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Resumen

La membrana de los glébulos rojos humanos (RBC) tiene importantes propiedades eldsticas que
se pueden describir midiendo las fluctuaciones tipicas del borde de la membrana (valor de fluctua-
cién de membrana ~ 30nm)y las propiedades mecénicas mediante técnicas dpticas. Las propiedades
elasticas de los RBC pueden verse afectadas por cambios en los medios circundantes. En el intento de
dilucidar los mecanismos moleculares de la interaccién del resveratrol con las membranas celulares
y el efecto como agente protector contra la oxidacién, estudiamos los cambios en las propiedades
mecanicas de las membranas de RBC. Estudiamos los efectos antioxidantes protectores del resve-
ratrol en las membranas de los globulos rojos en presencia del agente oxidante acido hipocloroso
(HCIO). Para demostrarlo, medimos las fluctuaciones de los glébulos rojos para asi obtener parame-
tros mecanicos de las membranas de los glébulos rojos utilizando un sistema de pinza éptica débil,
el cual fue desarrollado como parte de esta tesis. Nuestros resultados sugirieron que las capacidades
elasticas en los glébulos rojos cambiaron con una baja concentracién de HCIO, sin embargo, con esta
concentracion no hay cambios morfolégicos. Por otra parte, si hay resveratrol en presencia de HCIO,
la deformacién y la disminucién de las capacidades elasticas en RBC son mas lentas. Esto indicé que
el resveratrol produce un efecto protector en RBC en presencia de HCIO.
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Abstract

The human red blood cells (RBCs) membrane has significant elastic capabilities which can be
described measuring typical membrane edge fluctuations and mechanical properties by optical tech-
niques. The RBC elastic properties can be affected by changes in the surrounding media. In the
attempt to elucidate the molecular mechanisms of the interaction of resveratrol with cell membra-
nes and the effect as a protective agent against oxidation, we studied the changes in mechanical
properties of RBC membranes. We studied the protective antioxidant effects of the resveratrol on
RBCs membranes in the presence of the oxidant agent HCIO. To prove it, we measured the RBC
fluctuations to obtain mechanical parameters of RBCs membranes using a weak optical tweezer. Our
results suggested that the elastic capabilities on RBC changed with a low concentration of hypochlo-
rous acid (HCIO), a concentration at which there are no morphological changes. However, if there
is resveratrol in the presence of HCIO, the deformation and decrease of elastic capabilities on RBC
are slower. This observation indicates that the resveratrol produces a protective effect in RBC in the
presence of HCIO.



Capitulo 1

Introduccion

En o6ptica clasica, el limite de resolucién de un sistema 6ptico para la descripcion y caracteriza-
cion de fenémenos de pequena escala, guarda relacion con la capacidad de formar imagenes que tiene
un sistema de lentes a partir de la interaccién entre la fuente de iluminacién incidente y el objeto.
Para un microscopio éptico, esta interaccién es funcién, principalmente, de la longitud de onda de
la luz, la apertura numérica de la lente objetivo del microscopio 6ptico, la distancia focal efectiva de
la lente objetivo, y el tamano del objeto o espécimen de estudio. Estos parametros fisicos combina-
dos determinan cualitativamente la calidad de la imagen observable, y definen, cuantitativamente,
el limite de resolucién espacial o limite difractivo (~ 250nm) [1]. Tradicionalmente, las diversas
estrategias para superar el limite de resolucion espacial abordan técnicas de instrumentacion y algo-
ritmos de procesamiento digital directamente dirigidos hacia una optimizacién de la imagen de una
escena para describir con el mayor detalle posible los fenémenos de interés de baja escala espacial.
En un contexto histérico, la observacion de especimenes cuasi-invisibles, dado por su transparencia
y fineza, comenz6 con Fritz Zernike, quien desarrollé la técnica de Contraste de Fase Interferencial
hace ya muchas décadas atras [2-8|. Esta técnica es ampliamente utilizada hasta el dia de hoy en
microscopios Opticos tradicionales para la observacién de especimenes celulares sin la necesidad de
procesos de tincién (procedimiento agresivo a nivel celular). Desde entonces, se han realizado mayores
esfuerzos por mejorar la méxima resolucién espacial en la imagen del objeto [9-12] para asi superar
el limite de la 6ptica difractiva. Las nuevas estrategias empleadas por los microscopios épticos de
stuper-resolucion promueven un determinado tipo de interaccién entre la luz incidente y el espécimen
en el contexto de la 6ptica clasica, con fase y amplitud determinadas inequivocamente, como fuente
de iluminacién para observacién directa o para excitacién por técnicas fisico-quimicas (por ejemplo
micro-fluorescencia por laser). Reconocidos por sus acrénimos, los instrumentos maés relevantes de
microscopia para formacion de imagen en alta resolucién son: SIM, STORM, PALM, TIRF, FRET
y STED [10-23]. El limite de resolucién espacial en estos instrumentos puede alcanzar la decena de
nanémetros que, sin embargo, generalmente conllevan una limitacion practica importante: el espéci-
men debe ser preparado en cortes histolégicos y fijado en un sistema porta-muestra.

Si bien la éptica clasica y la video-microscopia han aportado herramientas fundamentales para
describir una cantidad importante de fendmenos en el rango de las escalas de resolucion espacial
antes mencionadas, existe otro grupo de fenémenos que no son observables para estas herramientas.
Desde una perspectiva mas amplia, para describir fenémenos en escalas espaciales mas pequenas
(nanométricas y sub-nanométricas) inherentes a procesos sub-celulares, la estrategia es abandonar
el esfuerzo de formacion de imagenes en alta resolucién, para asi comenzar a describir fenémenos a
partir de mediciones directas de sus propiedades fisicas relacionadas con senales débiles y extrema-
damente débiles (en la razén senal-ruido), tales como fuerzas de interaccién, dindmica vibracional u



otras. Por lo anterior, las nuevas técnicas de medicién en microscopia buscan la deteccion de senales
débiles que permiten acceder a los procesos biologicos de interés, pero que a la vez presentan un reto
diferente al limite impuesto por la éptica formadora de imagen. En este nuevo escenario los limites
de resolucion estan asociados a las limitantes que imponen los sensores de estas senales. En décadas
recientes, los esfuerzos han estado orientados al desarrollo de instrumentos hibridos para la medi-
da cuantitativa directa de propiedades mecéanicas de objetos dindmicos pequenos y funcionalmente
integros (“vivos”). Asi, medidas de fuerza, elasticidad y torque en escalas sub-microscépicas, son
ahora posibles de alcanzar por medio de las mas recientes técnicas de Photonic Force Microscopy
(PFM), Optical Tweezers (OT), Magnetic Tweezers (MT) entre otros instrumentos, los cuales han
permitido comprender el funcionamiento mecanico de macromoléculas biolégicas, ADN, proteinas
y motores moleculares en escalas de fuerza de femto-Newtons (1071 N) y de resolucién espacial de
desplazamientos en nanémetros (10~%m), por medio del registro de la posicién de un haz laser [24-26].
Este trabajo de tesis se enmarca dentro de un contexto de instrumentacién cientifica como es el
diseno y desarrollo de instrumentacion hibrida a partir de un sistema de Pinzas Opticas adaptado
para el estudio de fluctuaciones mecanicas de membrana celular en glébulos rojos humanos vivos,
en condicién normal (sana) y alterada mediante técnicas de rigidizacién de la bicapa lipidica por
procesos de acidez controlada. El objetivo cientifico directo es la exploracién de los modelos tedricos
que predicen las propiedades visco-elasticas de las membranas. En paralelo, el objetivo estratégico
de este trabajo es establecer una reproduccién valida de resultados para el laboratorio donde se
ejecuta esta tesis, los cuales permitan confirmar el dominio de la instrumentacion y las técnicas de
deteccion en escala espacial de las decenas de nanémetros en ambientes bioldgicos, apuntando hacia
experimentos de dindmica vibracional de moléculas biolégicas complejas (por ejemplo proteinas) en
escalas sub-nanométricas. Contribuyendo asi a ampliar los dominios de conocimiento iniciados en
anos anteriores (ver Fig. 1.1) en cuanto a técnicas de foto-deteccién, arquitectura éptica, control de
ruido, registro en frecuencia, post-procesamiento, anélisis de datos y algoritmos de resolucién.
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Figura 1.1: Dominios de conocimiento histérico del laboratorio de microscopia y atrapamiento éptico:
dominio microscépico [27-30], dominio sub-microscépico biolégico [31] y sintético [32-34], dominio
10-nanométrico biolégico [35] y dominio nanométrico sintético [36,37]. Fuente: Elaboracién Propia.



Capitulo 2

Hipoétesis y Objetivos

2.1. Hipotesis

En base a un montaje de pinzas opticas dobles, anteriormente montado en el laboratorio de
trabajo, es posible modificarlo y adecuarlo a un setup de pinzas épticas débiles, para el andlisis en
forma directa de senales de glébulos rojos humanos sin alterar su comportamiento.

2.2. Objetivo general
Modificar montaje de pinzas épticas dobles e implementar montaje de pinzas 6pticas débiles para

el estudio de fluctuaciones y propiedades mecanicas de globulos rojos.

2.2.1. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de esta tesis son:

1. Analizar las modificaciones necesarias para estudiar glébulos rojos,

2. Implementar modificaciones a setup de pinzas dpticas,

3. Generar programas de andlisis de datos para senales de globulos rojos,

4. Estudiar fluctuaciones de membrana y propiedades mecanicas en glébulos rojos bajo distintas
condiciones.



Capitulo 3

Marco Teoérico

En el presente capitulo se analizan los fundamentos tedricos asociados a pinzas épticas, explicando
como se produce el atrapamiento éptico bajo el régimen de Mie y régimen de Rayleigh. También
se incluye la descripcién tedrica del andlisis del espectro de potencias para una particula confinada
en una trampa 6ptica. Ademds, se presentaran algunos de los escenarios biolégicos en el cual las
pinzas 6pticas han sido utilizadas durante el paso de los anos. Una vez analizados estos escenarios,
se finalizara con la descripcion de las propiedades mecanicas de los glébulos rojos, esto acompanado
del modelo matematico del cual se pueden extraer los parametros mecanicos.



3.1. Pinzas ()pticas

Artur Ashkin ganador del premio nobel durante el 2018, demostré que la fuerza de presion de
radiacién de un laser enfocado afectaba considerablemente la dindmica de particulas microscépicas
de latex (cuyos tamafios eran del orden de los micrémetros) suspendidas libremente en agua [38]. El
observé que un haz laser, de perfil de intensidad gaussiano, al ser enfocado por medio de una lente
producia que las particulas fueran atraidas hacia el punto donde el haz es enfocado y aceleradas en
direccién de la propagacion del haz. Ademas, logré atrapar de manera inestable algunas de estas
particulas. De esta forma, se logré identificar una fuerza de gradiente en direccion del gradiente de
intensidad y otra de dispersién en direccién de la propagacion del haz [38]. Este experimento marcé el
inicio de las trampas 6pticas debido a que no se conocia previamente que se pudieran utilizar fuerzas
de presién de radiacién para formar una trampa 6ptica tridimensional estable. Anos después, luego
de varios trabajos realizados por el grupo de Ashkin, en 1986 se genera por primera vez una trampa
éptica estable [39]. Esto es posible generando un equilibrio entre la fuerza de gradiente (F,) y la de
scattering (Fy) (ver Fig. 3.1). Para ello se utilizé un dnico haz laser altamente enfocado a través
de una lente objetivo de inmersién (lente objetivo de microscopio). De esta forma, el haz diverge
rapidamente del foco y se logra atrapar de forma estable microparticulas de entre 10um y 25nm.

4

hr

: l )
Vﬁb .

(a) (b)

Figura 3.1: Trampa éptica estable. (a) Dominio de la fuerza gradiente sobre la fuerza de scattering.
(b) Visualizacién de una particula confinada en una trampa éptica. Fuente: Elaboracién propia.



La eleccion correcta de la longitud de onda con la que se genera una trampa Optica es de vital
importancia en el estudio de muestras bioldgicas. Al utilizar longitudes de onda del infrarrojo (IR) se
minimiza la absorcion de la muestra, produciendo menos dano sobre esta, lo que conlleva al aumento
del tiempo de estudio de la misma [40,41]. La capacidad de generar fuerzas y desplazamientos sobre
particulas dieron como primeras medidas fuerzas del orden de los p/N y resolucién espacial en el orden
de um [42,43]. Estos resultados y la versatilidad para modificar elementos en las pinzas dpticas, la
convirtieron en una técnica con diversas aplicaciones en distintas disciplinas. Una de ellas es la
biofisica, donde la versatilidad de las pinzas opticas ha conducido a diversos estudios de muestras
biol6gicas que van desde células y bacterias, hasta macro y micromoléculas [43-46]. Ejemplo de esto
es el virus Fago ®29 que infecta a la bacteria Bacillus subtilis. El mecanismo de empaquetamiento
viral que presenta este virus ha sido estudiado con pinzas 6pticas, donde la capside de 42nm x 54nm
en la cual se empaqueta el ADN es unida a una micro-esfera sujeta por una micropipeta, mientras
que el extremo libre donde se encuentra el ADN bicatenario de 6,6um de largo es unido a otra micro-
esfera, atrapada por una pinza éptica (ver Fig. 3.2). Los resultados permitieron medir en forma
cuantitativa que la fuerza utilizada en el empaquetamiento del ADN viral es de hasta 57pN (Fig.
3.2) [47,48].

Trampa Optica \ &

Bead ]
Streptavidin Y \y

biotin

Stalled
DNA-capsid
complex |

Antibodly]|
protein G

Bead |

Micro-Pipeta

set-up
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Figura 3.2: Setup experimental para estudio de empaquetamiento viral del virus Fago ®29. Fuente:
Imagen extraida de [48].



3.2. Principio de Atrapamiento ()ptico

Las pinzas épticas se basan en la capacidad de las fuerzas dpticas para ejercer presion sobre las
particulas que atrapa. La fuerza que ejerce la luz al interactuar sobre la materia es producida por la
transmision, reflexion, refraccién, absorcién y dispersién de la luz sobre la materia [38,39,49]. Esto
se puede explicar considerando la interaccion de un haz laser altamente enfocado por un lente sobre
una particula dieléctrica. De esta forma, se tendra que la luz incide sobre la particula, produciendo
transferencia de momento y generando un desplazamiento en la direccién de propagaciéon de la luz,
lo cual es denominado fuerza de scattering y es proporcional a la intensidad del haz incidente. El
gradiente de intensidad producido por el perfil del haz laser junto con el enfoque de este, generara
una fuerza en direccién a la zona de mayor intensidad del campo, desplazando la particula hacia ese
punto. Esta fuerza es denominada fuerza de gradiente y es proporcional al gradiente de intensidad y
a la polarizabilidad de la particula dieléctrica. El confinamiento de las particulas en la pinza éptica
se debe a que la luz es altamente transmitida por la particula atrapada. Por lo tanto, prduciendo un
equilibrio entre la fuerza de gradiente u scattering, condiciéon que debe cumplirse para que se produzca
el atrapamiento 6ptico estable [39]. Una vez que la particula es atrapada, la fuerza restauradora que
siente la particula cuando es sacada de la posicién de equilibrio puede ser determinada mediante la
ecuacion (3.1) [49,50]:

F-a[Z]. o

Esta expresion de fuerza es la principal relacion entre la fuerza de atrapamiento y la potencia del
laser (P). El término @) es un parametro de eficiencia adimensional, n es el indice de refraccién del
medio y ¢ es la velocidad de la luz en el espacio libre. Considerando un valor estandar de Q@ = 0,3,
potencias en el laser del orden de los mW e indice de refraccién del medio n = 1,33 obtendremos
que la fuerza de la trampa se encuentra en el orden de los pN.



3.2.1. Descripcion Teodrica

La descripcion del fenémeno fisico por el cual ocurre el confinamiento de la particula puede ser
abordado de distintas formas, ya sea por dptica de rayos (particulas grandes, régimen de Mie r >
A) o considerando que las particulas son pequenas, vale decir, aproximacién dipolar o régimen de
Rayleigh (r < \).

= Régimen de Mie r > A

Las particulas utilizadas en pinzas Opticas para diversos estudios tienen la caracteristica de ser
dieléctricas y poseer un indice de refraccion mayor al del medio en el que se encuentran. Bajo
esta primicia, y considerando que su radio es mayor a la longitud de onda del haz incidente (r
> \), es posible describir el atrapamiento éptico por medio de la transferencia de momento
lineal asociada al cambio de trayectoria de los rayos producto de la refraccién, reflexién y
transmision al incidir sobre la esfera dieléctrica [49].

Cuando una esfera dieléctrica, cuyo indice de refracciéon n. mayor al indice del medio en el cual
se encuentra n,,, comienza a interactuar con un haz laser de perfil gaussiano se tendra que
las fuerzas que afectan la esfera producto de la interaccién haz-particula seran: la fuerza de
gradiente de intensidad (F}) y la fuerza de scattering (Fj), ambas descritas mediante la éptica
geométrica de rayos (ver Fig. 3.3).

Figura 3.3: Origen de las componentes de gradiente (F) y scattering (F;) de la fuerza déptica sobre
una esfera dieléctrica debido a la interaccion de un haz laser de perfil gaussiano. Fuente: Elaboracién
propia.

Los dos rayos paralelos (a;, b;) de la figura 3.3 provienen de la zona de menor y mayor intensidad
del haz, respectivamente. Estos inciden sobre la esfera dieléctrica que se encuentra desplazada
respecto al centro del haz. Ignorando el efecto asociado a las reflexiones secundarias, gran
parte de los rayos son refractados debido a la interaccion fotones-particula, lo cual ocasionara
un cambio en el momento lineal de los fotones. Este cambio en el momento tendra como
respuesta en la particula las fuerzas F, y F, (ver Fig. 3.3). Considerando el efecto de todos los
pares de rayos simétricos que inciden sobre la particula, se tendra como resultado que la fuerza



neta sobre la particula tendrd como componentes la fuerza de scattering (Fy) en direccién a
la propagacién del haz y la fuerza gradiente (F,) en direccién al gradiente de intensidad. Sin
embargo, la particula no se encuentra en el eje de propagacion del haz F, # Fj, lo que conlleva
a no producir el atrapamiento éptico. El confinamiento éptico se lleva a cabo produciendo un
aumento en la fuerza de gradiente, lo cual se consigue enfocando fuertemente un haz léser (ver
Fig. 3.4).

Figura 3.4: Estabilidad axial de una esfera dieléctrica en un haz laser gaussiano focalizado por una
lente. Fuente: Elaboracion propia.

Las reflexiones asociadas a los rayos incidentes a; y b; son de menor importancia debido a que
la esfera sobre la cual se trabaja tiene un alto nivel de transmision, sin embargo, estos rayos
contribuiran a la generacion de la fuerza de scattering.

El rayo incidente a;, con momento lineal inicial F,,, sufre un cambio en su momento debido
a la refraccion producida cuando es transmitido por la esfera. Al ser refractado por esta, el
rayo lo hace con un momento final P, , lo que produce un cambio total en su momento AP,.
Esto significa que la interacciéon fotones-particula produce transferencia de momento desde los
fotones a la particula, lo cual, segin la segunda ley de Newton (F' = ‘Zl—f), generara una fuerza
en direccién al cambio de momento. Ademds, por la tercera ley de Newton se tendra una
fuerza de reaccién en sentido opuesto sobre la particula (Fig. 3.4). Los rayos a; y b; producen
fuerzas F, y Fj en sentido opuesto al cambio de momento. Luego, considerando la simetria de
los rayos y que estos produciran fuerzas de igual magnitud sobre la esfera, se tendra que la
suma de estas fuerzas generadas por los rayos incidentes daran como resultado que la fuerza
de gradiente de intensidad esté dirigida en sentido opuesto a la propagacion del haz incidente.
Entonces, considerando que la fuerza de scattering igual a la fuerza de gradiente [49] producida
por enfocar fuertemente un haz en una zona, se tendra que la particula sera atrapada en esta
zona de mayor intensidad generando la trampa éptica.



= Régimen de Rayleigh r < A

Bajo este régimen, la particula es tratada como un pequeno dipolo eléctrico en presencia de
un campo electromagnético, por lo que la descripcion de la fuerza optica que sufre la particu-
la puede obtenerse utilizando las ecuaciones electromagnéticas. Cuando se realizo el anélisis
geométrico de un haz incidiendo sobre una particula (Régimen de Mie) se obtuvieron dos com-
ponentes asociadas a la fuerza que experimenta la particula bajo la interaccion de la luz, las
cuales corresponden a la fuerza de gradiente y scattering. Considerando la aproximaciéon dipo-
lar; el primer término asociado a la fuerza de gradiente es debido a la fuerza de Lorentz que
actia sobre el dipolo inducido, mientras que el término asociado a la fuerza de scattering es
producto de la absorcién y radiacién de la luz del dipolo (cambio de momentum).

En aproximacién dipolar, la fuerza de Lorentz para una particula en presencia de un campo
electromagnético es [51]:

10p
cot
donde F'y B corresponden al campo eléctrico y magnético, respectivamente, y p es el momento
dipolar inducido, el cual se encuentra relacionado con el campo eléctrico y la polarizabilidad
de la particula mediante la expresién p = aF. A partir de esta relacién, la Ec. (3.2) queda
expresada como:

F=(p-V)E+ x B, (3.2)

o(aE
F = (@E-V)E+ %28 » p
(3.3)
= o{(E-V)E+ 22 x B},
El primer término asociado al campo eléctrico, es posible desarrollarlo mediante el uso de:

2

A
Por consiguiente, la Ec. (3.2) es reescrita de la forma:

F_a{v<%2)—Ex(vXE)+%—fxB}. (3.5)

Considerando la ley de Faraday, V x E = —%—Jf, es posible reescribir la Ec.(3.5) y obtener

de forma reducida la expresion de la fuerza de Lorentz que incluye un término asociado al
gradiente de intensidad y otro asociado al vector de Poynting

F o= a{v(5)-Bx(-3)+ % x5) 6)
= a{iVE*+2(ExB)}.

Si se considera que la particula se encuentra bajo la influencia de un laser, el cual no sufre
ninguna perturbaciéon o cambio en el tiempo, se tendra que el término asociado al vector de
Poynting se anula, asi, el promedio temporal de la fuerza entrega como resultado:

(F) = %<VE2>7 (3.7)
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lo cual corresponde a la fuerza de gradiente [39,51]:
F, = %w. (3.8)

Como resultado de considerar la particula como un dipolo puntual y desarrollar la expresién
para la fuerza de Lorentz, la Ec. (3.8) nos entrega la fuerza de gradiente, de la cual se puede
observar que la fuerza sobre la particula dieléctrica es proporcional al gradiente de intensidad
del haz.

De la interaccién del dipolo con el campo electromagnético se obtendra que el dipolo realizara
la absorcién y radiacion de este campo, lo que tendra como resultado la transferencia de mo-
mentum y fuerza de scattering sobre la particula. Esta fuerza puede ser escrita en términos de
la intensidad del haz [, la seccién transversal de scattering o, el indice de refraccion del medio
nm en el cual se encuentra la particula y la velocidad de la luz en el vacio ¢ [39,51]:

5.6 2 2
F _ Ignm 1287°r m-—1
s c 3)4 m242 )

(3.9)

5,.6 2_ 2
o = 5 (m5)
El criterio para lograr la estabilidad axial de la particula dialéctrica en la trampa éptica esta

dado por la relacién entre la fuerza de gradiente y la fuerza de scattering [39]:

F,
R= Fg > 1, (3.10)

S

de esta forma, para obtener una trampa Optica estable se debe de generar un gradiente de
intensidad lo suficientemente fuerte para cumplir con la ecuacién (3.10).
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3.2.2. Densidad espectral de potencia para una particula confinada

Mediante la descripcién del movimiento browniano asociado a una particula en confinamiento
éptico es posible obtener la densidad espectral de potencia (PSD) de dicha particula. El movimiento
browniano asociado a una particula en un potencial armoénico puede ser descrito mediante la ecuacién
de Langevin [52]:

mi(t) +vi(t) + kx(t) = \/2kgTyn(t) (3.11)
El lado derecho de la ecuacién (3.11) incluye el termino kg7, el cual corresponde a la energia
térmica, donde kp es la constante de Boltzman y T' corresponde a la temperatura absoluta. Ademas,
el termino 7(t) es asociado al movimiento browniano de la particula. El lado izquierdo incorpora
tres términos. El primer término, ma(t), corresponde al movimiento inercial de la particula, donde
m es la masa de la esta. El tercer término, kxz(t) es asociado a la fuerza de restauracién, donde k
es la rigidez de la trampa. El segundo término, vz (t), corresponde a la friccién del medio en el cual
se encuentra la particula, donde « es el coeficiente de fricciéon y puede ser expresado en funcion del
radio de la particula r y el coeficiente de viscosidad 7, segun la ley de Stokes:

v = 67rn. (3.12)

Una particula confinada en un medio acuoso corresponde a un sistema sobre amortiguado [53],

por lo cual el término inercial es despreciado y es posible describir el movimiento segun la ecuacién

(3.13):

v (t) + kx(t) = \/2kgTyn(t). (3.13)

Ya que el término kz(t) de la ecuacion (3.13) corresponde a la fuerza arménica de la trampa, donde

k es la rigidez de esta y puede ser obtenida mediante el espectro de potencia (PSD) asociado a los
desplazamientos de la particula producto del movimiento browniano.

De acuerdo al trabajo realizado por Sorensen y Flyvbjerg [54], es posible obtener una expresién para

el espectro de potencia de la trampa 6ptica. Para ello, introducimos la relacién de Einstein D = 2&L
y la ecuacién para la frecuencia de corte:
k

SR 3.14
o= (314)

Considerando esto, la ecuacién (3.13) es expresada como:
#(t) + f.[2mx(t)] = (2D)7n(1). (3.15)

Definiendo la transformada de Fourier como:

o) = [ X(peas (3.16)
X(f) = / z(t)e* I dt, (3.17)

donde el término f; es asociado a las frecuencias en el espacio de Fourier que permite el tiempo
de medida (f = kT,,.s con k entero y T,,.s el tiempo de medicién), aplicando la transformada a la
ecuacién (3.15) se obtiene:

o . (2D):
= 5=in
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Considerando que el término asociado a la fuente de ruido browniano 7(t) tiene promedio temporal
cero, es decir:

) =0

(3.19)
<ﬁkﬁl*> = Tmrs(sk,h
se obtiene el valor experimental del espectro de potencia:
X(f)P D "
ples) — | = 2 3.20
k Tmsr 27T2(fc _ Zf)2 |77k| ) ( )
que para valores de k£ > 0 da como resultado:
D
Po= (P} = s, 3.21
) T 320

lo cual corresponde a una lorentziana, y es la expresién para la PSD de una particula confinada en
una trampa optica.
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3.3. Escenario de aplicacién biolégico

En procesos bioldgicos la fuerza tiene un rol fundamental, ya que todo movimiento biolégico es
manejado por fuerzas de escala molecular. La habilidad de estudiar estos procesos fundamentales se
ha visto revolucionada por el desarrollo de distintas técnicas que permiten medir fuerzas y despla-
zamientos generados por moléculas individuales, desde células hasta proteinas. La técnica de pinzas
Opticas es considerada una de las mas versatiles para este tipo de estudios, ya que pueden usarse
para ejercer fuerzas de méas de 100 pN en particulas de tamanos entre nanémetros y micrémetros
y simultdneamente medir desplazamientos en las direcciones =, y y z de la particula atrapada con
precision sub-nanométrica.

Caracteristicas Pinzas Opticas | Pinzas Magnéticas | Microscopio de Fuerza Atémica
Resolucién espacial (nm) 0,1 -2 5—10 0,5—1
Resolucién temporal (s) 10~4 1071 — 1072 1073
Rigidez (pN/nm) 0,005 — 1 1073 —-1076 10 — 10°
Rango de fuerza (pN) 0,1 — 100 1073 -10°° 10 — 10*
Rango de desplazamiento (nm) 0,1 —10° 0,56—-5 100 — 200

Cuadro 3.1: Comparaciéon de técnicas comunes utilizadas en sistemas bioldgicos. Fuente: Elaboracion
Propia.

Ashkin y su grupo mostraron por primera vez que moléculas biolégicas individuales como virus,
bacterias, levaduras, células eucariotas e incluso organelos celulares podian ser atrapados y desplaza-
dos sin causar dano 6ptico [40,41,55]. Més tarde, el mismo grupo fue capaz de estimar en tiempo real
la fuerza ejercida por una sola mitocondria desplazandose a través de microtibulos al interior de una
gran ameba Reticulomyxa [56]. La capacidad de las pinzas dpticas también ha sido utilizada para
realizar distintos tipo de estudios, desde la caracterizacion de la elasticidad del polimero ADN de
doble hélice bajo el efecto de fuerzas de 80p/N [57], hasta la estructura y propiedades de deformacién
de glébulos rojos en ausencia de interacciones con la superficie [58,59]. Para demostrar la versatili-
dad de las pinzas épticas comentamos diversas aplicaciones que esta ha tenido. Para el estudio de
procreacion, al ser capaces de atrapar un espermatozoide humano individual, es posible investigar
sobre su movilidad [60]. También han tenido importancia en analizar el proceso de mitosis, donde las
pinzas opticas se han utilizado para hacer seguimiento y alteraciones al movimiento del cromosoma
para el estudio del huso mitético durante la divisién celular [61-63]. En cuanto a la investigacién de
la respuesta inmune, Seeger et al. (1991) [64] guiaron 6pticamente linfocitos T a sus células objetivo
y observaron los cambios morfolégicos y las oscilaciones de membrana en estas tultimas luego del con-
tacto. Por otro lado, también han sido investigadas las propiedades mecénicas de las membranas y la
reorganizacién dindmica de los constituyentes del citoesqueleto por medio de la unién de particulas
de polestireno a la superficie externa de las células y luego tirando de ellas con la pinza dptica [65].
Finalmente, comentamos sobre el estudio de difusion de proteina en la membrana, donde las pinzas
Opticas sirven para arrastrar macromoléculas al plano de la membrana y asi analizar el mecanismo
de interaccién de la membrana de la proteina con el citoesqueleto [66—68].
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Esta tesis tiene dentro de sus objetivos estudiar las deformaciones y desplazamientos de la mem-
brana de glébulos rojos, lo cual, como mencionamos anteriormente, puede investigarse a través de
pinzas épticas. Pero, jpor qué es importante conocer sobre estos cambios en las células? Pues porque
los estudios de fluctuaciones de membrana que se han hecho desde la década de los 70 indican que
estos podrian contribuir fuertemente a la evaluacion de procesos celulares y por lo tanto podrian
jugar un rol fundamental en diagnésticos.

El conocimiento actual sobre las fluctuaciones de membrana es debido al trabajo del pionero
Helfrich [69-72]. A partir de estas fluctuaciones se pueden deducir distintas caracteristicas, como
la longitud de correlacion y la amplitud, que a su vez entregan informaciéon importante sobre las
propiedades mecénicas de la membrana (ver Fig. 3.5) y su interaccién con el medio [73-76].
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Figura 3.5: Ilustracion de las cuatro deformaciones principales que contribuyen a las fluctuacio-
nes de membrana: flexién (bending), estiramiento del area de la membrana (membrane drea chan-
ge/stretching), cambio en el espesor de la membrana (membrane thickness change), y médulo de
rigidez transversal (shearing). Fuente: Extraida de [77]

Helfrich reconocié que el cambio de la membrana desde su forma energéticamente favorable,
conlleva un costo energético gobernado por la rigidez de flexién de la membrana (bending rigidity),
una constante de material caracteristica de la composicién lipidica [71]. Para el caso particular de los
glébulos rojos tenemos que estos son altamente flexibles. Esta flexibilidad se deriva de su estructura
particular, la que carece de nticleo y otros organelos mayores, permitiendo que sean modelados como
objetos homogéneos que producen desplazamientos de fase éptica proporcionales al espesor local.
Por esta razdn, los glébulos rojos son los mas apropiados para el analisis de fluctuaciones. Ya en
trabajos tempranos y con distintas técnicas se han estimado a partir de fluctuaciones los médulos de
flexién con valores de k = 5- 1072 [78], y més tarde k = 3,4 - 1072J para formas de dacriocitos y
estomatocitos, mientras que glébulos rojos de forma de equinocitos mostraron ser considerablemente
més rigidos con k = 13- 1072°J [79]. Por todo esto es que nos interesamos en la técnica de pinzas
opticas y en el estudio de globulos rojos, ya que la técnica permite estudiar este tipo de células con
gran precision y asi poder aportar al conocimiento de manera interdisciplinaria.
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3.4. Estudio de propiedades mecanicas en glébulos rojos

Una condiciéon muy comun que afecta a las células vivas es el uso de medicamentos farmacoldgicos,
que es de gran importancia para el diagndstico y tratamiento de enfermedades. En este sentido, es
importante conocer la concentraciéon exacta de las dosis del farmaco, asi como los efectos secundarios
asociados a un tratamiento particular basado en el farmaco. En esta tesis investigamos el efecto del
resveratrol como agente antioxidante en glébulos rojos individuales, con el objetivo de comprender
el mecanismo de accién de esta molécula como antioxidante en las membranas bioldgicas. Los eritro-
citos humanos fueron elegidos debido a su tnica membrana y que no presentan organelos internos,
que constituyen un sistema celular ideal para estudiar las interacciones de los compuestos quimicos
con las membranas celulares [80-82]. Por otro lado, aunque menos especializadas que muchas otras
membranas celulares, tienen suficientes funciones en comtn con ellas, como el transporte activo y
pasivo, y la produccién de gradientes iénicos y eléctricos para ser considerados representativos de la
membrana plasmatica en general.

En este trabajo se utilizé una técnica de pinzas 6pticas débiles (OT) [83,84] para medir las fluc-
tuaciones de la membrana celular con resveratrol y HCIO. Las técnicas de microscopia éptica no son
invasivas ni destructivas y, por lo tanto, son muy adecuadas para investigar sistemas biol6gicos [85].
La técnica basada en el uso de pinzas opticas considera la deteccion de los cambios de posicién de un
laser colocado en el borde de la célula. La diferencia del indice de refraccién entre el medio circun-
dante y el interior de la célula hace que la trayectoria de la luz se desvie a medida que la membrana
fluctua. Esto permite la medicion directa de las fluctuaciones de la membrana alrededor de la posi-
cion de equilibrio y el analisis de la densidad espectral de potencia de la senal, que en conjunto con
un modelo matematico de la membrana, permite la determinacion de algunos pardmetros mecanicos
como la tensién de la membrana, la rigidez de flexion y la viscosidad efectiva [84,86-89]. Esta técnica
ya se ha utilizado para obtener parametros mecanicos de glébulos rojos, membranas lipidicas [86,87]
y neuronas de PC12 [88,89]. El resveratrol (RV, trans- 3, 5, 4-trihidroxiestilbeno) es un compuesto
polifenol no flavonoide, particularmente abundante en uvas rojas (Vitis vinifera), pero también esta
presente en vegetales y frutas altamente pigmentados [90]. Se ha demostrado que la RV es un potente
agente antioxidante, anticancer y antiinflamatorio [90-92]. En los glébulos rojos se ha demostrado
que el objetivo principal de la accién de RV es en la membrana celular [93]. El mecanismo molecular
de los antioxidantes de polifenol depende de su estructura y de su capacidad para intercalarse en las
membranas celulares, donde interactiian con las bicapas lipidicas, actuando como eliminadores de
radicales y protegiendo asi la membrana del estrés oxidativo [91,94,95]. A pesar de la importancia
para la salud del RV, su efecto en las membranas celulares apenas se ha investigado. Las propiedades
antioxidantes del RV se evaluaron en eritrocitos humanos in vitro expuestos al estrés oxidativo indu-
cido por el 4cido hipocloroso (HCIO). HCIO es un poderoso oxidante natural que dana las bacterias,
las células endoteliales, las células tumorales y los eritrocitos [96,97].

3.5. Modelo matematico de membrana

Las membranas bioldgicas son de suma importancia para el correcto funcionamiento de las células
vivas, ya que ellas son las responsables de separar espacialmente los compartimentos intracelulares,
ademas de ser un obstaculo para el ambiente extra celular. Es justo en esta interfase donde las
senales son transducidas [98], el material es tomado y liberado tanto por procesos activos como
pasivos [99], y donde fuerzas mecdnicas son realizadas entre la célula y su ambiente [100]. Para un
correcto entendimiento de las células bioldgicas es necesario un entendimiento fisico de la membrana
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celular de bicapa lipidica y su mecanismo, lo que ha motivado una gran cantidad de investigaciones.

En sistemas de membrana bicapa como en multicapa las medidas de las fluctuaciones dinamicas
conllevan a la derivacién de parametros mecanicos del sistema. Actualmente, es conocido que las pro-
piedades mecanicas de la membrana bicapa, tales como rigidez de flexién x y tension o, juegan un rol
fundamental en gran cantidad de procesos celulares como movilidad, proliferacién y endo/exocitosis.
Generalmente, es aceptado que la rigidez de flexién depende de la composicion lipidica, mientras que
la tensién es determinada por las fuerzas fisicas presentes que experimenta la membrana, por ejemplo
diferencias de presién osmotica.

Importantes sistemas modelo para membranas biolégicas son los liposomas artificiales compuestos
de moléculas anfifilicas auto-organizadas en bicapas lipidicas cerradas. Dependiendo del método de
formacién, estos liposomas pueden ser de distintos tamanos, desde pequenas vesiculas unilamelares
(SUV, radio de 100 — 500nm) hasta vesiculas unilamelares gigantes (GUV, radio hasta 100um). En
el contexto bioldgico es recomendado llamar a estas vesiculas gigantes liposomas, ya que el término
vesicula esta reservado para vesiculas intracelulares del tamano de las SUVs. Estos liposomas han
sido usados como sistema modelo de membrana y para imitar células.

El entendimiento fisico del mecanismo de los liposomas se basa en la suposiciéon de una fase liquida
cristalina que exhibe elasticidad de flexion. Esto fue usado por Helfrich para describir la energia libre
necesaria para curvar y extender una membrana [101]. La teoria de Helfrich fue exitosamente usada
para modelar las propiedades estaticas de las membranas, y durante las iltimas tres décadas varios
métodos experimentales han sido desarrollados para medir las propiedades mecanicas de membrana.
Un método consiste en medidas estdticas, como aspiracién por micropipeta [102] o estiramiento
de membrana mediante pinza éptica [103]. Para acceder a la dindmica de la membrana, la video
miscrocopia ha permitido la medicién de la evolucion de las fluctuaciones con una resolucién temporal
tipica de 20ms, la cual esta usualmente limitada por la velocidad de adquisicion de video de &~ 50H z.
En esto estudios, el movimiento fuera del plano de la membrana es extraido directamente de las
imégenes [104, 105] y las amplitudes de fluctuacién generalmente no son accesibles bajo los 10nm
[105]. Recientemente ha sido introducido un método 6ptico para medir fluctuaciones de membrana
de glébulos rojos con resoluciones bajo nm y temporal de ms [84], permitiendo cubrir una escala
temporal de hasta 10kH z.

La primera descripcion teérica de la amplitud de fluctuacién de una membrana y su dinamica fue
desarrolla por Brochard and Lennon para el caso de membranas planas [106]. Este luego fue extendido
a geometrias esféricas arménicas por Schneider et al. [107] y Milner y Safran [108], quienes incluyeron
la tensién y la curvatura esponténea en la descripcion esférica. La dinamica de membrana es descrita
a través de una funcién de autocorrelacion S(g,t) de los modos de excitaciéon de la membrana, los
cuales representan el curso del tiempo de relajaciéon para un modo excitado de niimero de onda gq.
La teoria clasica predice un decaimiento exponencial de la funcién de autocorrelacién debido a la
disipacién de energia en el entorno liquido S(g,t)aexrp(—w4t) con la tasa de relajacién del modo
dependiente w, = k¢®/(4n), donde 7 representa la viscosidad del medio. Otras fuentes de disipacién
como la friccién entre monocapas ha sido anadida posteriormente por Evans y Yeung [109] y Seifer
y Langer [110], y han conllevado a una tasa de relajacién que depende de ¢?, en contraste con los
procesos de relajacién cldsicos. Es importante notar que esta ultima friccién mencionada es sélo
esperado que sea significativa a altas curvaturas correspondientes a ¢ > 107m 1.

Varios otros modelos han sido propuestos por Zilman y Granek para explicar las medidas ex-
perimentales de la funcién de decaimiento exponencial del estiramiento en la funcién del factor de
estructura, como fue encontrado en estudios experimentales [111,112]. Este modelo encaja bien para
membranas semiflexibles (k > kgT') con pequenas amplitudes de fluctuacién. Un estudio experimen-
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tal reciente investigé el decaimiento de modos de fluctuacion directamente excitados en GUVs, y
presentan una medicién directa de los decaimientos exponenciales del estiramiento [114] dado por
S(q, t)aexp(—wt®), el cual no estd en acuerdo con la teoria clésica de fluctuacién de membrana.
Mecanismos disipativos adicionales como la mencionada friccion entre monocapas o modos hibridos
son evocados para explicar este comportamiento [113-116]. Por todo lo anterior, la dindmica de las
fluctuaciones de membrana contintia siendo un tema de investigacion.

Aparte de estas descripciones habituales de la bicapa lipidica en términos del Hamiltoniano de
Helfrich, existen descripciones mas complejas derivadas de la teoria de cristal liquido smectic-A, las
cuales han sido exitosamente aplicadas a membranas lipidicas de multicapa apiladas [117,118]. El
caso de membranas lipidicas de multicapa difiere del caso de bicapa unica por la adicién al mdédulo
de curvatura un modulo de compresion que actia a lo largo de la estructura de la capa. Sin embargo,
este modulo de compresion adicional es generalmente irrelevante en el contexto de membranas de
bicapa unica. En ambos casos, bicapa tnica y multicapas apiladas, la friccion entre monocapas
es asumida como el mecanismo disipador [110, 118], y no existe la disipacién a través de entornos
acuosos, mientras que resulta ser un término dominante para longitudes de onda larga en membranas
de bicapa inmersas en agua.

Segun los diversos trabajos mencionados anteriormente para una membrana plana la energia de
fluctuacion es descrita por un funcional de energia libre:

F= / dA |:%H(V2h)2+ %o—(v%f : (3.22)

donde h es la extensién de la membrana, desde su posicién de equilibrio, y la integral suma sobre
toda la superficie. Usando el teorema de equiparticion la funcion de correlacion de la fluctuaciéon
corresponde a:

kgT

< hh) >= ————
qa'"q ,{q4_*_0-q2

(27m)%6(q + ¢'). (3.23)

Fluctuaciones de longitud de onda ¢ se relajan a una tasa de w, = (k¢* + 0¢?)/(4nq) para una
membrana impermeable [119,120], donde 7 es la viscosidad promedio de los dos fluidos separados
por la membrana. Esto nos da como resultado la funcién de correlacion dependiente del tiempo:

< he(t)hi(0) >= (27)%0(q +' q) < hehl, > exp(—wqt). (3.24)

Tomando la transformada de Fourier e integrando sobre todos los modos g obtenemos la PSD para
una membrana plana:

PSD = / 5 / < hy(t)h_q(0) > exp(iwt)dt (3.25)
(2pi)
- / dg < hyhy > ——t (3.26)
1o 11 w? + w? '
AnkpT d
_ e / - - (3.27)
™ (k® + 0q)* + (4nw)
En los casos limitados de bajas y altas frecuencias encontramos que cuando w — 0o:
kgT
PSD = LA (3.28)
127 (2n%K)3ws3
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y cuando w — 0

T
psp = kol (3.29)

dow’

De esta forma es posible analizar la PSD de una membrana segin el rango de frecuencias nece-
sarios.
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Capitulo 4

Montaje Experimental

Los disenos experimentales de pinzas épticas. Se pueden dividir en dos secciones, una asociada
a preparar el haz con el cual se producira la trampa y otra donde se genera, visualiza y detecta la
trampa. En la primera seccion el haz es expandido, filtrado y colimado, de esta forma cumplira con
las caracteristicas necesarias para generar la trampa (explicadas en las secciones anteriores). En la
segunda seccion se tendra un sistema de microscopio éptico en conjunto a detectores de posicion,
en esta parte del montaje se podra generar, visualizar y detectar la trampa. Dentro de los disenos
de pinzas opticas se tendran montajes con distinta complejidad, dependiendo del control, resolucién
espacial y temporal a la cual sea necesario llegar. Ejemplo de ello es el sistema de doble pinza 6ptica,
con el cual se logra obtener hasta el doble de resolucién espacial que un sistema de pinzas Opticas
simple [26, 39, 121].

Muestra Iluminacion

aga [ .
o )>< ]:\_ > < /

Condensador

Telescopio Lente Objetivo Detector

—

Figura 4.1: Sistema de pinzas 6pticas simple. El laser IR es expandido, filtrado y colimado en el
telescopio, luego es focalizado por un lente objetivo sobre la muestra, produciendo la trampa éptica.
Posterior el lente condensador colecta la luz laser y desvia hacia el detector, a su vez ilumina la
muestra para visualizar la muestra en vivo en la camara. Fuente: Elaboracion propia.
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4.1. Adaptaciéon instrumental

La implementacién de pinzas épticas en diversas areas de la ciencias a llevado a este instrumento
a sufrir distintas modificaciones segun lo requiera la investigacién. El desarrollo de la presente tesis
tiene como uno de sus objetivos, realizar modificaciones a un sistema de pinzas épticas(ver Fig.4.2)
con la finalidad de estudiar fluctuaciones de membrana y propiedades mecanicas de glébulos rojos
bajo distintas condiciones.

La primera modificacion corresponde al control de potencia del laser, debido a que si la trampa
Optica actia como tal, las fluctuaciones de la membrana se verian afectadas por la fuerza de la
trampa Optica sobre esta. Como el ldser utilizado en el montaje (Ventus HP,5000mW A = 1064nm)
actia de forma optima sobre 1W de potencia de salida (descrito por el fabricante) es necesario
disminuir la potencia del laser de tal forma que este actué en su rango operativo optimo y que a
su vez no genere fuerza o dano sobre la muestra. La segunda modificacién corresponde al control
de los desplazamientos del laser sobre la muestra, debido a que el piezo-eléctrico posee un recorrido
angular de £73urad lo que es equivalente a 600nm en el plano de la muestra. Esto es insuficiente
para estudiar glébulos rojos ya que para ello es necesario tener un desplazamiento minimo de 1,5um.

Figura 4.2: Configuracién de pinzas épticas débiles. El laser infrarrojo (Ventus HP, A = 1064nm)
pasa a través de diferentes componentes relevantes antes de llegar al plano de la muestra(sample).
Por medio de estos componentes es posible controlar la potencia del laser hasta llegar a 0,9mW en
el plano de la muestra. Para obtener desplazamientos superiores a 2um y escanear la totalidad de la
zona lineal de un glébulo rojo, se utiliza un espejo piezoeléctrico (PZM) en conjunto a un sistema
de expansor y uno reductor del haz (lentes L1-L2 y L3-L4), permitiendo alcanzar un desplazamiento
de 2,2um. En el plano de la muestra, el laser se enfoca mediante la lente de objetivo de inmersién en
agua (OL1) y se dispersa parcialmente fuera del borde de la célula. La luz laser que sale del plano de
la muestra se recoge mediante una lente objetivo condensadora (OL2) y se proyecta en un detector
cuatro cuadrantes (QPD) colocada en un plano conjugado del sistema mediante el cual se miden los
cambios en la posicién de la luz laser. Fuente: Elaboracién Propia.
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Control de potencia

En el montaje (Ver Fig.4.2.) el laser infrarrojo Ventus de longitud de onda de 1064 nm es operado
a 40 % de su capacidad lo que es equivalente a una potencia de salida de 17//. Inicialmente pasa por
un sistema de espejos M1 y M2 en arreglo de periscopio, elevando la altura del haz. El arreglo
de placas (lambda medio) %—PBS 1—% es utilizado para controlar la potencia del laser sin tener
que modificar la corriente con que se alimenta el laser (40 % opera estable). El laser se encuentra
polarizado verticalmente, al rotar la primera placa %, esta rota la polarizacion del laser, cambiando
las proporciones de luz polarizada horizontal o verticalmente. El cubo polarizador divisor de haz
PBS1 divide la luz polarizada, reflejando la luz polarizada horizontal y transmitiendo la componente
vertical. La componente reflejada del haz es desviada hacia un bloqueador mientras que la componente
transmitida incide sobre la segunda placa % la cual permite rotar libremente la polarizacion vertical
que sale del PBS1. Por medio de este sistema en conjunto a un filtro ND se podra controlar la
potencia del haz llegando a 0,9mW sobre el lente objetivo y con el laser operando en un régimen
estable de potencia.

Control de desplazamientos

El sistema de lentes L1 y L2 expanden el didmetro del haz con la finalidad de conjugar (ver
secci6n 4.2) el espejo M3 controlado por un piezo-eléctrico con el plano de entrada del lente objetivo
OL1 sin reducir considerablemente el tamano del haz. Los lentes L3 y L4 son utilizados para conjugar
el plano de PZM con el plano del lente objetivo. ademas en conjunto con L5 hacen que el espejo M3
y el fotodetector estén en planos conjugados. De esta forma la posicion del haz en M3 sera un punto
pivote del laser a medida que se propaga, entonces las deflexiones angulares del laser al mover el espejo
M3 casi no seran detectadas en el fotodetector, asi la senal que se detecta es predominantemente
la producida por la muestra. Es decir, sobre el QPD el laser apenas se traslada al rotar el piezo
eléctrico, cambiando poco los voltajes que entrega para eje x o y. Ademads la configuracion de lentes
L3 y L4,también permiten controlar horizontalmente (sin cambiar la posicién del foco) la posicién
de la trampa dptica (rotando M3 con el piezo), debido a que M3 y OL1 se encuentran conjugados.

4.1.1. Sistema de visualizacion

La luz azul proveniente de la fuente de iluminacion IL es enfocada sobre el lente colector OL2
por medio de la lente L6 y el PBS2, luego la luz es colectada por OL1 y dirigida hacia la camara C
por medio del dicroico D que desvia el laser y solo transmite la luz azul. Para hacer imagen sobre C
se utiliza un lente de tubo TL que corrige las aberracién esférica que producen las lentes objetivos.
Finalmente, es posible visualizar la muestra de glébulos.

22



4.2. Planos conjugados

Dos puntos de un sistema 6ptico se encuentran en planos conjugados, entonces deflecciones an-
gulares del haz en el primer punto, solo produciran un cambio en el dngulo del haz ubicado en el
segundo punto, y no un movimiento con respecto al eje 6ptico. Esto se puede demostrar considerando
un sistema 6ptico de 2 lentes delgadas (Ver Fig.4.3.)

Ll L:

(¥0:6) (31, 61)

' 'I'
h Ai+f fa

Figura 4.3: Representacién de un rayo en sistema de planos conjugados utilizando lentes delgadas
LyyLs de distancias focales f; y fo Fuente: Elaboracién Propia.

La matriz caracteristica de un haz en propagacion en el espacio libre corresponde a:

H ﬂ (4.1)

Mientras que la que caracteriza a una lente delgada es:

L )

f
Considerando ambas matrices el sistema 6ptico formado por dos lentes (ver Fig4.3) sera:
_ |1 A 10 L fit+ /o 10 1 fo
M‘[o 1“—%1 0 1 -+ L]0 1 (43)
1 2
Obteniendo y5 = —%yo y 0= —%90. De esta forma manteniendo las distancias fijas se obtendra

que cualquier variacién del angulo asociada al rayo de entrada tendra como respuesta en el rayo final
solo una desviaciéon angular de este, y no producird un desplazamiento del eje 6ptico.
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En pinzas épticas es de suma importancia realizar movimientos traslacionales en el plano de
la muestra, y al mismo tiempo que estos movimientos no generen aberraciones en las trampas y
pérdidas de potencia debido a desplazamientos fuera de la apertura del lente objetivo. Esto no se
logra solo con el PZM (ver Figd.2) ya que este genera deflexiones angulares en el liser que no
seran equivalentes a desplazamientos traslacional en la muestra. Sin embargo, segin lo descrito
ateriormente, las deflexiones asociadas al PZM2 se pueden convertir en movimientos tranlaciona
sobre la muestra por medio de la configuracién de un sistema 4f [121,122]. Este es un sistema de
2 lentes que genera planos conjugados denotados por * y se encuentran asociados a los planos en
PZM* y la apertura de LO1 (ver Fig4.4.), al conjugarlos se tendrd que desviaciones angulares del
haz producidas por PZM2 generan desplazamientos translacionales sobre la muestra, de esta forma
los planos PZM y el de la apertura trasera del lente objetivo son conjugados de tal forma que el haz
incida en LO1 en el mismo punto independiente del angulo de deflexién producido por PZM.

e

Figura 4.4: Diagrama de rayos para configuraciéon de planos conjugados (denotados por *)mediante
la utilizacion de sistema de lentes 4f. Este sistema convierte deflexiones angulares del haz en PZM a
desplazamientos tranlacionales sobre la muestra en LO1. Fuente: Elaboraciéon propia.
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La misma configuracion es utilizada para conjugar la apertura del lente colector OL2 y el foto-
detector QPD con el lente Colector actia como lente de distancia focal f; y una segunda lente de
distancia focal fy es ubicada luego de este. Utilizando esta configuracién es posible obtener que las
deflecciones del haz debido al PZM no se vean en el QPD.

0L1 OL2 sk sk  PBS2

—————
V4

Figura 4.5: Diagrama de rayos para configuracién de planos conjugados (denotados por xx)mediante
la utilizacién de sistema de lentes 4f. Este sistema recupera la posicion del laser en el PZM con la

finalidad de que el haz no se desplace del eje 6ptico para adquirir las senales de voltaje con el QPD
. Fuente: Elaboracion propia.

Para visualizar que el QPD se encuentra conjugado es necesario realizar un barrido de las posi-
ciones en z de este(ver Fig.4.5). Para ello se generan oscilaciones del PZM de 0V a 150V, a medida
que estas ocurren se realiza un desplazamiento medido en z, registrando la oscilacién con el QPD. A
medida que uno se aproxima al plano conjugado se tendra que la oscilacion comienza a disminuir.

0.08

T
—Posicién 1
Posicién 2
—Posicion 3
—Plano conjugado

0.06

0.05

0.04 "

Voltaje QPD (V)
=3
[

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
Cantidad de datos (U.A.) %10°

Figura 4.6: Determinacién de plano conjugado para QPD utilizando oscilaciones de PZM. Con la
oscilacién fija del PZM a medida la posicién del QPD se acerca al plano conjugado la oscilacién
comienza a disminuir Fuente: Elaboracién propia.
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4.3. Caracterizacion laser

El laser es la pieza fundamental de la implementacién del sistema de pinzas opticas, ya que segin
lo descrito en capitulos anteriores, este debe cumplir con caracteristicas especiales para un buen
funcionamiento de la trampa (Longitud de onda, T E My, estabilidad). Sin embargo, para realizar
el estudio de glébulos rojos es necesario aplicar modificaciones al setup, de tal forma de obtener un
control sobre la potencia y el ancho del haz (descrito en la seccién adaptacién instrumental). Bajo
estas modificaciones es necesario caracterizar el laser del sistema. El laser utilizado en el montaje
experimental es un ldser Ventus, infrarrojo(A = 1064nm), cuyas especificaciones técnicas indican
potencia maxima de salida de 5w y perfil del haz T'E My de ancho 2,4040, 20mm. Segin lo senalado
previamente es necesario disminuir la potencia del laser a 0,9mw de llegada al lente objetivo y
ademas realizar una modificacién en el tamano del spot con la finalidad de obtener un mayor rango
de desplazamiento en el plano de la muestra. Las caracterizaciones del perfil y potencia del laser son
presentadas en el siguiente capitulo.
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4.3.1. Perfil de intensidad

La caracterizacién se realiza utilizando un Beam Profiler (Thorlabs:BP109-UV) cuya sensibilidad
del instrumento es de 0,001pm. Las medidas son realizadas posicionado el instrumento a una distancia
de 50cm de cada punto de medicion. Los datos son obtenidos mediante el programa de analisis

(Thorlabs Beam 6.2) y luego son procesados utilizando Matlab.

El analisis del perfil de intensidad del laser es interpretado mediante los pardmetros ancho medio
de la funcién gaussiana (FWHM) y eficiencia del ajuste (R?). En base a estos pardmetros cuando el
laser opera a una corriente de 40 % se presenta un notorio perfil gaussiano (ver Fig.4.7).
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Figura 4.7: Perfiles de intensidad a 40 % de potencia del ldser en la salida de este, y a la entrada del
lente objetivo. El desplazamiento del eje x pudo ser producido por movimientos del instrumento de

medida en el mismo eje. Fuente: Elaboracion propia.
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Los valores de ajustes gaussianos para los perfiles del laser son presentados en la tabla 4.1, en
ella es posible observar los valores del ancho de cada perfil y la diferencia porcentual. El parametro
de ajuste R? no es incluido debido que para los cuatro casos el valor solo presenta variacién en la
milésima.

Perfil FWHM,(mm) | FW HM,(mm) | Diferencia %
Sin expandir 1989,3 1896,2 4.7
Expandido 32145 3123 3 14

Cuadro 4.1: Valores de ancho y R? para distintas potencias del ldser. Fuente: Elaboracién propia.

Utilizando la configuraciéon de sistema expansor y reductor fue posible corregir en gran parte la
diferencia en los anchos del haz. Ademds se puede apreciar en la figura 4.7 como los perfiles presentan
visiblemente una forma gaussiana y ninguna deformacion.

4.3.2. Respuesta corriente/potencia en laser

Debido a que la potencia del laser en la entrada del lente objetivo debe ser de aproximadamente
0,9mw, es necesario conocer la respuesta del laser en funcién a la corriente que se le suministra,
de esta forma se podra conocer si existe algin régimen de corrientes bajo el cual el laser no tenga
respuesta en potencia lineal. Para realizar este procedimiento fue necesario utilizar un filtro ND 1.0
con la finalidad de reducir la potencia del laser incidente sobre el power meter.
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Figura 4.8: Respuesta en potencia laser Ventus. Fuente: Elaboracion propia.

Del ajuste grafico a los valores experimentales (ver Fig.4.8) es posible analizar el comportamiento
lineal en potencia del laser, ya que el valor de ajuste R? fue de 0,9984. De lo cual es posible concluir
que el laser otorga una respuesta lineal en potencia.
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4.3.3. Estabilidad en potencia

La estabilidad en potencia del laser se midi6 utilizando el beam profiler durante 22 min con el laser
operando a 40 % y controlando la potencia de llegada del ldser sobre el sensor por medio del sistema
de placas lambda medio y PBS. Esto entrego como resultados, que el laser opera completamente de
manera estable (ver Fig.4.9).
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Figura 4.9: Estabilidad del ldser en potencia funcionando a 40 % y con potencia de llegada al lente
objetivo de 572,9mw. Fuente: Elaboracion propia.

En la figura (4.9) es posible observar estabilidad temporal del ldser representada por la variacién
en potencia de aproximadamente 0,1mw para un intervalo de 22 minutos. La estabilidad temporal en
potencia, de acuerdo a los datos presentados, indica que, para nuestro caso particular, el laser sera
utilizado a 40 % de su rendimiento y su potencia sera controlada utilizando el sistema de placas \/2
y PBS. Asi, es posible concluir que el laser opera de manera estable bajo la configuracion utilizada y
que la variacion temporal en su potencia no afectara las medidas dado a que estas duran 2 minutos.
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4.4. Adquisicion de datos

Para adquirir los datos de fluctuaciones de globulos rojos es necesario tener control sobre el piezo
eléctrico en el cual se encuentra el M3 (ver Fig.4.2) y tener control del QPD. Para esto se implement6
un programa en Labview (ver Fig.4.10) con el cual es posible controlar las senales de voltaje del piezo
eléctrico mediante la conexién al controlador del PZM. Mientras que los datos son extraidos por el
programa mediante la conexién del QPD a una tarjeta de adquisicién (natural instrument) que
convierte la senal de analdgica a digital.

ON: Voltaje Automético OFF: Voltaje Manual ON: Voltaje Automitico  OFF: Voltaje Manual
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Figura 4.10: Visualizacién de programa de adquisicién de datos en modo automético (a) y modo
manual (b) para medidas de fluctuaciones en globulos rojos. Fuente: Elaboracién propia.

Cuando el interruptor en (1) se encuentra encendido el programa permite realizar un barrido de
0OV a 150 V determinando la resolucién del paso que se desea utilizar(3) y visualizando el paso del
voltaje (5), este barrido sera el utilizado para obtener la zona lineal sobre los glébulos. Ademsds, es
posible seleccionar la cantidad de datos y tiempo que se dese realizar la medida (2) y si estos valores
desean ser almacenados o no (4). Cuando el interruptor se encuentra apagado el programa muestra
dos cuadros de seleccién de voltaje para « e y (8) de esta forma se puede realizar un control manual
de la posicién del haz sobre la muestra. Ademés el programa consta del selector de puerto (6) y de
la visualizacién en tiempo real de la senal.

4.4.1. Fotodetecciéon

El método de fotodeteccion utiliza el mismo haz laser con el que se generan las trampas para
realizar el registro de las las senales biologicas. Para ello es necesario detectar la interferencia pro-
ducida entre la luz dispersada el globulo y la no dispersada por este, la senal de interferencia sera
colectada por el lente condensador y dirigida hacia el fotodetector (ver Fig.(4.2)). Cuando el haz
incide sobre el fotodetector (ver Fig.(4.11b)), la intensidad del haz se encontrara distribuida entre
los 4 cuadrantes (ver Fig.(4.11b)) del detector, esto producird voltajes proporcionales al nimero de
fotones que inciden sobre la superficie. Las senales de posicion X-Y que otorga el detector seran
combinaciones lineales de los voltajes en cada cuadrante:
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(Q2+ Q3) — (Q1+ Qq)

*= (Q1+ Q2+ Q3+ Qu) (44
(@1 +Q2) — (Q3 + Q)

M (G Ra (£9)

Sum = Q1+ Q2+ Q3 + Q4 (4.6)

La senal Sum sera utilizada para normalizar las respectivas senales. La respuesta del detector a los
desplazamientos del haz seran tratados en el siguiente capitulo.

CEA-, 24
\l \\\
KEZ D

ot

\"' r
~._ Laser

ot
A

(a) Cuadrantes (b) Léser en detector

Figura 4.11: Fotodetector. (a) Cuadrantes del fotodetector. (b)Laser incidiendo sobre fotodetector.
Fuente: https://www.thorlabs.com/newgrouppage9.cfmobjectgroup_id=4400pn=PDQ80A
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Capitulo 5

Desarrollo experimental

El andlisis de glébulos rojos requiere de una secuencia de pasos que deben de ser desarrollados
antes y después de comenzar las medidas, estos consisten en:

1. Calibracion de los desplazamientos del laser a escala real.
2. Preparacion de la muestra.

3. Curvas de calibracion.

4. Adquisicién de datos

En el siguiente capitulo se describira cada uno de los pasos realizados para la obtencién de parametros
mecanicos es glébulos rojos
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5.1. Calibracién de los desplazamientos del laser

La calibracién de los desplazamientos del ldser de voltaje (V) a micrémetros (um) requiere de
una calibracion del tamano de pixel, en la cual se utiliza el test target USAF 1951, este posee grupos
de elementos con dimensiones reales conocidas. Para esto es necesario posicionar el test target en el
plano muestra del montaje experimental y visualizar algiin grupo para medir el ancho en pixel de uno
de sus elementos (ver Fig.5.1). Cuando se obtiene la imagen de un grupo (utilizado en el experimento
grupo 7-1) y en funcién del valor real del ancho de cada figura (otorgado por el fabricante) es posible
determinar el tamano de pixel en escala real para el setup (El tamano de pixel fue verificado en
diversas ocaciones durante el desarrollo experimental)

RESOLVING POWER TEST TARGET

USAF - 1951

Figura 5.1: A) Familia de figuras en test target USAF 1951. B) Visualisacién de grupo 7-1 del test
target en montaje experimental. Elaboracion Propia.

Luego de que el tamano de pixel es determinado, es posible reescalar los desplazamientos del laser
en voltaje (V') a um. Esto se realiza mediante desplazamientos del laser desde 0V a 150V, registrando
por medio del sistema de visualizacién cuanto es el desplazamiento en pixeles del laser (ver Fig.5.2)

oV 150V oV 150V

Figura 5.2: Desplazamiento de haz laser por medio de PZM para calibracién en escala real de los
desplazamientos. Elaboracién Propia.
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5.2. Preparacién de la muestra

La preparacién de la muestra consta de dos etapas, la primera consiste en preparar la camara en
la cual los globulos seran colocados para realizar el estudio, mientras que la segunda etapa consiste
en la preparacion de los globulos bajo las condiciones que se desean estudiar.

5.2.1. Preparacién camara

La preparacion de la camara en la cual los glébulos seran colocados, se realiza utilizando cubre
objetos de vidrio (Hirshchman 242100mm) y papel Parafilm, para ello se corta una seccién de papel
del tamano del cubre objeto y en forma de u, esta seccion en forma de u se ubica sobre el cubre
objetos para luego colocar otro cubre objetos sobre ella(cubre objeto, para film, cubre objeto) una
vez realizado esto el sistema cubre objeto Parafilm es posicionado durante 10 segundos sobre una
plancha de calor, con esto el Parafilm se derrite quedando los canales sellados en las zonas laterales
y abiertos en la parte superior (ver Fig.5.3) luego se deja enfriar durante 2 horas (con la finalidad
de que la cdmara se ventile de los gases debido al derretimiento del para film) para ser utilizada.
Cuando el fluido con los glébulos es introducido en la cdmara, el proceso de sellado consta solo de
colocar papel Parafilm en la arte superior de los canales.

Figura 5.3: A) El Parafilm cortado en forma de u es ubicado entre dos cubre objetos el tipo de corte
se debe a que por un lado ingresa el fluido mientras que por el otro sale el aire desplazado, de esta
forma la camara queda llena de forma uniforme y sin burbujas de aire.B)Proceso de sellado de los
cubre objetos mediante calor. C) cdmara sellada luego del proceso de calor. Fuente: Elaboracién
Propia.

5.2.2. Glébulos rojos normales

Todas las muestras de glébulos rojos humanos se prepararon antes de cada experimento pinchando
el dedo a un donante sano, que siempre fue el mismo. Para preparar la solucion, se utilizo un primer
tubo (tubo Eppendorf), se diluyeron 10ul de sangre en 1ml de Buffer de PBS (mezclado con 0, 04grs
de BSA). De esta solucién se tomaron 50ul que se diluyeron en 1ml en un segundo tubo. Esta iltima
solucion contiene el niimero apropiado de glébulos rojos sanos. Para cada preparacion, y antes de su
uso, se verific a simple vista en un microscopio que la poblacién de glébulos rojos estaba sana para
luego preparar la muestra. De hecho, el Buffer se filtré cada vez que se utilizéo mediante el uso de
filtros de 0,2um .
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5.2.3. Glébulos rojos con hipoclorito de sodio (HCIO)

El objetivo es lograr una muestra que contenga glébulos con una concentracién de HC1O 2mM.
Usando la solucién del segundo tubo para RBC normales, extraiga de él 56ul, y coloque en el tubo
6ul de HCIO extraido de HCIO 34mM. Esta cantidad corresponde a generar una concentracion
final de 2mM de HCIO. Verifique a simple vista con un microscopio, que si los glébulos rojos ain
estan sanos. La idea es causar un efecto controlado de manera que no afecte de manera significativa
al glébulo rojo, es decir, los glébulos rojos aun parecen sanos. Verificado este punto, prepare una
muestra.

5.2.4. Glébulos rojos con resveratrol.

El objetivo es lograr una muestra que contenga globulos con una concentracién de resveratrol
2mM . Usando la solucion del segundo tubo para glébulos rojos normales, extraiga 232ul y coloque
en el tubo 182ul de resveratrol extraido de 0,25mg de resveratrol de manera que genere una concen-
tracion final de resveratrol 2mM en el tubo con glébulos rojos sanos. Verifique a simple vista en un
microscopio, de la misma manera que antes, si los glébulos rojos estan sanos. Verificado este punto,
prepare una muestra.

5.2.5. Globulos rojos con resveratrol e hipoclorito de sodio.

En este caso, repita el procedimiento para preparar globulos rojos con resveratrol. Incubar esta
solucién durante 1 hora. Cumplida esta vez, coloque en el tubo 6ul de HCIO extraido de 34mM
HCIO. Debido a que la idea es causar un efecto controlado de manera que no afecte de manera
significativa al RBC, como antes, inmediatamente después de preparar la solucion, se corrobora que
los glébulos rojos parecen saludables al usar un microscopio. En este punto, se puede usar la muestra.
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5.3. Curvas de calibracion

Las curvas de calibracién son realizadas posicionando el globulo rojo a un borde del haz laser,
para esto es necesario realizar desplazamientos mecanicos con el porta muestra ubicando el glébulo
en el borde del haz (Debido a que el movimiento del piezo es limitado a 2,2um) una vez realizado
esto se procede a generar desplazamientos del haz por medio del PZM. Estos desplazamientos son
controlados por medio del programa de Labview con el cual se generan cambios de voltaje que van
desde OV a 150V en el PZM con pasos de 2 volt. Los desplazamientos del laser son captados por el
QPD que por medio de un sistema de adquisicién de datos guarda estas seniales en funcion de los
voltajes que se generan en el QPD. Una vez realizado el barrido los datos son graficados para obtener
la zona lineal en la cual se posicionara la trampa.
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Figura 5.4: A)Barrido del ldser de 0V a 150V, sobre el glébulo rojo. B) triplicado de curva de
calibracién en funcién del voltaje del PZM y QPD. Es posible observar que en el tramo entre 0V y35V
del PZT, la senal se mantiene plana debido a que el ldser aun no tiene contacto con la membrana, sin
embargo pasado este tramo comienza a aparecer la zona lineal hasta los 95V . Fuente: Elaboracién
Propia.
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De la curva de calibracién (ver Fig.5.4) se extrae el factor de conversién para realizar el reescala-
miento de las senales del QPD de voltaje a micrometros. Esto se realiza considerando la calibracién
del tamano de pixel, es decir la curva de calibraciéon puede representarse mediante desplazamientos
en micrometros del laser y no en funcién del voltaje, ya que, previamente se caracterizé el desplaza-
miento del laser en micrometros.
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Figura 5.5: Ajuste de recta en zona lineal para curva de caracterizacion. Fuente: Elaboracion Propia.

Tras realizar el cambio de voltaje a micrémetros para la curva del PZM, mediante un programa
de andlisis en Matlab se selecciona la zona lineal de la gréfica. El programa realiza un ajuste lineal
de la zona seleccionada (ver Fig.5.5), del cual se extrae la pendiente con la cual se podré escribir el
factor de conversién como:

o 1 Desplazamiento(pum) (5.1)
m VQPD

Luego de determinado el factor de conversion los datos en voltaje obtenidos a partir del foto-
detector son multiplicados por el factor de conversién 5.1, de esta forma las senales de voltaje del
fotodetector son convertidas a micrometros:

Medidaum =F x VQPD (52)

Este procedimiento fue realizado para cada glébulo rojo, tanto al inicio, en la fase intermedia y al
final de las medidas de fluctuaciones. Con estas tres curvas se obtuvo una pendiente por cada una y
luego un promedio de estas. Este promedio fue el utilizado para convertir las senales del QPD a um.
Ademas estas curvas son de suma importancia debido a que si alguna de ellas presenta un desplaza-
miento respecto a otra significa los glébulos sufrieron algiin tipo de desplazamiento descartando de
esta forma ese set de datos.
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5.4. Analisis de datos

5.4.1. PSD

Para determinar los pardmetros mecanicos de la membrana de RBC, se determina la PSD de las
fluctuaciones temporales de la membrana, mediante Matlab como el cuadrado de la transformada
rapida de Fourier (FFT) de las series de tiempo grabadas y:

Y =FFT(y) (5.3)
Y xY
PSD = Pg (5.4)

Aqui, Y* denota el complejo conjugago de Y, P es el nimero de datos en y, y S es la tasa de
muestra de y en Hz. Cada valor de la PSD corresponde a la frecuencia f desde 0 a la frecuencia de
Nyquist % con un incremento de Af = %. Luego se ajusta el modelo de membrana plana descrito en
el capitulo 1. La PSD es obtenida mediante los valores las fluctuaciones de la membrana de cada RBC.
Estas fluctuaciones se registraron durante un total de 200 segundos en intervalos de 10 segundos a
una frecuencia de adquisicién de 20 kHz. Antes de determinar la desviacion estandar media (STD) de
la membrana alrededor de su posicion de equilibrio, a cada senal de 10 segundos se le resta su valor
medio para centrar las amplitudes de fluctuacion en cero. Antes de promediar, los datos se filtraron
eliminando cualquier punto de datos (refiriéndose al valor STD para datos de 10 segundos) cuyo valor
de amplitud STD estaba a 3 desviaciones estandar del valor medio. Sin embargo, para cada RBC
se descarta un maximo de 4 conjuntos de datos. La amplitud STD final y su error estandar para
cualquiera de las cuatro condiciones estudiadas se calcula promediando el valor total obtenido de
cada medicién de RBC individual. Para determinar la rigidez a la flexién de los RBC individuales, se
calcul6 la Densidad Espectral de Potencia (PSD) (con el algoritmo FFT, Matlab) para cada conjunto
de datos de 10 segundos. El PSD experimental que se ajustara corresponde al valor promedio de las
mediciones de 20-10 segundos. La Figura 5.6 muestra la PSD media para un RBC medido y una
curva con la pendiente esperada para comparacién.
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Figura 5.6: Analisis de PSD y modelo matemético. La PSD media correspondiente a una medicion
completa de 200s sobre un RBC, la linea naranja tiene la pendiente teérica esperada f(=5/3) en el
régimen de alta frecuencia. También indica los rangos de frecuencia donde se ajusté Eq.3,29 para
determinar k. El recuadro muestra el histograma distribuido de Gauss de amplitudes de fluctuaciones
para el mismo RBC. Fuente: Elaboracion propia.

5.4.2. Analisis estadistico

Los datos que se muestran en la tesis son la media + SEM del nimero de experimentos indepen-
dientes (n) y representan experimentos realizados en al menos tres ocasiones diferentes con resultados
similares. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias, y las comparaciones entre los grupos
se realizaron mediante una prueba de Tukey protegida. La significacion estadistica se definié como
p < 0,01.
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Capitulo 6

Discusion y analisis de resultados

En este capitulo se presentan los resultados de fluctuaciones y parametros mecanicos obtenidos
para glébulos rojos mediante distintas condiciones experimentales. Realizando un analisis de estos
resultados y su posible interpretacion.

6.1. Analisis de resultados

Con el fin de dilucidar el mecanismo por el cual el resveratrol actiia como un agente antioxidante
en la membrana celular, determinamos la fluctuacién media del borde en cien glébulos rojos (RBC)
sanos. La fluctuacion media del borde es equivalente a obtener la STD a partir de un histograma
de fluctuacién (figura 5.6). Para los RBC normales, se ha encontrado una fluctuaciéon media de
28,4 + 2.9nm, que es consistente con los valores reportados en la literatura usando varias técnicas
[83,84,86,123], como se muestra en la tabla 6.1

STD (nm) | Numero de muestras n técnica Referencia
284 +29 100 Basada en pinzas Opticas | este trabajo
33,0+£1,3 21 Basada en pinzas épticas [84]
23,6 £0,6 94 procesamiento de videos [123]
30,0£5 - procesamiento de videos [86]
39,6 + 6,8 16 Basada en pinzas épticas [83]
36,3 £ 12 — Tedrico 84]

Cuadro 6.1: Comparacién de los valores medios de fluctuaciones (STD) de los glébulos rojos sanos.
Fuente: Elaboracion propia.

Para investigar el efecto protector del resveratrol sobre las propiedades mecanicas de los glébulos
rojos, estos se prepararon bajo diferentes condiciones. En la figura 6.1 se muestran los resultados
estadisticos de esta investigacion, que se analizaron utilizando la prueba ANOVA de dos vias. Debido
a este andlisis, es posible mostrar en la figura 6.1 que no hay una diferencia estadistica significativa
entre las fluctuaciones medias de los RBC de control en comparacion con los RBC incubados solo con
resveratrol. Los valores muestran, al principio, que el resveratrol no produce rigidez en la membrana.
En contraste, las fluctuaciones medias disminuyen para los RBC en presencia de un HCIO de 0,2uM
y para los RBC en presencia de Resveratrol mas HClIO. Aunque, es posible apreciar una diferencia
estadistica significativa entre la fluctuacién media de los globulos rojos en presencia de HCIO en
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comparacion con la fluctuacién media de los glébulos rojos en presencia de resveratrol con HCIO.
Diferencia estadistica entre ambos casos, indican el efecto protector de resveratrol. En relacién con
este resultado, es necesario pensar cémo funciona el mecanismo de proteccion del resveratrol.
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Figura 6.1: Valores de STD de las fluctuaciones de RBC en diferentes condiciones. RBC normal
(control, n = 100), RBC con 20uM de resveratrol (RV, n = 20), RBC con 0,2mM de HCIO (HCIO,
n = 20) y RBC preincubados con resveratrol y luego expuestos a 0,2mM de HCIO (RV + HCIO,
n = 20). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias, las comparaciones entre los grupos
se realizaron mediante una prueba de Tukey protegida. La significacion estadistica se definié como
P < 0,01. Fuente: Elaboracion propia.

Como se mencioné antes, el analisis de fluctuacion da una primera indicacién sobre el comporta-
miento de la membrana de RBC en diferentes condiciones. Con el objetivo de obtener las propiedades
mecanicas de la membrana, se realizo un andlisis mas especifico. El médulo de flexién k y la vis-
cosidad efectiva 7y et se obtuvieron a partir de la densidad del espectro de potencia (Tabla 6.2).
La viscosidad efectiva corresponde a un valor medio entre la viscosidad dentro y fuera del glébulo.
No hubo una diferencia significativa en el efecto de 1 bajo ninguna condicién analizada, obteniendo
como resultado un valor ~ 85,9 + 1,0Pas para cada caso. Por otro lado, el valor del moédulo de
flexién varié para diferentes condiciones en comparacién con los RBC normales (control). De hecho,
los valores de x para los RBC tratados con RV fueron mas bajos que los de las células de control,
incluso cuando las fluctuaciones no fueron significativamente diferentes. Los RBC solo en presencia
de HCIO tuvieron el valor de k més alto, lo que indic6é una mayor rigidez de la membrana de RBC que
en cualquier otro caso. Sin embargo, cuando los RBC se incubaron previamente con RV y luego se
incubaron con la misma concentracion de HCIO, la rigidez no disminuy6 mucho, efecto que indicaba
un efecto protector de RV en los RBC contra HCIO.
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C(n=100) | H* (n=20) | RV(n = 20) | RV + HT (n = 20)
STD (nm) | 28,6+£26 | 186+1,7 | 206+25 21,7+ 1,4
k (E—19j) | 22+04 3,605 12+0,3 2,0+ 0,6
n(E—3Pa-s)| 86,3+£08 | 851+0,9 | 85,9+1,0 83,1+1,1

Cuadro 6.2: Tabla 2. Pardmetros mecénicos de membrana para glébulos rojos para diferentes con-
diciones. Resumen de todos los parametros relevantes de los RBC para diferentes condiciones. En
la primera fila se muestran las fluctuaciones de membrana (STDs) para cada condicién. Segunda y
tercera fila, contienen el modulo de flexion k. El valor del médulo de flexion varia para diferentes
condiciones en comparacion con la situacién normal para RBC. Los valores de x asociados con el
control y la presencia de resveratrol son mas bajos incluso cuando las std son iguales en ambos casos
(no tienen una diferencia estadistica significativa). Revela menos rigidez que otros casos, pero la
presencia de resveratrol disminuye ain maés el valor de este parametro. Por otro lado, los RBCs solo
en presencia de H' (HC1O), adquirieron el valor més alto de x, lo que indica una mayor rigidez de
la membrana que en cualquier otro caso. Sin embargo, cuando el RBC se incuba previamente con
resveratrol y luego se pone en contacto con la misma concentracién de HT previamente, la rigidez
no disminuye tanto. Revela un efecto protector del resveratrol en el RBC, lo protege de los efectos
causados por H*. Fuente: Elaboracién propia.

6.1.1. Discusion

Las observaciones de microscopia éptica mostraron que el resveratrol indujo alteraciones mor-
folégicas de los globulos rojos de su forma discoide normal a los equinocitos. Segun la hipotesis de
bicapa [124,125], los cambios de forma inducidos en eritrocitos por moléculas extranas se deben a la
expansion diferencial de las dos monocapas de la membrana de los glébulos rojos. Por lo tanto, los
estomatocitos (células en forma de copa) se forman cuando el compuesto se inserta en la monocapa
interna, mientras que los equinocitos (células con una configuracién espinosa con ampollas en sus
superficies) se producen cuando se localiza en el resto exterior. Segin informes anteriores sobre los
efectos del RV en la fluidez de las bicapas lipidicas [94,98,126], Su efecto protector sobre los glébulos
rojos se explica por el hecho de que a bajas concentraciones se intercala en las membranas de los
glébulos rojos. La caida en el médulo de flexién producida por 20uM RV puede deberse al hecho
de que a esta concentracién las moléculas de RV tienden a ubicarse en los grupos polares de la
membrana [94]. Segin Neves et al. [126], esto resulta en un aumento de la fluidez de la membrana,
disminuyendo su viscosidad y por lo tanto disminuyendo el médulo de flexién. Por otro lado, los
RBC expuestos a HCIO alcanzaron la maxima disminucion de la fluctuacién, es decir, en una mayor
rigidez. Esto deberia ser causado por la intercalacién de moléculas de HCIO dentro de la bicapa.
Como consecuencia, al incubar el RBC con RV se generaria el efecto protector porque las moléculas
de HCIO no podrian intercalarse en las zonas donde ya se encuentran las moléculas de RV. Ademas,
las condiciones de fluidez iniciales de la membrana de RBC son relevantes para la interaccién que
tendra con el RV [127]. Si la membrana o la bicapa lipidica tiene inicialmente una alta organizacién
estructural, las moléculas de RV tendran dificultades para intercalar y solo se depositaran super-
ficialmente. A la inversa, si la membrana antes de interactuar con el RV tiene una mayor fluidez
o desorganizacion estructural, las moléculas del RV se intercalaran més facilmente y, por lo tanto,
generaran una mayor rigidez. Uno de los factores que pueden influir en esta organizacién estructural
inicial de la membrana puede ser su temperatura inicial [127].
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Capitulo 7

Conclusion y proyecciones

En la presente tesis se desarrollo e implemento un sistema de pinzas épticas débiles con la finalidad
de estudiar propiedades mecéanicas en glébulos rojos, si bien se logro realizar el estudio, con resultados
positivos, también se puede senalar que el montaje puede ser mayormente mejorado, considerando
que se presentaron fallas mecanicas durante las mediciones que obligaban a reiterar las medidas,
estas fallas eran atribuibles principalmente al porta muestra el cual en reiteradas veces presentaba
desplazamientos mecanicos por esta razon es recomendable utilizar un sistema porta muestra que sea
controlable mediante motores. otra de las posibles modificaciones es considerar un piezo eléctrico de
mayor recorrido, de esta forma no seria necesario incluir un sistema reductor para aumentar el rango
de desplazamiento del haz laser y esta modificacion también tendria como consecuencia aumentar el
area de sensado en el plano de la muestra.

En el contexto del sensado de propiedaes mecanicas de sistemas bilogicos, las pinzas épticas débiles
como herramienta para la caracterizacion del comportamiento de los globulos rojos, se presenta como
una herramienta flexible para este fin. Su uso, en principio, estudia el comportamiento que tienen
los gébulos rojos u otras células tales como neuronitas en funcion del medio que las rodea. Es asi
c¢émo se ha podido medir los niveles de fluctuacion de los gébulos rojos en funcién de concentraciones
de resveratrol, y mediante el uso de esta informacion, se ha podido extraer el valor del modulo de
flexion asociado. Sin embargo, este estudio presentd desafios técnicos a superar para acceder a mas
y mejor informacién como también, abrié interrogantes acerca de los sistemas bilégicos. Lo anterior,
nos permite hacer proyecciones acerca de trabajos futuros en base a esta técnica de sensado. Una de
las dificultades y desafios presentes en la técnica, es tener un sistema estable mecdnicamente y con
los filtros adecuados de frecuencias bajas (0- 30 Hz) de manera de aislar la medicién de oscilaciones
indeseadas no relacionadas con las frecuencias del sistema bioldgico, que por su naturaleza, son
frecuencias en este orden. Lo anterior, permitird que al aplicar el modelo de membrana, se pueda
extraer no solo el modulo de flexién sino que también el modulo de cizalle el cual se encuentra
asociado a las frecuencias bajas mencionadas. Por su parte, los desafios y proyecciones de la técnica
aplicada en el estudio de globulos rojos surgen de las siguientes preguntas:; La medicién local de
fluctuacion de membrana es la misma en cualquier punto de la superficie?;;Si existe correlacion entre
las fluctuaciones de diferentes puntos de la membrana, cuales son los mecanismos asociados que
conectan estos dos puntos?. Lo anterior nos plantea como primer desafio el implementar una segunda
pinza 6ptica débil. Esto, nos permitira medir simultaneamente las fluctuaciones entre por ejemplo dos
polos y realizar estudios de correlacién para responder la pregunta planteada. En este mismo sentido,
una proyeccion desafiante serd tratar de generar multiples pinzas a través del uso, por ejemplo,
de fibras 6pticas mono modos multi niicleo. Esto permitiria realizar estudios de correlacién entre
multiples puntos de un glébulo rojo lo cual permitiria mejorar el modelamiento de las membranas.
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