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Resumen

En el presente trabajo se ha llevado a cabo una investigacion bibliografica
acerca del funcionamiento y los principios fisicos que operan en la utilizacion
de las pinzas 6pticas. Ademas, se ha elaborado una descripcién introductoria
sobre algunas de sus principales aplicaciones en el &mbito de la biologia celular,
senalando las caracteristicas que hacen de este método una herramienta adecua-
da para el estudio de estructuras organicas de pequeno tamano, asi como sus
principales limitaciones.

A modo de introduccién hemos realizado un rapido repaso acerca de la his-
toria de los principios fisicos involucrados en el funcionamiento de las pinzas
opticas, senalando los principales avances que permitieron su desarrollo.

Tras explicar el concepto de las pinzas 6pticas, hemos descrito el primer ex-
perimento realizado con este utensilio para alterar el movimiento de diversas
particulas microscopicas y se ha llevado a cabo un analisis general de las fuerzas
involucradas en dicho proceso.

Seguidamente, se ha caracterizado con un poco més de profundidad el fun-
damento y los principios fisicos que intervienen cuando un haz laser enfocado
atrapa una particula. Tras dilucidar cudles son las principales magnitudes que
es necesario calcular para emplear las pinzas épticas, hemos distinguido tres
régimenes distintos que nos permiten modelizar el proceso y llevar a cabo los
calculos de forma aproximada.

Para estudiar particulas mucho menores que la longitud de onda del laser
que constituye la pinza optica, se ha descrito el régimen de Rayleigh o aproxi-
macién bipolar. A continuacion, para el estudio de particulas de tamafio mucho
mayor que la longitud de onda del laser, se ha detallado el régimen de Mie o
aproximacion de optica geométrica. Para terminar, enfocado al estudio de parti-
culas de dimensiones del orden de la longitud de onda del laser, hemos analizado
el régimen intermedio, haciendo especial hincapié en el calculo de la matriz de
transmisién del sistema.

Tras exponer las formulas necesarias para la utilizaciéon de las pinzas 6pticas,
se ha descrito su montaje de forma general, senalando los principales dispositi-
vos implicados en su construccion.

Posteriormente, hemos introducido los principales logros y limitaciones de las
pinzas 6pticas en el estudio de moléculas organicas. Tras indicar los principales
aspectos que se deben tener en cuenta en el estudio de organismos vivos, se ha
expuesto el primer experimento de manipulacién de material organico realizado
con las pinzas 6pticas.

Mas adelante, hemos sefialado de forma introductoria algunas de las aplica-



ciones que actualmente tiene la manipulacién 6ptica en el &mbito de la biologia
celular. Se ha hecho hincapié en tres de los usos més vanguardistas: la manipu-
lacion de moléculas de ADN, el estudio de motores moleculares y distintos usos
en biologia vegetal, como el estudio de las interacciones del citoesqueleto y el
analisis de las dinamicas de secrecion.

Hemos indicado algunos de los descubrimientos més importantes realizados
gracias a las pinzas Opticas en cada uno de esos &mbitos, describiendo de forma
general los experimentos que han dado lugar a esos avances y su importancia
para la biologia.

Finalmente, hemos elaborado un apartado para las conclusiones donde sena-
lamos los puntos mas importantes tratados en el trabajo y un pequeno comen-
tario acerca del futuro de las pinzas Opticas.

Abstract

In the present work, we have carried out a bibliographic investigation about
the operation and physical principles involved in the use of optical tweezers.
In addition, we have presented an introductory description about some of its
main applications in the field of cell biology, pointing out the characteristics
that make this method an adequate toot for studying small organic structures,
as well as its main limitations.

As an introduction, we have carried out a quick review of the history of the
physical principles involved in the operation of optical tweezers, pointing out
the main advances that allowed their development.

After explaining the concept of optical tweezers, we have described the first
experiment made using this tool to alter the movement of various microscopic
particles and then we have explained a general analysis of the forces involved in
this process.

Next, the physical principles involved when a focused laser beam catches a
particle have been characterized in a little more depth. After elucidating the
main magnitudes that are needed in the use of optical tweezers, we have des-
cribed the three different regimes that allow us to model the process and carry
out the approximate calculations.

To study particles much smaller than the wavelength of the laser that consti-
tutes the optical trap, the Rayleigh regime or bipolar approach has been descri-
bed. Next, for the study of particles of size much larger than the wavelength of
the laser, the Mie regime or geometric optics approximation has been detailed.
Finally, focused on the study of particles of dimensions on the order of the laser
wavelength, we have analyzed the intermediate regime, placing special emphasis
on the calculation of the transmission matrix of the system.



After exposing the necessary formulas for the use of optical tweezers, their
assembly has been described in a general way, pointing out the main devices
involved in their construction.

Subsequently, we have introduced the main achievements and limitations of
optical tweezers in the study of organic molecules. After indicating the main as-
pects that must be taken into account in the study of living organisms, we have
exposed the first experiment of manipulation of organic material with optical
tweezers.

Later on, we have introduced some of the applications of optical manipula-
tion in the field of cell biology. Three of the most avant-garde uses have been
emphasized: the manipulation of DNA molecules, the study of molecular motors
and different uses in plant biology, such as the study of cytoskeletal interactions
and the analysis of secretion dynamics.

We have listed some of the most important discoveries made by optical twee-
zers in each of these areas, outlining the experiments that have led to these
advances and their importance to biology.

Finally, we have prepared a section for the conclusions where we point out
the most important aspects covered in the work and a small comment about
the future of optical tweezers.
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1. Introduccién

1.1. Motivacion

Debido a sus numerosas aplicaciones, las pinzas épticas se han consolidado
como uno de los instrumentos mas importantes para la investigacion de células y
organismos vivos. Sus caracteristicas no invasivas, asi como la facilidad que ofre-
cen para manipular estructuras microscopicas, hacen de ellas una herramienta
muy atractiva muy apropiada para ser estudiada.

1.2. Un poco de historia

La presion de radiaciéon es una de las formas mas intuitivas que posee una
onda electromagnética para generar una fuerza: la luz incidente en una superfi-
cie produce una fuerza en esa superficie [1].

Ya en la primera parte del siglo XVII, el astronomo aleman Johannes Kep-
pler postulé que la cola que poseen los cometas era inducida por la presién de
radiacion provocada por los rayos solares [2]. Siglos més tarde, el célebre cienti-
fico J. C. Maxwell predijo, en su teoria del electromagnetismo, que el momento
que porta un haz luminoso es proporcional a su intensidad, y éste puede ser
trasferido a los objetos sobre los que incide [3]. Afnos después, Henry Poynting
demostro la existencia de una ley general para describir el comportamiento de
la presion de radiacion, y la fuerza que ésta ejerce sobre los objetos a lo largo
de la direcciéon de propagacion del haz luminoso [4].

Sin embargo, no fue hasta principios del siglo XX, con el desarrollo de instru-
mentos de medida mas precisos, cuando se obtuvo la primera evidencia empirica
de la existencia de la presién de radiaciéon. Este hecho sucedié en una serie de
experimentos llevados a cabo por Nichols y Hull [5] e independientemente, por
Lebedev [6]. Observaron que cuando se dirige un haz luminoso a un soporte en
suspension, éste sufre un ligero movimiento causado por la presién que ejerce
la luz. No obstante, esta fuerza es muy pequenia: miliwatios de potencia (que
corresponden a una luz muy intensa) focalizados sobre un objeto producen una
fuerza con magnitud de unos cuantos piconewtons (pN = 10712N) [7].

En mayo de 1960, T. H. Mainman de la Huges Aircraft Company construyo
el primer laser usando un cristal de rubi [8, 9]. Este dispositivo permite focalizar
un haz de luz coherente de alta intensidad, proporcionando, de este modo, una
excelente herramienta para el estudio de la presiéon de radiacién.

Un pionero en el estudio de estas fuerzas opticas inducidas por laser fue
Arthur Ashkin de los Laboratorios Bell, que demostro a partir de una serie de



experiencias que estas fuerzas pueden emplearse para alterar el movimiento de
particulas microscopicas, desde atomos y moléculas, hasta virus y bacterias [10,
11, 12, 13]. De este modo, Ashkin efectu6 la primera observacion de lo que hoy
en dia se conoce como pinzas opticas: un instrumento basado en un haz de luz
enfocado capaz de sostener y mover particulas microscopicas en tres dimensio-
nes.

En sus experimentos, Ashkin y sus colaboradores consiguieron evitar el prin-
cipal problema que histéricamente habia interferido en el estudio de la presién
de radiacion: las perturbaciones causadas por las fuerzas térmicas inducidas por
el laser. Utilizando un laser lo suficientemente potente y particulas relativamen-
te transparentes lograron evitar los efectos radiométricos.

Para llevar a cabo este propésito colocaron esferas de latex transparentes
en un medio acuoso [10]. Al enfocar un laser de argén en una célula de vidrio
que contenia las particulas observaron que al focalizar una sola esfera, ésta era
instantaneamente atraida hacia el centro del haz y acelerada en la direcciéon de
la luz hasta golpear la superficie del cristal. Podemos entender este fenémeno
de la forma siguiente: la particula con un alto indice de refraccion (n,), situada
fuera del eje del haz, estaba inmersa en agua que posee un indice menor (n,,)
(np > ny). Considerando un par de rayos simétricamente situados en torno al
eje de la esfera, podemos observar que el rayo a sufre una reflexion de Fres-
nell y una refracciéon en las caras de entrada y salida de la esfera, dando como
resultado dos fuerzas causadas por la reflexién, y otras dos provocadas por la
refraccion. La fuerza total, obtenida a partir de la suma de las fuerzas descritas
anteriormente, tendra una componente que apunte hacia la regién de mayor in-
tensidad del haz (fuerza de gradiente), y otra que apunte hacia adelante (fuerza
de dispersion).

Como el haz que emite el laser tiene un perfil gaussiano, el rayo b sufrira
de forma similar reflexiones y refracciones, dando como resultado una fuerza
neta que apunte hacia el exterior de la regién de méxima intensidad, de médulo
menor que la del rayo a.
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Frefiex

Freflex

Figura 1: Esfera dieléctrica situada fuera del eje del laser A, con un par de rayos
simétricos a y b. Las fuerzas provocadas por el rayo A estan representadas para
np > Ny, La esfera experimenta un movimiento en sentido positivo del eje z y
negativo del eje x.

2. Principios de las pinzas 6pticas

Una pinza éptica estd formada por un laser enfocado en un punto con una
lente objetivo de gran apertura numérica (NA). Este cumple el doble propésito
de enfocar el haz de luz y de producir una imagen del objeto atrapado en el
interior del laser. Ademés, podemos controlar la posiciéon del haz usando dife-
rentes espejos para fabricar gran variedad de montajes mas complejos [14].

Al focalizar fuertemente el laser se crea un gradiente importante de irradian-
cia, no solo transversalmente, sino también en direccién longitudinal, siendo éste
especialmente importante en la zona del foco. Por tanto, una particula que se
encuentre en el trayecto recorrido por éste experimentara una fuerza como resul-
tado de la transferencia del momento de los fotones que forman el haz luminoso.
Podemos descomponer dicha fuerza en dos componentes: fuerza de dispersion,
que actua en la direccion de propagacion de la luz incidente; y fuerza de gra-
diente, en la direccion espacial del gradiente del campo inducido por el laser [15].

Podemos concebir la fuerza de dispersiéon como el resultado del flujo de fo-
tones que ’empuja’ en el sentido de su propagacién. La luz incidente llega a las
particulas que se encuentran bajo la influencia del laser desde una sola zona,
pero éstas pueden ser dispersadas en distintas direcciones. Asimismo, una por-
cion de la luz incidente serd absorbida por las particulas. El resultado de este
proceso es la transferencia de momento de los fotones a las particulas, siendo la
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fuerza de dispersiéon proporcional a la intensidad optica [16].

Por otra parte, la fuerza de gradiente podemos entenderla como la fuerza que
experimenta un dipolo situado bajo la influencia de un campo eléctrico inhomo-
géneo en la direccion del gradiente del campo [17]. En una pinza 6ptica, el laser,
al actuar sobre las particulas dieléctricas induce en éstas dipolos oscilantes. La
interaccién de estos dipolos con el campo electromagnético produce una fuerza
sobre ellos que los atrapa dentro de la pinza optica [18].

Asi pues, para construir una pinza 6ptica con un solo haz, las componentes
vectoriales de las fuerzas de difusion y de gradiente de la presion de radiaciéon
tendran que estar configuradas para crear un punto de equilibrio estable, donde
la componente axial de la fuerza de gradiente, que atrae a la particula hacia la
regién focal, sea mayor que la componente de la fuerza de dispersién que empuja
la particula hacia adelante [19].

Para conseguir este propoésito es necesario el uso de una lente objetivo de
alta NA| con el fin de lograr que el gradiente que crea el laser sea muy abrupto,
yva que cuanto mas elevada sea la apertura de la lente, menor serd el tamano del
punto focal y mayor la fuerza de gradiente [7]. En estas condiciones, el punto
de equilibrio se sittia entre la particula y el punto focal.

3. Transporte de energia y momento por la luz

Consideremos el caso de una esfera que se encuentra bajo la accion de
un campo electromagnético. En esta situacién, segtin el Teorema de Poynting,
el trabajo realizado sobre la esfera por el campo es igual a la disminucion de
energia almacenada en éste menos el flujo que fluye fuera de la superficie esférica
[20]. Siendo la cantidad de energia que atraviesa la esfera por unidad de tiempo
y de &rea el vector de Poynting;:

(E x B) (1)

Asumiendo el caso de campos estaticos, podemos calcular la fuerza que ex-
perimenta la esfera integrando el producto entre el vector unitario normal a la
superficie (72) y el tensor de tensiones de Maxwell que representa la fuerza por

unidad de area (o tension) actuando sobre una superficie 7', sobre el area que

encierra la particula [21]:
F= jé T fuds 2)
s
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En presencia de materia, un sistema electromagnético puede dividirse en
dos subsistemas: uno electromagnético y otro mecénico. En estas condiciones,
el momento electromagnético no se conserva, como tampoco lo hace el momen-
tomecénico, sino que la cantidad conservada corresponde al momento total del
sistema [22]. Este hecho ha provocado la existencia de cierta controversia para
definir la parte del tensor que caracteriza el aporte electromagnético (campos
E y B) y la parte que depende de las caracteristicas materiales del sistema
(densidades P y M)[23], ya que éstas pueden variar dependiendo del contexto.
Aparentemente, y a pesar de la discusion al respecto [24], la forma més apropia-
da de representar el tensor de tensiones de Maxwell para el caso de condiciones
estaticas es la de Minkowski:

1
Ti‘ = EEZE + BZB - = EEZ‘EZ' + .BBZ.BZ (5 3
J J J 9

1
47

Dado que la fuerza es la tasa de cambio de momento, de forma similar al
teorema de Poynting para la energia, podemos establecer una ley que describa la
conservacion del momento: la variacién de momento total es igual a la cantidad
de momento que fluye a través de la superficie de la particula menos el momento
almacenado en el campo electromagnético [20], siendo p la densidad de momento
acumulada en los campos:

p=epS (4)

Tomando el radio de la corteza esférica de la particula como mucho mayor
que la longitud de onda de la luz incidente, tenemos la posibilidad de utilizar
la aproximacién de ondas planas para caracterizar el flujo de energia y el de
momento a través del calculo de la potencia absorbida y de la fuerza que sufre
la particula [25]:

Rm:f/ﬂ&m (5)
Fe- / 12540 (6)

donde S, es la componente radial del vector de Poynting y df2 el diferencial de
angulo solido.

Aunque podemos utilizar estas formulas para calcular las cantidades de ma-
yor interés que necesitamos para describir los fenémenos ocurridos en la utiliza-
cion de las pinzas Opticas, en la practica no son muy ttiles ya que necesitamos
conocer el valor del campo eléctrico y magnético para calcular el vector de
Poynting. Con el objetivo de resolver este problema, podemos aplicar distintas
aproximaciones y clasificar nuestro sistema en diferentes régimenes.
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4. Reégimenes

Como hemos visto anteriormente, las pinzas 6pticas son el resultado de la
presion de radiacién que se manifiesta en la presencia de una fuerza que experi-
mentan las particulas ubicadas dentro de la pinza. Tradicionalmente las fuerzas
opticas han sido estudiadas mediante el uso de distintas aproximaciones segin
el tamano de las particulas. Basandonos en este criterio, podemos establecer
tres régimenes [19]:

- Régimen de Mie o aproximacion de dptica geométrica: la longitud de on-
da del laser es significativamente més pequena que el tamano de la particula
(A <<r).

- Régimen de Rayleigh o aproximacion dipolar: cuando la longitud de onda
del laser es mucho mayor que la particula (A >> r).

- Régimen intermedio: cuando las dimensiones de la particula son compara-
bles a la longitud de onda del haz (A ~ r). En este contexto, necesitamos hacer
un desarrollo completo de la teoria electromagnética, lo que para la mayoria de
las ocasiones es extremadamente complejo. Para resolver este problema se han
desarrollado diversos métodos computacionales entre los que destaca el modelo
de calculo de la matriz de transmision [26].

Para determinar el rango de validez de estas aproximaciones podemos clasi-
ficarlas de acuerdo al siguiente parametro:

27Ny,

Tr = Kma = Toa (7)

2T,

donde k,,, =

0
radio de la particula, A\g la longitud de onda del laser en el vacio y n,, el indice
de refraccion del medio que los rodea [27].

es el nimero de onda en el medio que rodea la particula a el

Por un lado, cuando k,,a >> 1 podemos usar la aproximacién de 6ptica geo-
métrica o la aproximacion de rayos, ya que el tamano de la particula es mucho
mayor que la longitud de onda del laser. Cuanto mas grande sea x, mas exacto
serd el resultado obtenido por esta aproximacion.

Por otra parte, si k,,a ~ 1 el tamano de la particula es comparable al de la
longitud de onda, por lo que tendremos que utilizar modelos computacionales
propios del régimen intermedio.

Finalmente, nos encontraremos en el régimen de Rayleigh cuando k,,a << 1.

En estas circunstancias podemos considerar la particula como un dipolo en
cuyo interior los campos electromagnéticos son uniformes. Para ello, debemos
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imponer la siguiente condicién:

|Z—p|kma <<1 (8)

donde n,, es el indice de refraccién de la particula.

4.1. Régimen de Rayleigh

Para estudiar la aproximacién de Rayleigh podemos considerar el caso de
un dipolo inducido en una esfera que se encuentra bajo la influencia de un cam-
po eléctrico variable en el tiempo.

Calculando el momento dipolar de la particula llegamos a la siguiente ex-

presion [28]: B
d(7,t) = drega E(T, 1) (9)

siendo

o = 2 (m2 - 1) (10)

m2+2

la polarizabilidad del dipolo y m el indice de refraccion relativo de la particula
m = :—", con respecto al del medio en que se encuentra.

La fuerza de gradiente que experimenta el dipolo es [29]:

Fgrad = ’/TEOO[V|E((F)|2 (11)

que en términos de la irradiancia I =< S(7,t)r >, magnitud que podemos
medir en el laboratorio, resulta:

_ 2 _
Fgrad = ﬂvl(f) (12)

Ny,

En el caso de un campo estético, la fuerza de gradiente es la fuerza total.
Sin embargo, en nuestro caso acttia una fuerza adicional sobre el dipolo, ya que
la variacién del campo con el tiempo genera un campo magnético y corrientes
de polarizacién en el interior del dipolo debido al cambio del momento dipolar
[30].

Esta fuerza es la fuerza de dispersién y podemos calcularla como [29]:

= Nm0 =, _
Focar = - I(7) (13)
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donde

7 = Sn (k) (m2 - 1) (14)

m2 + 2

es la secciéon transversal de Rayleigh y k& = 27’% el nimero de onda de la luz
incidente.

Comparando ambas fuerzas podemos apreciar que mientras la fuerza de dis-
persién es proporcional a < r% >, la expresion de la fuerza de gradiente posee
un factor < r3 >. Como hemos citado anteriormente, para conseguir una pinza
Optica necesitamos que la fuerza de gradiente domine sobre la de dispersion, lo
que podemos conseguir, ademéas de aumentando el NA de la lente, disminuyendo
el tamano de la particula.

4.2. Régimen de Mie

Cuando sobre una esfera transparente incide un flujo de fotones podemos
distinguir tres procesos basicos: la difraccion que tiene lugar en los bordes de la
particula que se comportan como si fueran un disco opaco, la refracciéon a través
de la lente espesa que constituye la esfera, y la reflexion en todo su contorno.
Roosen y sus colaboradores efectuaron el célculo de las fuerzas implicadas en
este proceso, despreciando la difraccién, ya que para el caso de esferas de gran
tamano la contribucion de esta ultima es insignificante [31, 32].

Por tanto, sin tener en cuenta el fendomeno de difraccion, parte de los fotones
que llegan a la esfera van a ser refractados, desviandose de la direcciéon inicial
e incidiendo de nuevo sobre la cara opuesta del interior de la esfera; y parte de
ellos seran reflejados. En la cara interna de la esfera, a su vez, el haz de fotones
va a sufrir nuevas reflexiones y refracciones, y asi sucesivamente [33].

Podemos expresar la fuerza en términos de la potencia del haz incidente, y
como por conservacién de la energia la potencia incidente es igual a la suma de
la potencia transmitida mas la potencia reflejada, la fuerza total sera la fuerza
incidente menos la suma de las fuerzas generadas por reflexion y por transmision,
por lo que llegamos a la siguiente expresion [34]:

_ P P P
F=lm Ly — [ Uy — [ L, (15)
c c c

donde P;,P, y P, representan la potencia incidente, reflejada y transmitida, res-
pectivamente; y u;, U, y U los vectores unitarios que apuntan en la direccién
del rayo incidente, reflejado y transmitido.

Teniendo en cuenta que la potencia P; del rayo incidente se reduce a PT?R?
después de sufrir ¢ reflexiones, siendo R y T los coeficientes de reflexion y de
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transmision de Fresnell, Ashkin derivo las expresiones de las componentes trans-
versal (i) y longitudinal (k) de la fuerza, lo que corresponden a la fuerza de
gradiente y de dispersion [35]:

FQTGd - Qgrad% (16)
n n?npi >
Fdis - c Qdisk (17)

definiendo Qgrqa ¥ @dis como los pardmetros de eficiencia de la transmision de
momento del haz a la particula:

T?[sin(20 — 2¢) + Rsin(20)]

rad = Rsin(20) — 18
Qgraa = Rsin(26) 1+ R2 + 2Rcos(20) (18)
T?[cos(20 — 2¢) + Recos(20)]
(a + Reos(20) 1+ R? + 2Rcos(2¢) (19)
donde 0 y ¢ son los angulos de incidencia y de refraccién.
En términos de la eficiencia total Q = Q;md + Q?HS, la fuerza total sera:
sz
P9 (20)
c

En la figura 2 estan representadas las eficiencias en funcién del dngulo del
rayo incidente. Podemos ver que para dngulos menores de 70°, la fuerza de
gradiente domina sobre la de dispersién (Qgrea > Quais), pero a medida que el
adngulo de incidencia aumenta, la fuerza de dispersion se vuelve mas significativa.
En laseres no enfocados o enfocados con una lente de NA muy baja, el d&ngulo
que forma el rayo incidente tendra un valor grande (por encima de 70°) por
lo que, a partir de las observaciones anteriores, podemos deducir que la fuerza
de dispersiéon dominaré sobre la de gradiente y la particula serd empujada en
la direcciéon del haz. Sin embargo, para lentes con una alta apertura los rayos
llegarédn a la particula con un angulo de incidencia menor. En esta situacion,
la fuerza de gradiente serd mayor que la de dispersién y aparecerd un punto de
equilibrio cerca de la focal de la lente.
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Figura 2: Representacion de las eficiencias en funciéon del angulo del rayo inci-
dente para luz circularmente polarizada incidiendo sobre una esfera con indice
de refraccion n, = 1,6 inmersa en agua n,, = 1,33 [36].

4.3. Reégimen intermedio

Si el tamano de la particula y la longitud de onda de las pinzas Opticas
es comparable, lo que sucede para la mayoria de las aplicaciones biolégicas, nos
encontramos en la denominada region de resonancia [37]. En esta situacion, los
efectos de difraccion no son despreciables y tendremos que hacer un desarrollo
completo de la teorfa electromagnética.

En la practica este procedimiento es muy complejo, ya que para calcular, por
ejemplo, el tensor de tensiones de Maxwell habria que derivar seis componentes
del campo electromagnético, E; y B;. Un desarrollo tedrico de este método ha
sido llevado a cabo por Barton y sus colaboradores [38] que han calculado la
correccion a quinto orden de las componentes del campo.

Sin embargo, si modelizamos el proceso tratando con esferas isotropicas y
homogéneas, para el caso de ondas planas podemos resolver el problema de for-
ma analitica mediante un proceso relativamente simple, empleando la teoria de
Lorentz-Mie[39].

Desde el marco de esta teoria, los campos incidentes y dispersados se repre-
sentan como la suma de vectores de las funciones de onda esféricas [40]:

l
Einc = Z Z [CllmM—i_ +C;_lle—:n] (2]‘)
1=

[

m=—1

l

Z Z cllm +02lmM+] (22)

=1 m=-1

Hinc =

ﬁ
8



Edis = Z Z [Cl_llim + CZ_Zleynd (23)

Hyis = — \/72 Z 11 Nim + Cot My (24)

donde M+, M~, NT y N~ son los vectores ortogonales que satisfacen la ecua-
cién de onda [28], I es el numero cuantico orbital, m es el ntimero cudntico
magnético, ¢}, , ¢f, . ¢d v ¢y, son los coeficientes que representan las am-
plitudes de los campos incidente y dispersado y € y p indican la permeabilidad
eléctrica y magnética del medio respectivamente.

Debido a que las funciones de onda son ortogonales, existe una relacion lineal
entre la amplitud de la onda incidente y la de la transmitida [27]:

- _ o+ .+
C1im = ©11C1m (25)
- o+ .+
Cotm = C21C21m (26)

podemos denominar cj; y ¢, los coeficientes de dispersién de Mie.

Utilizando las propiedades de los vectores de onda de las funciones esféricas
es sencillo calcular la fuerza y la potencia absorbida integrando el vector de
Poynting sobre la superficie que envuelve la particula, través de las expresiones
(5) y (6) descritas anteriormente.

Sin embargo, como hemos sefialado previamente esta solucién es valida rea-
lizando una serie de aproximaciones. Para el caso de una particula més general,
las ecuaciones (25) y (26) quedarian como:

o0

- _ 7\ + 5 +

i = D D AvmitmCin + Bt (27)
=1 m=—1
9] l

— 72 Z A + A +

Colrmt = Cl“m/lmcllm + Brim/imCopy, (28)
=1 m=-1

Escribiendo la expresion anterior de forma mas compacta [26]:
¢l =Tcy (29)

donde T es la matriz de dispersion que describe la onda dispersada en tér-
minos de la incidente y cf y c¢; son los coeficientes que representan la amplitud
de las ondas incidente y dispersada.
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La ventaja de utilizar la matriz de dispersién es que ésta es independiente
de las condiciones de iluminacién del sistema. Debido a esta caracteristica, este
método es muy eficiente a la hora de modelizar el funcionamiento de las pinzas
opticas, ya que podemos calcular las propiedades de dispersion de una particula
(reflejadas en la matriz de dispersion) sin tener en cuenta la luz que estemos
utilizando [41].

5. Consideraciones de diseno

En la figura 3 podemos ver un diagrama esquemaético del montaje de las
pinzas 6pticas. Se trata de una representacion simplificada de disefios que han
sido utilizados para manipular pequenas esferas de latex y células en el labora-
torio [42].

CCD o .

- H| o~
Camara

o

Monitor

- "ﬁ— Laser
A= eSS

L+l *— T Objetivo

H - |
' T Soporte

Microscopio dptico

Figura 3: Montaje experimental basico de las pinzas épticas utilizando un laser
[43].

Esta simplificacién consta de un laser, un microscopio, un sistema de moni-
torizacion y algunas lentes y otros elementos 6pticos necesarios. El haz continuo
del laser pasa a través del microscopio éptico y es reflejado hacia abajo por
un espejo dicroico, que solo refleja una determinada longitud de onda. Antes
de entrar en el microscopio el didmetro del laser pasa por un expansor de haz
formado por dos lentes convergentes, con el fin de focalizar el haz en un punto
tan pequefio como sea posible [43]. El haz, tras pasar por el expansor y después
de ser reflejado, es enfocado por la lentes que forman el objetivo del microscopio
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de alta (NA). Como hemos sefialado anteriormente, este es un requisito impres-
cindible para que la pinza Optica sea estable, ya que la fuerza de gradiente,
que depende de la apertura numérica del objetivo, tiene que ser mayor que la
fuerza de dispersion. Una apertura adecuada tipicamente varia entre 1,2 y 1,4
[44]. Basandonos en el experimento de Ashkin con dipolos esféricos, podemos
comprobar que, para un laser de NA = 1.25 enfocando una esfera de vidrio con
indice de refracciéon n=1,6 inmersa en agua de n=1,33, se obtiene un indice de
incidencia # = 70° [35]. Ademads, para visualizar la imagen de forma continua es
recomendable utilizar un monitor con camara CCD con alta sensibilidad a los
estimulos luminicos [45].

Bajo estas condiciones, la eleccion del laser es de vital importancia y depen-
deré del objeto que queramos estudiar. En el marco del examen de muestras
biolégicas es necesario disminuir la posibilidad de provocar dano causado por
altos niveles de potencia, por lo que normalmente se emplean laseres infrarrojos.
Esto es debido a que la luz visible es absorbida en gran medida por pigmentos
de origen natural presentes en los organismos biolégicos, mientras que la luz con
longitud de onda correspondiente al infrarrojo lejano es absorbida por el agua
[46].

Por este motivo, la mayoria de las muestras biolégicas, aunque no todas,
son casi totalmente transparentes en la region del infrarrojo cercano, entre 700
nm y 1300 nm. Algunos ejemplos de laseres que emiten en este espectro con
potencia suficiente para atrapar y manipular células o componentes biolégicos
son el laser de Nd : YAG (granate de itrio y aluminio dopado con impurezas
de neodimio) cuya emision es de 1064 nm [47], el laser de Nd : Y LF (floruro de
itrio de litio dopado con neodimio) con una longitud de onda de 1047 nm [48],
el laser de T : AlsO3 (cristal de zafiro dopado con titanio) sintonizable entre
695 nm y 1100 nm [49], y gran variedad de laseres diodo que emiten entre 700
nm y 1300 nm.

La elecciéon més comin para estudiar compuestos biologicos es el laser de
Nd : YAG, ya que asegura el menor coeficiente de absorcién posible minimi-
zando el daflo del espécimen (a veces referido como opticution) [50].

6. Las pinzas 6pticas en biologia

En las ultimas tres décadas, la posibilidad de manipular biomoléculas a tra-
vés de la optica ha estimulado la llegada de una nueva era de investigacion
médica y biofisica [51]. Las pinzas opticas han permitido experimentos para
atrapar, clasificar y explorar células, asi como distinguir la estructura dinami-
ca de proteinas y acidos nucleicos a nivel molecular. La mejora continua de la
pinzas 6pticas impulsa el desarrollo de nuevas aplicaciones de forma ininterrum-
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pida. Sin embargo, existen algunos inconvenientes a tener en cuenta.

La limitacién mas béasica para aplicar las pinzas 6pticas en la biologia celu-
lar esté relacionada con las caracteristicas 6pticas de las células y particulas: un
elemento citoplasmatico apenas visible sera probablemente dificil de manipular,
necesitando altos niveles de potencia a fin de realizar este objetivo [52]. Ademas,
para no danar la muestra, la particula de interés debe estar separada del resto
de estructuras. Afortunadamente, debido al pequeno diametro del laser de las
pinzas Opticas (en torno a 1 um) una separacién de 5-10 pm, suficiente para
manipular estructuras subcelulares, sera adecuada.

Como hemos mencionado anteriormente, el aumento de la potencia eleva el
riesgo de provocar danos térmicos en las células. Algunas células como levadu-
ras pueden ser manipuladas con menos de 5 mW y crecer sin dano aparente con
niveles méas altos (alrededor de 80 mW) [19]. Sin embargo, se observan danos
de irradiacién en la mayoria de los organismos al ser sometidos a luz de mas de
250 mW [52]. Por este motivo y segun lo expuesto anteriormente, la eleccion del
laser adquiere especial importancia.

6.1. Bio-aplicaciones

Aunque originalmente las pinzas Opticas fueron disefiadas para manipular
atomos, con motivo de las dificultades que presenté en el primer experimen-
to donde se llevo a cabo [53], Ashkin y sus colaboradores decidieron probar la
pinzas Opticas en esferas submicromicas [54], ya que éstas podian tratarse co-
mo dipolos mas simples. Al probar la eficacia de este método para manipular
particulas desarrollaron diversos experimentos para estudiar el virus del tabaco
[19], puesto que por su estructura se podia tratar como una proteina con forma
alargada facilmente orientable.
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Figura 4: Divisién de células de levadura observada por Ashkin mientras emplea-
ba un laser infrarrojo [13]. Un grupo de dos células se divide en cuatro células
y posteriormente en seis como se muestra en las imégenes a y b

Las primeras pruebas con organismos vivos surgieron a partir de una conta-
minacién bacteriana de las muestras de tabaco, y a partir de ellas observaron la
muerte térmica de organismos vivos por un exceso de energia suministrada por
el laser de argcon de 514 nm. Cambiando el ldser por uno infrarrojo lograron
manipular bacterias de Escherichia coli sin ocasionarles daflos apreciables [13].
Este hecho, supuso una revolucién en el anélisis de organismos vivos a partir de
la utilizacién de este método no invasivo.

Actualmente, las pinzas 6pticas tienen gran variedad de usos, ya que la mag-
nitud de las fuerzas que producen es adecuada para mover células, doblar ele-
mentos del citoesqueleto, modificar membranas polipeptidicas, estudiar el mo-
vimiento de motores biologicos como la miosina o la kinesina, modificar enla-
ces macromoleculares como los complejos ligando-receptor [55], transformar la
estructura de moléculas de ADN [56], caracterizar la fuerza de transporte de
organulos celulares [57] o estudiar el movimiento de los husos mitoticos [58].

A continuacién, debido a la gran complejidad y extension de su gran variedad
de aplicaciones, vamos a desarrollar algunas de las mas importantes referidas
al tratamiento del ADN molecular, el estudio de motores moleculares y de la
biologia vegetal.

6.1.1. Manipulaciéon de moléculas de ADN

El ADN (4cido desoxirribonucleicoo) es una macromolécula formada por seg-
mentos llamados genes, responsables de la transmision hereditaria. Estos estan
compuestos por nucleétidos y contienen la informacién necesaria para construir
otros componentes de la células, como proteinas y moléculas de ARN. En los
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organismos vivo, el ADN suele existir como dos cadenas que se enroscan sobre
si mismas formando una estructura de doble hélice [59].

El uso de las pinzas laser ha proporcionado valiosa informacién para de-
terminar la fuerzas que mantienen la molécula de ADN en una configuracién
enrollada al azar. Las pinzas 6pticas también han tenido éxito en los numero-
sos estudios de la interaccion ADN-proteina, transcripcién génica y degradacion
enzimatica [60].

Utilizando la microscopia de video-fluorescencia, una técnica que permite
realizar el seguimiento de particulas microscopicas marcadas con sustancias fluo-
rescentes, en diversos estudios se ha podido observar la relajaciéon de la estruc-
tura molecular del ADN [61, 62]. Al insertar marcadores fluorescentes en las
particulas de ADN y tras atrapar los extremos de las cadenas moleculares, se
ha logrado examinar la extension de las cadenas de acido desoxirribonicleico.

Figura 5: Relajacion de una molécula tnica de ADN [61]. En la imagen a,
inicialmente el ADN est4 estirado en toda su longitud y observamos un rapido
retroceso inicial. Posteriormente, en la figura b se muestra la dindmica interna
durante la relajacién del polimero.

Por otra parte, aprovechando la sensibilidad de femtonewtons de las me-
diciones con pinzas Opticas se han llevado a cabo diversas experiencias para
determinar las fluctuaciones térmicas del ADN, y resolver asi cuestiones sobre
la hidrodin&dmica interna del polimero y la anisotropia en los tiempos de relaja-
cion molecular, explicando de esta forma su comportamiento no lineal [63].

Los resultados de estos estudios han proporcionado datos de gran impor-
tancia a la hora de dilucidar la estructura interna de la molécula de ADN, asi
como las fuerzas que intervienen en el estiramiento de las cadenas en los diversos
procesos celulares.
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Adicionalmente, los micro-haces de laser o pinzas épticas estan surgiendo
como una herramienta para el examen de los mecanismos de auto-reparaciéon de
las moléculas de ADN, presentandose como instrumentos de gran utilidad para
el estudio del envejecimiento celular provocado por fallos en estos mecanismos
[64]. Estas herramientas permiten inducir dafo en fragmentos preseleccionados
de ADN, simulando asi los efectos provocados por otras técnicas més costosas,
complejas y limitadas como la irradiacién con particulas radiactivas o con iones
o particulas alpha de diferentes energias.

Otra de las aplicaciones importantes de las pinzas opticas en este &mbito se
ha desarrollado en el marco de investigacién de la bioquimica, en el limite de la
biologia mono-molecular. Como ejemplo, podemos citar la experiencia llevada
a cabo por Yin y sus colaboradores para determinar la fuerza ejercida por una
molécula de la enzima de ARN polimerasa durante la transcripcién genética [65].
En este andlisis utilizaron una molécula de ARN polimerasa de Fscherichia coli
para producir la transcripcion de una secuencia de ADN que habia sido captu-
rada previamente por una pinza 6ptica. Con los resultados de estas mediciones
se pudo concluir que las fuerzas implicadas en este proceso son sustancialmente
mayores que las que acttian en la movilizacién de los motores citoesqueléticos
de actina y miosina (encargados de la contraccion y relajacion muscular). Ade-
més, suministraron informaciéon importante de la eficiencia con la que la energia
quimica es transformada en energia mecénica durante la transcripcion.

6.1.2. Motores moleculares

Los motores moleculares son las estructuras responsables de la mayoria de
formas de movimiento que encontramos en el mundo celular. Se conocen tres
tipos de motores citoplasmaticos: miosinas, estructuras encargadas del movi-
miento de las actinas, y kinesinas y dineinas, que median el transporte celular
mediante microtubulos [66]. Todas ellas operan transformando energia quimica
en mecanica a través de la hidrélisis del ATP.

Las pinzas 6pticas han sido ampliamente utilizadas para caracterizar el mo-
vimiento de proteinas motoras, siendo la kinesina una de las mas estudiadas.
Uno de los esquemas mas utilizados experimentalmente para estudiar esta mo-
lécula consiste en unir la proteina motora a una cuenta atrapada dentro de la
pinza optica, tal y como se muestra en la figura 6.
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Figura 6: Esquema de una molécula aislada durante los experimentos con pinzas
Opticas [67].

Utilizando este método, Svoboda y sus colaboradores lograron medir la lon-
gitud de los pasos con los que se desplaza la kinesina cuando lleva a cabo la
hidrolisis del ATP [68]. Estos resultados ayudaron a probar la hipétesis de que
esta molécula se mueve mediante 'pasos’ regulares, lo que implica la distincién
en la molécula de dos partes bien diferenciadas. Por un lado, podemos identifi-
car uno de sus extremos como cabeza, que es la parte que transporta la carga,
y el otro, se corresponderia con los ’pies’, dos porciones que se alternan en su
movimiento dando lugar a una especie de caminata [69].

Empleando el mismo disenio experimental y aprovechando la capacidad que
tienen las pinzas Opticas de medir la fuerza opuesta al movimiento necesaria que
es preciso aplicar para causar la detencién de la kinesina, Visscher y su equipo
lograron estimar la fuerza de parada de esta molécula [70]. Esta experiencia
resolvio cuestiones importantes relativas a la concentracion del ATP y su des-
composicién para la obtencién de energia mecanica.

Asimismo, podemos citar otros estudios similares realizadas con moléculas
de miosina que han permitido medir, de igual modo, tanto la longitud de los
pasos que realiza este compuesto, como la magnitud de las fuerzas implicadas
en la realizacion del movimiento [71].

6.1.3. Manipulacién laser en biologia vegetal

Las pinzas laser son una excelente herramienta para el estudio de células
vegetales en virtud de sus caracteristicas 6pticas. Debido a que la mayoria de
estas células son transparentes, podemos emplear esta herramienta para ma-
nipular estructuras subcelulares como mitocondrias y cloroplastos, que son los
organulos encargados de realizar la respiracion celular y la fotosintesis respec-
tivamente. Ademés de estas estructuras, las células vegetales contienen otros
organulos moviles, que pueden ser extraidos de forma muy controlada mediante
el uso de las pinzas opticas [72].
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Otra de sus mas importantes aplicaciones consiste en la microinyecciéon de
genes por laser, que ha sido utilizada para anadir genes exteriores en células
individuales, ya que por sus caracteristicas, al tratarse de un método no inva-
sivo, no ocasiona danos dentro de la célula. Diversos estudios han aprovechado
este método para analizar la expresion de los genes en distintos organulos. Entre
ellos cabe destacar la experiencia llevada a cabo por Weber y sus colaborado-
res para analizar los mecanismos de regulacion genética en los cloroplastos [73].
Este estudio ha conseguido dilucidar cuestiones bioquimicas relativas a al orde-
namiento génico mediante la introduccién de ADN y la observaciéon de los genes
fisicamente modificados.

Figura 7: Creacion de una apertura temporal en la pared y en la membrana de
una célula vegetal mediante un pulso laser [73].

En los dltmos anos, gracias su combinacién de técnicas de microscopia avan-
zada, se han consolidado las pinzas 6pticas como una excelente herramienta
para el estudio de la dindmica citoplasmética y de la secreccién de sustancias
intercelulares, ya que son un utensilio ideal para examinar las fuerzas que rigen
la organizacion intercelular[74]. En base a esto, podemos destacar dos lineas
principales de investigacion:

- Estudio de las interacciones del citoesqueleto:

Grabski y sus colaboradores emplearon un haz laser enfocado para medir la
tension y la elasticidad del citoesqueleto en la células vivas de diversas plantas
[75]. Ademas, estudiaron el efecto sobre las fuerzas intercelulares que tenian la
adicién de diferentes sustancias marcadoras como iones de calcio o variaciones
de pH, llegando a la conclusién de que estos procesos tenian funciones regula-
doras para controlar la tensién y la organizaciéon del citoesqueleto.

Van Der Honing y su equipo emplearon células de tabaco para caracterizar
los parametros implicados en el movimiento de filamentos de actina durante
cambios en la organizacion citoplasmatica, para determinar asi, si la rigidez es
una propiedad del citoplasma general relacionada con los filamentos de actina
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[76]. Los resultados mostraron que la rigidez del citoplasma esta negativamente
relacionada con su deformabilidad y la actina juega un papel muy importante
en este proceso.

Siguiendo la misma linea de investigacion del posicionamiento de los organu-
los citoplasmaticos, Ketelaar y sus colaboradores senalaron la importancia de la
localizaciéon del nicleo en determinadas células epidérmicas que se encuentran
formando los pelos absorbentes de las raices de las plantas, mostrando de nuevo
el rol esencial de la actina en el proceso de crecimiento de las células pilosas [77].

Figura 8: Muestra de las fotografias tomadas por Ketelaar de una célula pilosa
donde esté indicado su nucleo (N) [77].

- Analisis de las dinAmicas de secreccidn:

Ademaés, como hemos expuesto anteriormente, otro de los logros de las pinzas
opticas en el ambito de la biologia vegetal ha sido la aclaracién de los mecanis-
mos de secreccion entre las membranas biologicas y organulos del citoesqueleto.

En las células eucariotas el transporte de lipidos y sustancias de secreccién
se realiza desde membranas biogénicas hacia otras menbranas de la célula. Las
membranas biogénicas son aquellas que tienen la capacidad de sintesis lipidi-
ca y se identifican con el reticulo endoplasmatico en células eucariotas. En el
proceso de transporte podemos distinguir dos medios principales: su translaciéon
a través de vesiculas, y el transporte entre zonas cercanas entre membranas [78].

Con el uso de las pinzas dpticas para manipular una planta llamada Arabi-
dopsis thaliana, Andersson y su equipo demostré por primera vez que existe una
asociacién en los lugares de contacto entre membranas, revelando la existencia
de fuerzas entre el reticulo endoplasmatico y los cloroplastos [79].
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Figura 9: Fragmentacion optica de una célula sin pared vegetal de Arabidopsis
y liberacion de sus cloroplastos [79].

7. Conclusiones

En este trabajo se ha efectuado una revisioén bibliografica del estado del arte
de las pinzas Opticas, sefialando el fundamento fisico de su funcionamiento, las
distintas aproximaciones que se pueden llevar a cabo en el estudio de las fuerzas
opticas implicadas y algunas de sus principales aplicaciones biologicas.

En la primera parte del trabajo hemos abordado la historia y el concepto
de las pinzas 6pticas. Hemos indicado cudles fueron los principales avances que
le permitieron a Ashkin y a su equipo construir las primeras pinzas 6pticas y
alterar el movimiento de diversas particulas microscépicas.

A continuacion, hemos descrito los principios fisicos que explican el funcio-
namiento de las pinzas épticas, realizando un anélisis de la energia y el momento
transportado por la luz. Como para calcular las magnitudes de interés, tales co-
mo la fuerza que sufre una particula o la presién absorbida en las experiencias
con pinzas Opticas, en la mayoria de los casos, es necesario modelizar el pro-
blema, seguidamente hemos descrito las distintas aproximaciones que podemos
llevar a cabo en el estudio de dichas magnitudes.
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Se ha llevado a cabo una distincién de tres régimenes: el régimen de Ray-
leigh, empleado para el estudio particulas mucho menores que la longitud de
onda del laser utilizado; el régimen de Mie, descrito para analizar corpiisculos
mucho mayores que la longitud de onda del laser; y el régimen intermedio, donde
hemos destacado el método de calculo de la matriz de dispersiéon para examen
de particulas con un tamano del orden de la longitud de onda del laser. Una
vez descritos los principios fisicos y los métodos de célculo de las magnitudes
implicadas en la aplicacion de las pinzas Opticas, se ha realizado una descripciéon
general del montaje de estos dispositivos y se han enumerado los principales 14-
seres destinados para su construccion.

Para terminar, hemos comentado los principales logros y las limitaciones mas
importantes que ofrecen las pinzas 6pticas para el estudio de moléculas bioldgi-
cas. Tras describir el primer experimento de manipulacién de material organico
realizado por Ashkin con este utensilio, se han enumerado y descrito algunas de
las aplicaciones mas actuales en el ambito de la biologia celular, como la ma-
nipulacién de moléculas de ADN, el estudio de motores moleculares o distintos
usos en biologia vegetal, como el estudio de las interacciones del citoesqueleto o
de las dinamicas de secrecién celular.

Como conclusion, podriamos destacar que, debido a su gran cantidad de
aplicaciones biologicas y su cardcter no invasivo, las pinzas 6pticas se han con-
solidado como uno de los métodos méas importantes en la investigacion celular.
La mejora continua de este método y el desarrollo de nuevos ambitos de aplica-
cién convierten a este tipo de manipulacién 6ptica en una de las herramientas
mas prometedoras con un amplisimo recorrido por delante.

Conclusions

In this paper we carried out a bibliographic review of the optical tweezers’
operation, pointing out the physical basics of its operation, the different approa-
ches that can be carried out in the study of the optical forces involved and some
of its main biological applications.

In the first part of our work, we described the history and concept of optical
tweezers. We pointed out which were the main advances that allowed Ashkin
and his team to build the first optical tweezers and alter the motion of some
microscopic particles.

In the following, we explained the physical principles involved in the ope-
ration of optical tweezers, performing and analysis the energy and momentum
carried by light. As to calculate the magnitudes of interest, such as the force
suffered by a particle or the pressure absorbed in the experiences with optical
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tweezers, in most cases, it is necessary to model the problem, we have described
the different approaches that we can carry out in the study of these magnitudes.

Next, We made a distinction of three regimes: the Rayleigh regime, used for
the study of particles much smaller than the length of wave of the laser used; the
Mie regime, described to analyze corpuscles much greater than the wavelength
of the laser; and the intermediate regime, where we highlighted the method of
calculating the dispersion matrix for examination of particles with a size on
the order of the laser wavelength.Once we explained the physical principles and
methods involved in the application of optical tweezers, we made a description
of the general assembly of these devices and we listed the lasers usually used in
its construction.

Finally, we have discussed the main achievements and the most important
limitations of optical tweezers for the study of biological molecules. After des-
cribing the first experiment with organic material made by Ashkin with this
device, we pointed out some of the the most current applications in the field
of cell biology, such as manipulation of DNA molecules, the study of molecular
motors or different uses in plant biology, such as the study of cytoskeletal inter-
actions or of cell secretion dynamics.

In close, we could highlight that, due to its large number of biological ap-
plications and their non-invasive nature, optical forces have become one of the
most important methods in cell research. The continuous improvement of this
method and the development of new fields of application make this type of op-
tical manipulation one of the most encouraging tools.
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