figura 5. Corbes for¢a-desplagament registrades en una
cellula BEAS-2B.

en medi liquid cal tenir en compte la forca
de fricci6 hidrodinamica que és conseqiien-
cia del moviment relatiu del microflexori el
medi liquid. Aquest artefacte es pot corre-
gir facilment estimant el coeficient hidrodi-
namic del microflexor en contacte a partir
de mesures oscillatories del coeficient de
fricci6 efectuades a diferents separacions de
la superficie de contacte (Alcaraz et al.,
2002).

En l'obtencié d’'imatges i en la mesura
dels moduls elastic o viscoelastic 1'explora-
ci6 de la mostra es realitza en condicions de
forca positiva en les quals la punta del mi-
croflexor comprimeix la mostra. Una alter-
nativa és el recobriment de la punta del mi-
croflexor amb un lligand especific d'una
molécula d’interes. Aixi, quan s’estableix
contacte es formen unions entre les molécu-
les que recobreixen la punta i la molecula
estudiada. Aquest procediment permet es-
tudiar-ne les propietats mecaniques fixant
un extrem de la molecula a un substrat i re-
gistrant les corbes forca-extensié mentre
s’estira 'altre extrem amb la punta del mi-
croflexor. Aquest métode, denominat espec-
troscopia de for¢a, ha permeés mesurar ’elasti-
citat molecular i investigar el mecanisme de
desplegament de proteines (Fisher et al.,

1999). Recobrint la sonda amb un lligand
d’un receptor especific i separant-la fins a
produir el trencament de la unié es poden
determinar les forces de ruptura de I'enllag
lligand-receptor (Merkel et al., 1999; Wi-
llemsen et al., 2000). Els experiments d’ad-
hesi6 molecular es poden efectuar també
amb receptors de membrana en cellules en
cultiu. La figura 7 mostra corbes d’aproxi-
macio i retracci6 obtingudes en una céllula
BEAS-2B en cultiu recobrint la punta de la
sonda amb un peptid sintetic que conté
la seqiiéncia arginina-glicina-acid aspartic
(RGD), i que s'uneix especificament a inte-
grines de la membrana. Les corbes de retrac-
ci6é mostren zones de forces negatives d’ad-
hesié amb dents de serra. Els bruscs salts de
forca s’associen a ruptura d’enllacos inter-
moleculars.

TRAMPES DE LASER

La sonda de I'MFA és una eina molt ttil
per a manipular microparticules, biomole-
cules o cellules. No obstant aix0, aquesta
técnica requereix el contacte de la sonda
amb |’objecte per manipular. Aixo represen-
ta una limitacié quan no hi ha accés directe a

0,3
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R 011 0.12 Hz
% 0,0
w
-0,1
0,21
-0,3 T T T T T r
0 20 40 60 80 100 120
Z (nm)
Figura 6. Resposta oscillatoria de la céllula de la figura 5

obtinguda a diferents freqiiéncies al voltant d’un punt de
for¢a de ~ 1 nN.
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Figura 7. Corbes for¢a-desplagament obtingudes en una
céllula BEAS-2B recobrint la punta de la sonda de MFA
amb un peptid sintétic que conté RGD. La corba de separa-
ci6 mostra salts (fletxes) que corresponen a la ruptura d’en-
llagos amb receptors de membrana.

I’objecte com, per exemple, en estudiar es-
tructures intracellulars. Alternativament, la
manipulaci6 es pot fer utilitzant camps ex-
terns. En general, aix0 requereix la uni6 pre-
via d’una particula micrometrica a I’objecte
per manipular. Les trampes de laser es ba-
sen en les forces aplicades en una microesfe-
ra transparent per la pressi6 de radiacié
produida per un feix de laser enfocat (As-
hkin et al., 1986; Ashkin, 1997; Wuite et al.,
2000). La figura 8 descriu el principi d"utilit-
zaci6é d’aquesta tecnica per a la manipulacié
molecular i cellular. Un feix de laser traves-
sa un objectiu de microscopi d’elevada
obertura numerica i provoca un fort gra-
dient de llum en el focus de I'objectiu. Una
microesfera transparent centrada en el fo-
cus esta sotmesa a una forga resultant nulla.
Si l'esfera, pero, se separa lateralment de
I'eix, la pressi6 de radiacié provoca una for-
¢a resultant dirigida cap a l'eix optic que
tendeix a retornar l'esfera al centre focal.
D’aquesta manera la microesfera es troba
«atrapada» pel gradient optic. Desplacant la
posici6 del feix de laser es pot moure I'esfera
atrapada amb resolucié nanometrica. Reco-
brint la microesfera amb un lligand ade-

quat, la trampa de laser es converteix en una
eina molt atil per a manipular biomolécules
i celules individuals (Bustamante ef al.,
2000). També és possible manipular estruc-
tures intracellulars introduint la microesfe-
ra al'interior de la cellula.

Per a estudiar la mecanica molecular i
cellular no solament cal provocar desplaca-
ments controlats sin6 també coneéixer simul-
taniament la forga aplicada. En el cas que
'esfera estigui sotmesa a una forga, es des-
plagara del centre de la trampa fins que la
forca optica equilibri la forca aplicada per
I"objecte manipulat. Aixi, la separacié de la
microesfera respecte al centre de la trampa
indica la forca aplicada. El desplagament de
la microesfera es pot determinar agafant la
imatge microscopica amb una camera digi-
tal (CCD) d’alta resolucié i calculant el cen-
tre geometric amb algorismes de processa-
ment d'imatge. Amb aquests algorismes es
pot mesurar el desplacament del cen-
tre geometric de l'esfera amb resoluci6
nanomeétrica. Per petites separacions el des-
plagament és proporcional a la forca apli-
cada. Calibrant previament la relaci6
forca-desplacament de la trampa, es poden
mesurar forces amb resolucié del pN. Aug-

microesfera

e

objectiu >

Ficura 8. Trampa optica. Esquerra: microesfera situada al
punt focal amb una forga resultant nulla. Dreta: microesfera
sotmesa a una forga lateral /" que la desplaga de 1’eix oOptic
fins que la forca de la trampa F', equilibra F.
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FIGURA 9.
amb camp brillant d’un cultiu cellular de BEAS-2B al qual
s’han adherit a la membrana cellular microesferes ferro-
magneétiques (5 pm) (fletxes) recobertes amb peptid-RGD.

Imatge obtinguda amb microscopi Optic invertit

mentant convenientment la intensitat del
feix de laser, el rang de forces pot estendre’s
fins a ~ 10? pN. No obstant aix9, cal tenir en
compte que una intensitat de llum molt ele-
vada pot causar danys o alteracions en la
mostra (Ashkin, 1997).

MICROPARTICULES MAGNETIQUES

A causa que, excepte en pocs casos, les
biomolecules i céllules no tenen propietats
magnetiques, és possible manipular micro-
particules magnetiques aplicant forces ele-
vades (nN) amb camps magnetics externs
sense provocar cap efecte apreciable en la
mostra. La figura 9 mostra cellules BEAS-2B
en cultiu sobre les quals s’han adherit mi-
croesferes ferromagnetiques de 5 um de dia-
metre recobertes amb peptid-RGD. En pri-
mer lloc, les esferes son sotmeses breument
(~ 1 ms) a un camp magnetic horitzontal
molt intens (~ 100 mT) que magnetitza totes

les esferes en la mateixa direcci6 i produeix
un moment magnétic remanent. Si a conti-
nuacioé s’aplica un camp magnetic uniforme
vertical d’intensitat més baixa (~ 2 mT), per
ano remagnetitzar les esferes, es provoca un
moment de torsi6 que les fa girar respecte el
seu punt d’unié amb la membrana. La rela-
ci6 entre el moment de torsi6 aplicat i el gir
produit en 'esfera permet estudiar el com-
portament mecanic cellular i en particular
les propietats mecaniques del citoesquelet i
els processos de mecanotransducié (Fabry
et al., 2001; Maksym et al., 2000; Puig-de-
Morales et al., 2001). Fent funcionals les esfe-
res amb diferents lligands es poden explo-
rar distintes vies de transmissi6 de forces a
través de la membrana cellular. En lloc d'un
moment de torsid, es pot induir una forga de
translaci6 en les esferes sotmetent-les a 1’ac-
ci6 d'un gradient de camp magneétic aplicat
en la direcci6 del seu moment remanent
(Bausch et al., 1999). Els camps magnetics
també permeten manipular microesferes
paramagnetiques (Smith et al.,, 1992; Gut-
temberg et al., 2000). Els materials paramag-
netics no tenen magnetisme remanent signi-
ficatiu i només presenten el moment
magnetic induit per accié d'un camp mag-
netic extern. Per a desplacar esferes para-
magnetiques cal aplicar un camp magneétic
no uniforme que generi una forca de trans-
lacié en la direccié del gradient magnetic
(Ziemann et al., 1994). Ates que les esferes
paramagnetiques tenen un eix preferent de
magnetizacié, també és possible generar
moments de torsi6 en girar el camp magne-
tic extern (Strick et al., 1996). Si bé es poden
generar moments de torsié i forces de trans-
laci6é tant en esferes paramagnetiques com
ferromagnetiques, aquestes ultimes exhi-
beixen una magnetitzacié per unitat de vo-
lum notablement superior, per la qual cosa
les forces generades poden ser d’ordres de
magnitud superiors. Un aspecte remarcable
de la manipulacié magnetica és la possibili-
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tat d’aplicar el mateix camp i gradient sobre
tota una zona d’estudi, per la qual cosa totes
les esferes estan sotmeses simultaniament a
la mateixa forca 0 moment. Aix0, en contra-
posici6 a les trampes de laser, permet mani-
pular simultaniament diverses particules.

CONCLUSIONS

La microscopia de forca atomica i la ma-
nipulacié6 de microesferes amb camps ex-
terns han obert noves possibilitats a I'estudi
de les propietats mecaniques de molecules i
cellules en condicions fisiologiques. Aques-
tes tecniques no solament permeten la mani-
pulacié espacial amb resolucié nanometrica,
sind també la mesura simultania de la forca
aplicada en resolucié del pN, que sén les es-
cales de desplacament i forca rellevants en
biomoléeculesicellules. A més, es poden me-
surar en temps real els canvis induits per far-
macs o altres tractaments experimentals. Cal
tenir en compte, no obstant aixo, que cada
técnica presenta avantatgesilimitacions res-
pecte deles altres, per la qual cosa cal triar en
cada cas la que és més adienta les condicions
experimentals concretes. Quan la mostra es
potmanipular per contacte directe, ' MFA és
una eina molt titil. Pot controlar amb precisié
tantel desplacament dela sondacomlaforca
aplicada. El control de desplagament és en
les tres dimensions i amb resolucié nanome-
trica, perdo enunranglimitat (~10pmenZ,i~
100 pmen X-Y). El rang de forces dela sonda
ésmoltamplien Z,iva des del pN a desenes
de nN. No obstant aix0, és dificil mesurar
forces paralleles a la sonda (X-Y). Amb les
pinces optiques és complicat controlar amb
precisid laforcaiel desplacament. Elrang de
desplacamenten el pla X-Y és moltampliies
poden aplicar forces amb una resolucié molt
elevada (inferioral pN) enel pla perpendicu-
lar al feix, pero, la manipulacié en la direccié
de l'eix optic és dificil. Per a no danyar la

mostra, la forca maxima es limita a 10-100
PN. Amb les microesferes magnetiques es
controla directamentla forcaamb molta pre-
cisio (~10°pN), iéscomplicat controlar-neel
desplacament. No és facil arribar a forces su-
periors a uns pocs pN, pero és la técnica més
atil per a aplicar moments de torsié. Com
que la forca es pot aplicar simultaniament a
un nombre elevat de particules, s’obté rapi-
dament informaci6 estadistica de I'experi-
ment. A més, el fet de no utilitzar llum de la-
ser permet la manipulacié magnetica amb
visualitzacié simultania mitjancant micros-
copia convencional i de fluorescencia.

Futures millores d’aquestes tecniques
com, per exemple, el desenvolupament de
microflexors piezoresistius d’alta sensibili-
tat i susceptibles de treballar en medi liquid
podran substituir el sistema de detecci6 per
laser i simplificaran substancialment 1'apli-
caci6 de I'MFA en estudis en biomoleécules i
cellules vives. S’obren també noves perspec-
tives amb la combinaci6é de les nanotecni-
ques de manipulacié amb les técniques de
fluorescencia de molecules individuals (Is-
hijima i Yanagida, 2001). La possibilitat de
manipular estructures cellulars visualitzant
simultaniament canvis dinamics a escala
molecular ha d’aportar un aveng significatiu
en la comprensié del comportament meca-
nic celular.
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