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Glosario de abreviaturas y
símbolos

Ac: Amplitud crítica. Valor de amplitud libre para el cual se pasa de
oscilar en régimen atractivo a régimen biestable en una curva de
fuerza A vs. zp.

AFM: Microscopio/microscopía de fuerza (en inglés, Atomic Force Mi-
croscopy)1.

AM-AFM: Microscopía de fuerza modulada en amplitud (en inglés, Amplitu-
de Modulation Atomic Force Microscopy).

Asp Amplitud de trabajo en AM-AFM.

Bimodal-AFM: Técnica en la cual se excitan los dos primeros modos de osci-
lación de la palanca. Se utiliza el primer modo para mantener
constante la distancia a la muestra mientras se toman imágenes
de amplitud y/o fase del segundo modo.

bR: Bacteriorhodopsina: proteína transmembrana presente en la mem-
brana púrpura.

Cyt-D: Citocalasina D, droga que impide la polimerización de los filamen-
tos de actina dentro de la célula sin afectar otros elementos del
citoesqueleto.

Cm: Concentración másica (unidades: g/L).

CP: Cara citoplasmática de la membrana púrpura.

1Para mayor comprensión, se han respetado siglas en inglés. La traducción literal de AFM sería
microscopía de fuerza atómica, pero en el texto se refiere como microscopía de fuerza, porque esto
se corresponde mejor con la realidad.
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E: Módulo de Young.

EC: Cara extracelular de la membrana púrpura.

eEGFR: Región extracelular del receptor del factor de crecimiento epidér-
mico.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.

GD: Glutaraldehído.

FFT: Transformada rápida de Fourier.

HD: Distorsión de armónicos.

HOPG: Grafito pirolítico altamente organizado (en inglés Highly Ordered
Pyrolytic Graphite).

HR: Humedad relativa.

Mm: Masa molecular (unidades: Da).

ME: microscopía electrónica.

PB: Polibutadieno.

PDB: En inglés, Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

PM: Membrana púrpura: membrana de Halobacterium salinarum con-
sistente en una arreglo bidimensional de trímeros de bacterioro-
dopsina, rodeados por lípidos y agua.

PS: Poliestireno.

PSD: Densidad espectral de potencia (en inglés, Power Spectral Den-
sity).

SEM: Microscopía electrónica de barrido (en inglés Scanning Electron
Microscopy).

SHO: Oscilador armónico simple.

SD: Desviación estándar (en inglés, Standard Deviation).

φ: Desfase, diferencia de fase respecto a la señal de excitación de
la palanca. En el texto, a veces se refiere como “fase”.

[X]: Concentración molar de la sustancia X (unidades: mol/L).



Resumen

El tema central de la tesis es la microscopía de fuerza aplicada al estudio de
sistemas biológicos. Esta es una técnica de los 80 del pasado siglo, que se ha ido
abriendo paso junto a técnicas más establecidas como la microscopía electrónica
o la difracción de rayos X para el estudio de la materia a escala nanométrica.

La microscopía de fuerza ha contribuido grandemente al desarrollo de las na-
nociencias y la nanotecnología. La proliferación de modos de operación y campos
de aplicación crece cada día. Los investigadores han dedicado grandes esfuer-
zos a la comprensión del proceso de interacción de la sonda, una punta muy
afilada, con la muestra. A medio camino entre la física cuántica y el micromundo,
entender el nanomundo requiere enfoques multidisciplinarios. La posibilidad de
observar moléculas aisladas o estudiar las propiedades de células vivas despier-
tan gran interés, entre otros campos, para las investigaciones médicas.

La tesis está dividida en dos partes. La primera parte (capítulos del 1 al 4) está
enfocada a la microscopía de fuerza modulada en amplitud, aplicada al estudio
de proteínas aisladas en aire y a la operación en medio líquido. La segunda parte
(capítulo 5), al estudio de las propiedades mecánicas de células cancerosas y
no-malignas.

El capítulo 1 sienta las bases del funcionamiento del microscopio de fuerza.
Se introducen los modos de operación que se utilizarán y las estrategias de cali-
bración del equipo.

En el capítulo 2 se discuten los aspectos fundamentales para tomar imágenes
de alta resolución de moléculas aisladas en aire: cómo evitar la degradación de la
punta, qué régimen de oscilación utilizar, humedad relativa, amplitud y frecuencia
de trabajo entre otros. Como ejemplo, se muestran imágenes de alta resolución
de anticuerpos IgG.

En el capítulo 3 se estudia el mecanismo de acción de un anticuerpo antitumo-
ral tipo IgG y su blanco, una glicoproteína de estructura y tamaño similares. Como
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soporte, se introducen conceptos de cinética química y se emplean técnicas de
bioquímica para abordar el problema con un enfoque integral.

El capítulo 4 aborda la física de la interacción de la palanca con la muestra.
Se discuten la relación entre la amplitud y la fase de la palanca (observables
clásicos en la microscopía de fuerza modulada en amplitud) con la generación de
armónicos superiores y cómo todo esto se relaciona con la energía disipada en
medio líquido.

Finalmente, el capítulo 5 aborda el estudio de células por microscopía de fuer-
za desde dos puntos de vista. El primero es la visualización combinada por mi-
croscopía de fuerza y de fluorescencia de células fijadas. El segundo, la caracteri-
zación de las propiedades elásticas de las células vivas mediante espectroscopía
de fuerzas. Se comparan 4 líneas celulares de origen epitelial, 3 malignas y una
no-maligna.
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Parte I

Microscopía de fuerza
modulada en amplitud





Capítulo 1

Introducción y motivación

El microscopio de fuerza (AFM) surgió en 1986 para investigar materiales ais-
lantes a escala nanométrica. Era una combinación de los principios del microsco-
pio de efecto túnel (STM) y del perfilómetro de superficie. El AFM funcionaba en
modo contacto: una palanca de oro con una punta afilada de diamante pegada
en su extremo libre se movía sobre la superficie de la muestra. Los cambios en la
deflexión de la palanca se transducían en una imagen topográfica de la muestra.
Aquel primer AFM utilizaba un STM para medir la deflexión de la palanca [1].

Un año después apareció el primer modo dinámico de operación. Se observó
que la amplitud de oscilación de una palanca disminuía al acercarla a la mues-
tra. Se utilizó un ciclo de retroalimentación para mantener la amplitud (la fuerza
aplicada) constante y a este método se le denominó microscopía de fuerza mo-
dulada en amplitud (AM-AFM). La palanca era de tungsteno y la punta era un
hilo del mismo material. La deflexión de la palanca se determinó por interferome-
tría láser [2, 3]. La ventaja del modo AM-AFM, también conocido como tapping,
o intermitent contact, es que disminuye las fuerzas laterales ejercidas sobre la
muestra.

Hubo dos grandes avances que contribuyeron a la expansión del AFM: la de-
tección de la deflexión de la palanca basada en un láser que se reflejaba en la
palanca y se registraba en un fotodiodo (en inglés: láser beam deflection) [4] y la
producción masiva de micropalancas con una punta afilada a un precio asequible
[5, 6].

La figura 1.1 muestra un esquema típico de los elementos fundamentales de
un AFM. La muestra suele estar depositada sobre un sustrato plano y con baja
rugosidad. Entre los materiales típicos utilizados como sustrato se encuentran la
mica, el silicio, el vidrio y el grafito pirolítico altamente organizado (HOPG).
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La sonda es una palanca terminada en una punta afilada que barre la super-
ficie. Las palancas se caracterizan por su constante de fuerza k, que va desde
cientos de pN/nm hasta decenas de nN/nm; su frecuencia de resonancia f0 que
en aire suele ser de decenas hasta cientos de kHz y por su radio en el extremo
de la punta R, generalmente inferior a 20 nm.

En el sistema de detección más extendido, un láser se refleja en la parte tra-
sera de la palanca y llega al fotodiodo [7, 8] que transduce la señal y la envía a la
unidad de control. El sistema tiene un ciclo de retroalimentación que aumenta o
disminuye la distancia punta-muestra para mantener constante la fuerza aplicada
(en modo contacto), o la amplitud de la oscilación de la palanca (en la microscopía
de fuerza modulada en amplitud).

Figura 1.1 – Esquema del funcionamiento de un microscopio de fuerza. La muestra
(1) se estudia mediante una palanca terminada en una punta afilada (2). La defle-
xión se registra con un láser (3) que se refleja en la palanca y llega al fotodiodo (4).
La electrónica del sistema se encuentra en la unidad de control (5). La muestra se
mueve en las tres direcciones espaciales mediante piezoeléctricos (6). Los paráme-
tros de operación se envían desde el ordenador (7) donde además se visualizan las
imágenes.
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1.1. Microscopía de fuerza en modo contacto

En este modo de operación la palanca barre la superficie aplicando una fuerza
constante sobre la muestra. Es el modo más sencillo de operación. Para conocer
la fuerza que ejerce la punta sobre la muestra hay que realizar curvas de calibra-
ción de la sensibilidad del fotodiodo.

En una curva de fuerza estática, la palanca se empuja sobre la superficie y
luego se retrae. Si la superficie es rígida, durante la interacción habrá una región
lineal donde el desplazamiento del piezoeléctrico (nanómetros) se puede relacio-
nar con la variación señal que llega al fotodiodo (voltios) y, conocida la constante
de fuerza de la palanca k, con la fuerza aplicada. La figura 1.2 muestra una curva
de fuerza típica realizada sobre mica, en agua, con una palanca SNL (Bruker).

Figura 1.2 – Curva de fuerza estática típica sobre una superficie dura. La palanca se
acerca y empuja sobre la superficie para luego retirarla. La fuerza F ha sido grafica-
da frente al desplazamiento del piezoeléctrico Zp. La punta está en contacto con la
superficie para Zp < 7,5 nm. La zona marcada en amarillo indica la región lineal que
se utiliza para calibrar la sensibilidad del fotodiodo. Palanca SNL (Bruker) con k = 0,3
N/m y radio típico R = 2 nm. Muestra, mica en agua.

Como convenio, se asumirá que la fuerza menor que cero indica que la inter-
acción es atractiva; cuando es mayor que cero, repulsiva.

Las curvas de fuerza estáticas y las fuerzas de interacción entre la punta y
la muestra han sido ampliamente estudiadas. Por este motivo no se profundizará
en este tema en el texto. El lector interesado en los detalles sobre las curvas
de fuerza puede remitirse a los trabajos de Cappella [9] y Butt [10] y al libro de
Israelachvili [11] para profundizar en el tema de las fuerzas intermoleculares y
superficiales.
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En general, cuando se miden muestras biológicas por AFM se debe intentar
que la fuerza aplicada sea inferior a 300 pN [12]. En el caso específico de las
células fijadas con paraformaldehído que se muestran en el capítulo 5 se utilizó
una fuerza de trabajo de 100 pN.

Existen varios métodos para determinar el valor de la constante de fuerza
[13, 14, 15, 16, 17, 18]. En particular son muy populares el método de Sader y el
basado en el ruido térmico. El método de Sader sirve para calibrar la constante de
fuerza de palancas rectangulares si se conocen en las dimensiones de la palanca
y las condiciones ambientales. La implementación de este método está disponible
en en sitio web: http://www.ampc.ms.unimelb.edu.au/afm/calibration.html#normal

Por otra parte, el método del ruido térmico está implementado en la mayoría
de los AFM comerciales y será abordado con detalle en el capítulo 4.

Las curvas de fuerza estáticas como la mostrada en la figura 1.2 se utilizan pa-
ra obtener información relacionada con las propiedades mecánicas de la muestra.
En el capítulo 5 se realizan curvas de fuerza estáticas para determinar el módulo
de Young de células vivas. La indentación es proporcional a la rigidez celular. De
ese modo se pueden comparar las propiedades mecánicas de tejidos y células
[19, 20, 21, 22].

1.2. Microscopía de fuerza modulada en amplitud

Al acercar una palanca oscilante a la superficie de la muestra existe una re-
ducción de la amplitud de la oscilación. En este modo de operación el ciclo de
retroalimentación mantiene la amplitud a un valor constante. La ventaja es que se
ejercen fuerzas laterales menores que en el modo contacto [3, 23].

La palanca se hace oscilar mediante una señal sinusoidal a una frecuencia
cercana a su resonancia. La señal de excitación se produce generalmente por un
piezoeléctrico que mueve la base de la palanca (excitación acústica). Otro méto-
do utiliza un solenoide que genera un campo magnético variable que, a su vez,
actúa sobre un recubrimiento magnético de la palanca (excitación magnética).
En cualquier caso habrá una diferencia de fase, o desfase, entre las señales de
excitación y de respuesta que recibe el fotodiodo.

En general se fija la fase a 90◦ antes de que haya interacción con la superficie.
Mientras la amplitud de la oscilación disminuye la fase cambia en dependencia del
tipo de interacción que exista entre la punta y la muestra. Para un mismo valor de
amplitud puede haber desfases diferentes en dos zonas distintas de la muestra.
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Esto da origen al llamado contraste de fase que provee información acerca de la
composición de la muestra.

En aire, el contraste de fase está relacionado con la energía disipada duran-
te la interacción punta-muestra[24, 25, 26, 27]. En líquidos, el contraste de fase
continúa siendo una pregunta abierta en muchos aspectos [28, 29, 30, 31]. Para
comprender el contraste de fase en medio líquido y estimar la energía disipada,
se debe tener en cuenta que se suele medir fuera de resonancia y los armóni-
cos superiores generados producto de la interacción punta-muestra deben ser
incluidos en el análisis. Estos temas se abordarán en el capítulo 4.

En la figura 1.3a se muestran curvas de amplitud contra movimiento del piezo.
Se ha trasladado la posición del piezo a cero en el punto donde la amplitud se
redujo hasta el 1 % de la amplitud libre. La flecha indica una zona donde hay un
pequeño salto en la curva de amplitud. Este salto indica un cambio del régimen
de oscilación al acercar la palanca a la superficie. Hasta este punto las fuerzas
netas fueron atractivas durante un ciclo de oscilación. A partir de este punto las
fuerzas netas que actúan sobre la palanca son repulsivas. En la figura 1.3b se ha
mostrado la correspondiente curva de desfase contra desplazamiento del piezo-
eléctrico en dirección vertical. Nótese cómo en el punto donde hay un pequeño
salto en amplitud hay un marcado salto en la fase. Por este motivo es mejor utili-
zar el desfase como referente para conocer el tipo de régimen de oscilación de la
palanca. En el próximo capítulo se utilizan las curvas de fuerza para optimizar las
mediciones de alta resolución de biomoléculas en aire.

1.3. Calibración de los piezoeléctricos

La microscopía de fuerzas reconstruye la topografía de la muestra basada en
barridos sucesivos línea a línea sobre la superficie. Por ello, se requiere calibrar
el movimiento de los piezoeléctricos en los ejes X, Y y Z [32, 33].

Existen patrones de calibración que permiten asociar el voltaje aplicado al
piezoeléctrico con la distancia que este recorre. Como se sabe la distancia entre
motivos y/o la altura del patrón de calibración hay que corregir las sensibilidades
en nm/V, la histéresis, la ortogonalidad y otros parámetros para lograr que las di-
mensiones de la imagen de AFM se correspondan con las del patrón. La figura
1.4 muestra la imagen de un patrón después de corregir los parámetros de los
piezoeléctricos en X e Y. De manera general, el error máximo permitido durante
la calibración es del 5 %. Los piezoeléctricos deben ser comprobados periódica-
mente para verificar si necesitan ser recalibrados.
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Figura 1.3 – Curvas de fuerza dinámicas típicas de amplitud (a) y de desfase ∆φ
(b) frente al movimiento del piezoeléctrico Zp en la dirección vertical. La flecha en la
curva de fuerza de amplitud indica el punto en el que el régimen de oscilación pasa
de ser atractivo a repulsivo. Palanca TESP SSS (Nanosensors) k 2 N/m, f0 = 130
kHz, R < 5 nm. Muestra mica en aire.

Los patrones de calibración comerciales tienen dimensiones en el rango de
las decenas de nanómetros hasta algunos micrómetros. Por este motivo a veces
se utilizan materiales cuyas distancias interatómicas o intermoleculares son co-
nocidas (por ejemplo: la mica, la calcita, el HOPG y las bacteriorodopsinas de la
membrana púrpura) para comprobar que los parámetros de calibración introduci-
dos son correctos.
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Figura 1.4 – Imagen AFM de un patrón TGX11 después de calibrar los piezoeléctricos
en las direcciones X e Y. La distancia entre los motivos de patrón es de 10 µm y la
profundidad es 1,8 µm. Barra: 10 µm.

1.4. Procesamiento de las imágenes

Las imágenes de AFM requieren un procesamiento para corregir las diferen-
cias entre líneas de barrido provocadas por ruido térmico, por la trayectoria en
forma de arco para barridos largos del piezoeléctrico y por el desalineamien-
to entre la punta y la superficie de la muestra entre otros factores. En general,
todos los AFM comerciales traen su propio programa para la corrección de las
imágenes. Adicionalmente existen programas gratuitos para el procesamiento de
las imágenes. En este trabajo, además de los programas propios de los AFM,
se han utilizado los programas libres Gwyddion (http://gwyddion.net/) e ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) para procesar las imágenes.

Se puede decir que es apropiado hacer un procesamiento que no implique
pérdida de información. En este caso se pueden indicar la sustracción de una su-
perficie de orden 1 ó 2 en X e Y y la corrección línea por línea. También se suelen
utilizar filtros pasa bajos, promediación, gaussianas, transformadas de Fourier y
Wavelet, que deben utilizarse cuidadosamente para no introducir información fal-
sa en la imagen obtenida.

La figura 1.5a muestra una imagen de topografía de la superficie de la mem-
brana púrpura como se recoge en el AFM. Se puede ver que el rango en la direc-
ción vertical es de 3 nm. La figura 1.5b muestra la imagen procesada mediante la
sustracción un plano de orden 2, corrección de la mediana línea a línea y aplica-
ción de un filtro gaussiano de 3 × 3 píxeles. Los trímeros de baceriorhodopsinas
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quedan expuestos con el arreglo bidimensional característico y una distancia pro-
medio entre trímeros de 6,5 nm.

Figura 1.5 – (a) Superficie de la membrana púrpura tal y como fue recogida por el
AFM. (b) Imagen corregida donde se pueden observar los trímeros de bacterioro-
dopsinas en un arreglo bidimensional, a una distancia de 6,5 nm. El círculo encierra
un trímero de bacteriorodopsinas. Modo AM-AFM en medio líquido. Palanca MAC VI
(Agilent).

1.5. Motivación

La primera parte de la tesis está dedicada a la microscopía de fuerza modula-
da en amplitud. Con esta técnica se pueden observar proteínas aisladas en con-
diciones ambientales con resolución submolecular [34]. Recientemente ha sido
propuesto un método para determinar experimentalmente el grado de degrada-
ción de la punta de la palanca [35]. En este trabajo se discuten las condiciones
necesarias para obtener imágenes de alta resolución de manera reproducible.

Por otra parte, las aplicaciones de la microscopía de fuerza a las investigacio-
nes médicas son de alto interés. Este es el caso del estudio de la interacción del
anticuerpo antitumoral Nimotuzumab (CIM, La Habana) y su blanco, el receptor
del factor de crecimiento epidérmico. Llevar a cabo una investigación de este ti-
po implica apoyar la microscopía de fuerza con otras técnicas de análisis como
son la descripción cinética del sistema, ensayos ELISA y electroforesis en gel
de poliacrilamida. La ventaja del microscopio de fuerzas es que permite realizar
estudios estadísticos de la masa molecular de las partículas depositadas en la
muestra [36] y, al mismo tiempo, individualizar en el estudio de los elementos de
la población al visualizarlos con alta resolución.

La relación entre energía disipada y contraste de fase observado en las imá-
genes de microscopía de fuerza modulada en amplitud en aire ha sido estudiada y
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descrita satisfactoriamente [37, 25, 38, 26]. En medio líquido esta relación requie-
re un análisis más complejo que en aire, porque se deben incorporar al análisis
los armónicos generados [39, 29, 40, 31]. En la tesis se toma como punto de par-
tida una de las aproximaciones al problema [31] y se desarrolla para ofrecer un
método experimental para determinar la energía disipada en medio líquido.

En la segunda parte de la tesis se emplea la microscopía de fuerza a ni-
vel celular. Se conoce que las células cancerosas son más blandas que las no-
malignas. Sin embargo, poco se ha estudiado acerca de la relación entre las pro-
piedades elásticas de las células y su grado de malignidad. En este trabajo se
combinan las microscopías de fuerza y de fluorescencia para estudiar el citoes-
queleto de actina de cuatro líneas de células de la vejiga de origen epitelial, una
de ellas no-maligna, las otras con diferente grado de malignidad. La estimación
de la elasticidad celular se hace mediante espectroscopía de fuerzas.
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Capítulo 2

Microscopía de fuerza
modulada en amplitud con
alta resolución en aire

En este capítulo se discuten aspectos prácticos de la microscopía de fuerzas
relacionados con la resolución en aire. Los temas que se abordan son la evo-
lución del radio de la punta al medir con AM-AFM y las condiciones necesarias
para lograr la mayor resolución posible al tomar imágenes con resolución submo-
lecular. Se discute con mayor profundidad la estrategia para proteger la punta de
la palanca del desgaste y se ofrecen algunas recomendaciones empíricas para
aumentar la resolución cuando se mide en condiciones ambientales.

La aparición del microscopio de fuerza (AFM) [1] significó la apertura de las
ciencias de la vida al mundo de la nanotecnología. La visualización y manipula-
ción de biomoléculas y biosuperficies bajo condiciones fisiológicas ha revolucio-
nado la manera en la que los investigadores estudian las estructuras biológicas
a nivel molecular. El AFM provee imágenes tridimensionales de la superficie con
gran resolución y sólo requiere métodos relativamente sencillos de preparación de
la muestra [12]. Los estudios de reconocimiento molecular entre los receptores y
sus ligandos son también de suma importancia en biología [41].

Alcanzar resolución molecular en sistemas biológicos es más difícil que en el
caso de las superficies cristalinas inorgánicas [42]. En general, las fuerzas apli-
cadas deben ser inferiores a 300 pN [12]. A su vez, resulta más difícil visualizar
moléculas aisladas que estructuras bidimensionales cristalinas o semicristalinas
donde el empaquetamiento molecular alivia las fuerzas ejercidas por la punta so-
bre la muestra (ejemplo, las membranas celulares [12] y las proteínas chaperonas
GroEL fijadas con glutraldehído [43]).
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Una de las estrategias seguidas para minimizar la fuerza aplicada fue la im-
plementación del modo microscopía de fuerza modulada en amplitud (AM-AFM),
que ha sido estudiado exhaustivamente en el grupo de Ricardo García (CSIC,
Madrid, España) [34, 44, 38, 26, 27, 31]. La AM-AFM es un modo de medición
que está disponible actualmente en la mayoría de los AFM comerciales.

La figura 2.1a muestra un anticuerpo IgG reportado con resolución de 20 Å en
el PDB (en inglés, Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do))
[45]. Los IgG son proteínas de 150 kDa formadas por tres lóbulos, dos Fab y otro
Fc. Cada lóbulo tiene aproximadamente 50 kDa por tanto no existe diferencia sig-
nificativa en masa entre los fragmentos aunque el Fc tiene una pequeña cadena
de carbohidratos en su estructura. La especificidad en el reconocimiento de los
antígenos está determinada por pequeños cambios en la región variable de los
Fab. La distancia medida entre los centros de los Fab fue de 10,2 nm. Las dis-
tancias relativas entre fragmentos no son fijas porque la región que los conecta
tiene una gran flexibilidad. Además, el sustrato puede provocar cambios en la es-
tructura de los anticuerpos [46, 47] que serán abordados en detalle en el próximo
capítulo.

El trabajo publicado por San Paulo y García en el año 2000 [34] resulta de
especial interés porque lograron obtener imágenes de IgG con resolución submo-
lecular en condiciones ambientales (figura 2.1b). Varias moléculas de la imagen
muestran los tres lóbulos expuestos. La conclusión a la que llegaron fue que ha-
bía que intentar realizar las mediciones minimizando la fuerza aplicada. En este
caso, midieron en modo atractivo con una amplitud libre A0 = 5 nm y una ampli-
tud de trabajo de 0,86A0. Cuando se realizó un barrido en modo repulsivo con
amplitud A ≈ 0,5A0 las moléculas fueron destruidas.

Por otra parte, se sabe que la resolución está determinada por el radio de
la punta. La imagen de AFM es una convolución de la punta y la muestra. Este
fenómeno es más acusado cuando las dimensiones del objeto medido son me-
nores que el radio de la punta; este es el caso de las proteínas. Los algoritmos
para corregir este efecto requieren que se conozca la forma de la punta. Esto se
logra tomando imágenes de microscopía electrónica de la punta, o midiendo una
estructura nanométrica de forma conocida pero esto trae complicaciones experi-
mentales que en muchos casos no se justifican [36].

Recientemente Santos et al. [35] publicaron un trabajo donde explican la rela-
ción existente entre la amplitud crítica a la cual ocurre la oscilación biestable de la
palanca y el radio de curvatura. Dicha amplitud crítica es un observable que sirve
para hacer un seguimiento del radio de la palanca.

La humedad relativa es otro factor a tener en cuenta. Las puntas comerciales
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Figura 2.1 – (a) Representación gráfica de la estructura 1IGT del PDB de un anticuer-
po tipo IgG. La distancia fue medida entre dos fragmentos Fab. (b) Imagen AM-AFM
de anticuerpos IgG con resolución molecular. (Tomado de [34]).

son comúnmente de silicio (que tiene siempre una capa nativa de óxido) o de
nitruro de silicio; las muestras están generalmente depositadas sobre silicio, mica
o vidrio. Todos estos materiales son hidrofílicos. Las humedad del ambiente se
condensa sobre estas superficies formando capas de agua que pueden afectar la
medición por AFM en aire. Cuando se acerca la punta a la muestra se condensa
agua que da origen a las llamadas fuerzas capilares [48]. Disminuir la humedad
relativa es una buena práctica para mejorar la calidad de las mediciones en aire
[10]. No obstante se ha demostrado que para puntas muy afiladas (con radio R

< 15 nm) la adhesión entre punta y muestra aumenta suavemente al disminuir la
humedad relativa [49].

2.1. Evaluación del desgaste de la punta durante el
barrido

Como se ha visto en el capítulo anterior, al realizar experimentos de AM-AFM
se pueden tener dos tipos de regímenes: en uno la fuerza neta es atractiva duran-
te el ciclo de oscilación, en el otro, la fuerza neta es repulsiva. El cambio de fase
entre la señal de excitación y la respuesta de la palanca indica el tipo de régimen
de oscilación en tiempo real. La figura 2.2a muestra una curva de fuerza atractiva
(∆φ > 90◦ para cualquier valor de amplitud A de trabajo). La curva corresponde a
una palanca TESP-SS (Bruker) oscilando sobre mica, a temperatura ambiente y
35 % de humedad relativa.
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Figura 2.2 – Curvas de fuerza típicas de fase ∆φ contra amplitud de la oscilación A.
(a) La interacción neta entre la punta y la muestra es atractiva para cualquier valor de
amplitud de trabajo (∆φ > 90◦). (b) Coexistencia de dos regímenes de oscilación uno
atractivo y otro repulsivo (∆φ < 90◦). Palanca: TESP-SS (Bruker). Muestra: mica en
aire.

En general, cuando se hace oscilar una palanca con una amplitud libre peque-
ña (digamos A0 < 5 nm) sobre una superficie dura (mica, HOPG, Si) en aire, las
curvas de amplitud y fase mostrarán que el régimen de oscilación es atractivo.

Si se aumenta paulatinamente la amplitud de la oscilación se llega a un punto
en el que comienzan a verse dos tipos de curvas, las que presentan solo modo
atractivo (∆φ > 90◦), y otras en las que hay saltos al modo repulsivo (∆φ < 90◦).
En la curva mostrada en la figura 2.2b se ve cómo la fase era 90◦ a la amplitud
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libre A0 = 13,4 nm. Cuando la punta se acerca a la muestra la amplitud disminuye
y el régimen es atractivo, pero al llegar a 11 nm la amplitud aumenta nuevamente
hasta 12 nm. Nótese que en el rango de 11 − 12 nm de amplitud hay 2 ó 3 valores
de fase. A estas curvas las vamos a llamar biestables.

Si se sigue aumentando la amplitud se llega a un punto en el que todas las
curvas de fuerza que se realicen tendrán una región atractiva y otra repulsiva. El
valor de amplitud libre en el que se tienen sólo curvas biestables fue denominado
por Sergio Santos et al. [35] como amplitud crítica máxima Amax

c . En este trabajo
se tomó como criterio que al menos 10 curvas consecutivas fueran del mismo
tipo para estimar Amax

c . Al disminuir la amplitud libre se llega a un punto en el
que nuevamente sólo tendremos curvas en el régimen atractivo. Este punto lo
denominamos amplitud crítica mínima Amin

c .

Santos et al. definen la amplitud crítica Ac como:

Ac =
Amax
c +Amin

c

2
(2.1)

con un error1 ∆Ac:

∆Ac =
Amax
c −Amin

c

2
(2.2)

Desde el punto de vista experimental resulta relevante la relación que existe
entre el radio de la punta R y la amplitud crítica Ac, que están relacionados por la
ecuación empírica [35]:

R = CAc
n (2.3)

donde C y n son constantes determinadas experimentalmente y van a de-
pender del tipo de palanca, de la muestra y de las condiciones ambientales. Sus
valores fueron obtenidos ajustando los datos experimentales a la información re-
cogida por microscopía electrónica de barrido (SEM). El valor del coeficiente n

fue generalmente n ≈ 1,1.

La ecuación (2.3) permite estimar la relación entre el radio de la punta usada
R y la punta nueva R0 como:

R

R0
=

(
Ac
Ac0

)1,1

(2.4)

donde se ha tomado n = 1,1.

1El término “error” aquí es entendido como rango, ya que como se explicó, entre Amax
c y Amin

c

podemos encontrar tanto curvas en régimen puramente atractivo como biestables.
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Nótese que la ecuación (2.4) no depende de la constante C. Para su imple-
mentación se debe medir la amplitud crítica Ac y seguir su evolución al someter
la punta a cargas cada vez mayores.

Las mediciones se llevaron a cabo en el AFM Dimension, con controlador
Nanoscope V (Bruker) en condiciones ambientales. La muestra utilizada fue mica.
Se estudiaron dos tipos de palancas comerciales: las TESP-SS (Bruker) y las
NCH (Nanosensors). Ambos tipos de palancas tienen parámetros similares de
frecuencia de resonancia f0 ≈ 300 kHz y constante de fuerza k ≈ 40 N/m; difieren
en el radio inicial que es R0 < 5 nm (típico 2 nm) para las TESP-SS y R0 < 10 nm
(típico 7 nm) para las NCH .

A continuación se describe el protocolo para medir la amplitud crítica Ac mien-
tras se va embotando la punta de la palanca paulatinamente. Es una adaptación
de lo que proponen Santos et al. [35] para embotar la punta sin causarle grandes
daños.

1. Se comienza a medir con una punta nueva a una amplitud baja (A0 < 5 nm.
A esta amplitud el régimen fue atractivo en todas las palancas estudiadas).

2. Se realizan curvas de fuerza aumentando ligeramente2 la fuerza de excita-
ción Fd hasta que las curvas consecutivas (al menos 10) sean biestables y
se toma este valor como amplitud crítica máxima Amax

c .

3. Se disminuye Fd hasta que las curvas consecutivas (al menos 10) presenten
sólo régimen atractivo y se toma este valor como amplitud crítica mínima
Amin
c .

4. Se determina el valor de la amplitud crítica y su error utilizando las ecuacio-
nes (2.1) y (2.2) respectivamente.

5. Para embotar la punta sin causar grandes daños, se barre un área de 1 × 1
µm2 a 1 Hz en modo repulsivo: Asp = 0,7A0, siendo la amplitud libre un 50 %
mayor que la amplitud crítica máxima (A0 = 1,5 Amaxc ).

6. Se repite el proceso desde el paso número 2. Si la amplitud crítica no cam-
bia se aumenta la carga aplicada, de modo que en el paso 5 A

′

0 = 1,5A0

(nótese que la nueva amplitud libre será 2,25Ac) y así sucesivamente.

El barrido en modo repulsivo embota la punta de manera controlada y esto provo-
ca que la amplitud crítica aumente paulatinamente. En este capítulo nos referire-

2En este caso se aumentaba la fuerza de excitación de modo que la variación de la amplitud libre
resultante fuera menor que 0,5 nm.
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mos a este barrido como la carga aplicada a la palanca y lo vamos a caracterizar
por la amplitud libre A0 del paso número 5.

La figura 2.3 muestra cómo cambia la amplitud crítica en función de la carga
aplicada para una palanca TESP-SS (Bruker). Al inicio, cada nuevo barrido en
modo repulsivo provocaba un aumento de la amplitud crítica y por tanto del radio
de la punta (ecuación (2.3)). La punta fue muy estable cuando la amplitud crítica
llegó a 12 nm. El radio no cambió tras sucesivos barridos con amplitudes cada
vez mayores en modo repulsivo. Finalmente la amplitud crítica volvió a aumen-
tar al barrer la superficie con una amplitud A = 44 nm (A0= 63 nm). El mismo
procedimiento se aplicó a otra palanca TESP-SS (Bruker) y a 4 palancas NCH
(Nanosensors).

Figura 2.3 – Amplitud crítica Ac estimada tras someter la palanca a barridos en modo
repulsivo a amplitud de 0,7A0,Load. Palanca TESP-SS (Bruker), muestra mica en aire.

La amplitud crítica de por sí no ofrece mucha información. En la práctica resul-
ta más útil calcular el radio normalizado respecto a su valor inicial (R/R0) median-
te la ecuación (2.4). La figura 2.4 muestra la evolución del radio de la punta de
las palancas estudiadas. Como se puede observar para todos los puntos R/R0 >
1. En las condiciones en las que se realizó el experimento el radio de la punta de
todas las palancas aumentó. De hecho, la tendencia general del radio es a au-
mentar paulatinamente. Sin embargo, las flechas indican puntos para los cuales
al aumentar la carga el radio de la punta disminuye. Esto significa que ocasional-
mente al medir en modo repulsivo la punta se “afila”.
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Según la figura 2.4b el radio final de la punta NCH 4 fue ∼5,5 veces el radio
inicial. La figura 2.5a muestra una imagen SEM de esta palanca, tomada des-
pués del experimento. La flecha indica la zona de la punta que interactúa con la
superficie. En el barrido de mayor resolución (figura 2.5b) se puede apreciar el
embotamiento de la punta de la palanca. En vez de una punta afilada, se tiene
una pirámide truncada en el extremo. El área medida de la zona triangular que
funciona como punta es de 3222 nm2. Si tomamos como referencia una geome-
tría circular, el radio equivalente sería de 32 nm. De acuerdo a las estimaciones
de la figura 2.4b el radio había aumentado alrededor de 5,5 veces. De este modo
se puede inferir que el radio inicial de esta palanca R0 = Req/5,5 = 5,8 nm. Esto
coincide con los valores del fabricante que garantiza un radio menor que 10 nm,
típico 7 nm.

Los resultados indican que no hay mejor punta que una punta nueva. No obs-
tante a ello, también se puede inferir que si se trata con mucho cuidado, una
palanca comercial puede dar buenos resultados para medir con alta resolución.
Durante el proceso de fabricación a veces quedan asperezas que pueden fun-
cionar como puntas. En la próxima sección se muestra cómo se pueden obtener
imágenes de alta resolución al medir anticuerpos IgG con puntas NCH (Bruker)
cuyo radio típico es de 7 nm.

2.2. Imágenes de anticuerpos IgG con resolución
submolecular

Para preparar las muestras de anticuerpos IgG, se depositó una gota de una
solución de anticuerpos Nimotuzumab (CIM, Habana) con concentración 0,25
µg/mL en mica recién exfoliada durante 30 s. Se lavó con agua milliQ para eli-
minar las moléculas débilmente pegadas a la superficie. Finalmente se secó la
muestra con nitrógeno (gas).

Las mediciones se realizaron en un AFM Dimension con controlador Nanos-
cope V (Bruker). Se utilizó una palanca nueva de tipo NCH (Bruker) para medir los
anticuerpos. Antes de medir, se bajó la humedad relativa de la cámara del AFM
hasta que el valor fue HR < 5 % y luego se hizo un falso enganche y se estuvo
midiendo media hora dando tiempo a que se estabilizara el sistema. En el falso
enganche los piezos mueven la muestra como si fuera un barrido real, pero la
punta se encuentra lejos de la superficie.
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Figura 2.4 – Radio de la punta normalizado a su valor inicial R/R0 calculado después
de someter la palanca a un barrido en modo repulsivo al 70 % de la amplitud libre
A0,Load. (a) Palanca TESP-SS(Bruker) con radio típico R0 = 2 nm. (b) Palanca NCH
(Nanosensors) con R0 = 7 nm. Las flechas indican puntos en los que el radio de la
punta disminuyó tras el barrido en modo repulsivo. Mediciones al aire, sobre mica, a
temperatura ambiente y 35 % de humedad relativa.

Al utilizar un valor bajo de humedad relativa la estructura de la proteína no
se ve afectada pero se evita que se formen capas de agua sobre la muestra que
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Figura 2.5 – (a) Imagen SEM de la punta de la palanca NCH 4 de la figura 2.4b. (b)
Barrido de mayor resolución en la zona del extremo de la palanca marcada con una
flecha en (a). (Imagen cortesía del grupo de Yves Huttel, ICMM,CSIC, España).

pudieran dificultar la resolución lateral de la medición.

La figura 2.6(a-c) muestra los anticuerpos IgG visualizados con una palanca
NCH (Bruker). Se debe recordar que esta palanca tiene la punta con radio típico
R = 7 nm y sin embargo se ven varios anticuerpos con los tres lóbulos expuestos
y con resolución lateral igual de buena que la de otras mediciones realizadas con
puntas muy afiladas (radio típico de 2 nm) en AM-AFM [34] (figura 2.1b) y AFM bi-
modal [27]. La altura medida de los anticuerpos es menor que la esperada (figura
2.6d). Esto es común que ocurra cuando se miden biomoléculas. Una explicación
razonable es que la altura aparente está influenciada por las interacciones de Van
der Waals entre la punta y el sustrato que soporta la proteína [50, 36].

2.3. Discusión

La microscopía de fuerza modulada en amplitud ha permitido visualizar molé-
culas aisladas con alta resolución. Los IgG han sido estudiados regularmente por
AFM. En el trabajo de San Paulo y García [34] se proponía minimizar la fuerza
aplicada para visualizar las moléculas sin dañar su estructura. Para ello recomen-
daban medir los IgG en modo atractivo. En este capítulo se ha profundizado en
otros factores que contribuyen a que se puedan medir exitosamente los anticuer-
pos IgG en condiciones ambientales.
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Figura 2.6 – (a-c) Imágenes AM-AFM de IgGs con alta resolución tomadas con pa-
lancas NCH (radio típico R = 7nm) en aire a HR < 5 %. La amplitud libre fue A0 =
13 nm y la amplitud de trabajo Asp = 0,95A0. Barrido a 1,95 Hz con resolución de 1
nm/px. La escala vertical es 1,5 nm. (d) Perfiles a lo largo de las secciones mostradas
en (c).

Uno de los factores fundamentales que determinan la resolución es el radio
de la punta. Resulta relevante que Santos et al. [35] hayan podido correlacionar la
amplitud crítica con el radio de la punta. La posibilidad de adquirir curvas de fuerza
de amplitud y fase está implementada en los AFM comerciales, de modo que
determinar la amplitud crítica de las palancas es una tarea que se puede llevar
a cabo de manera rutinaria. Si se conoce el valor de amplitud crítica inicial se
puede evaluar la degradación de una palanca en específico durante las sesiones
de experimentos. Basta medir la amplitud crítica inicial y la amplitud crítica durante
los experimentos para tener una estimación rápida de cuánto ha variado el radio
de la punta mediante la ecuación (2.4).

El protocolo propuesto por Santos et al. [35] se adaptó para medir la amplitud
crítica en palancas comerciales. Los resultados de la figura 2.4 muestran que en
general la amplitud crítica aumenta con el uso. En algunos casos la punta se “afila”
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pero nunca llega a los valores iniciales. Esto implica que no hay mejor palanca
que una palanca nueva. Existen métodos para limpiar la contaminación orgánica
de las palancas. Sin embargo estos métodos no pueden regenerar el radio de
la punta. En específico las puntas de silicio tienden a romperse formando una
estructura similar a un cono truncado [49]. Esto se verificó en una de las puntas
comerciales utilizadas que fue posteriormente medida por SEM. El radio inicial de
la punta estimado coincidió con el valor que provee el fabricante.

Para proteger las palancas, se recomienda utilizar amplitudes de trabajo cer-
canas a la amplitud libre (85 − 99 % de la amplitud libre) de modo que se con-
trarreste el daño que se le pueda causar a la palanca durante la medición. Por
otra parte se recomienda que las amplitudes de trabajo sean las más pequeñas
posibles. Si se analiza en detalle, estos principios están presentes en el trabajo
de San Paulo y García (como por ejemplo los IgG mostrados en la figura 2.1b) en
el que usaron amplitudes libre de 5 − 6 nm y amplitudes de trabajo mayores que
el 85 % de la amplitud libre.

Para demostrar la validez de los conceptos antes expuestos se midieron IgGs
con una palanca comercial NCH (Nanosensors) cuyo radio típico R = 7 nm. La fi-
gura 2.6 muestra que es posible tener resolución submolecular con puntas que se
espera sean relativamente gruesas si se eligen cuidadosamente los parámetros
experimentales.

2.3.1. Consejos para obtener imágenes de alta resolución

Llegado este punto, se pueden emitir algunos consejos relacionados con la
operación en modo modulación de la amplitud con alta resolución. No es un pro-
tocolo porque no son pasos fijos que se puedan seguir y, por otra parte, seguirlos
al pie de la letra no garantiza el éxito. Los puntos que se enumeran pueden servir
de complemento a los manuales de usuario de los AFM comerciales.

• Siempre que sea posible utilizar una palanca nueva para medir con alta
resolución ya que el desgaste hace que el radio de la punta aumente y,
aunque a veces con el uso el radio de la punta disminuye, nunca se recupera
el valor inicial.

• Dejar que el sistema se termalice. Se recomienda hacer un barrido en “falso
enganche”3 durante al menos media hora antes de pasar a medir.

3En inglés, false engage. Se indica al sistema que ya ha alcanzado la superficie, cuando todavía
se encuentra muy lejos de esta.
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• Utilizar amplitudes libres pequeñas (en mi experiencia 5 − 10 nm) y am-
plitudes de trabajo altas. Pudiera ser en modo repulsivo (debe notarse que
mientras más afilada la punta, menor será la amplitud crítica).

• Corregir la posición del pico de resonancia cerca de la superficie y corregir
la posición del pico mientras se mide. Una desviación de 100 Hz cuando se
mide a 300 kHz representa el 0.03 % de la frecuencia de resonancia. Sin
embargo en la práctica unos pocos hertzios pueden significar la diferencia
entre una buena y una mala imagen.

• Controlar la humedad relativa. En Madrid la humedad suele ser del 35 %
(aceptable) durante buena parte del año, pero en La Habana suele ser de
más del 80 % (inaceptable, se crean capas de agua sobre la muestra que
afectan la resolución). Se puede disminuir la humedad relativa con nitró-
geno. Se ha comprobado que los anticuerpos IgG no pierden su conforma-
ción tridimensional a humedades relativas inferiores al 5 %.

2.4. Conclusiones

La microscopía de fuerza modulada en amplitud permite obtener imágenes de
anticuerpos IgG con resolución molecular en condiciones ambientales. Para lo-
grar tal objetivo se deben cuidar las condiciones experimentales. Entre los puntos
más importantes resaltan utilizar palancas nuevas, amplitudes libres bajas y am-
plitudes de trabajo cercanas a la amplitud libre. De esta manera se garantiza que
el radio de la punta se mantenga lo más pequeño posible y que la fuerza aplicada
sobre la molécula sea baja.

Los resultados obtenidos con los IgG se pueden extrapolar al estudio de otras
moléculas aisladas en condiciones ambientales. En el próximo capítulo se aplican
los conocimientos de este capítulo para estudiar el anticuerpo, su diana terapéu-
tica (el receptor del factor de crecimiento epidérmico), el factor de crecimiento
epidérmico y los complejos que forman.
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Capítulo 3

Estudio del anticuerpo
antitumoral Nimotuzumab
(hR3) y el receptor del factor
de crecimiento epidérmico

3.1. Introducción

En el capítulo anterior se discutieron las condiciones necesarias para medir
proteínas aisladas con alta resolución en condiciones ambientales. De hecho, las
imágenes de IgG mostradas en la figura 2.6 corresponden al anticuerpo antitu-
moral Nimotuzumab (también conocido como hR3). En este capítulo se muestran
resultados experimentales de mediciones por microscopía de fuerza, combina-
da con técnicas bioquímicas con las cuales se busca dilucidar el mecanismo de
acción del anticuerpo.

3.1.1. Mecanismo de activación del receptor del factor de cre-
cimiento epidérmico

El crecimiento descontrolado de las células tumorales está soportado por un
incremento de producción de factores de crecimiento epidérmico y una sobre-
expresión de sus receptores afines localizados en la membrana celular. Ambos
fenómenos activan vías de señalización en cascada que implican la proliferación
de las células cancerosas e inducen procesos de angiogénesis y metástasis. La
mayoría de los cánceres humanos epiteliales presentan una marcada sobreex-
presión de factores de crecimiento [51].
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El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), también conocido co-
mo HER-1 y ErbB-1, es una proteína de membrana que tiene una función esencial
en el proceso mitogénico de las células de origen epitelial. Su activación puede
ser desencadenada por varias moléculas, entre ellas el factor de crecimiento epi-
dérmico (EGF) [51, 52, 53].

La figura 3.1 muestra el mecanismo de acción del receptor. Existen dos confor-
maciones fundamentales que puede adoptar el EGFR: una inactiva, y otra activa.
Cuando se encuentran dos receptores en conformación activa se forma un díme-
ro que a su vez genera una señal de crecimiento celular. El papel del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) es estabilizar la conformación activa del receptor.
De este modo, el EGF favorece el equilibrio a favor de la conformación activa
[54]. En estado basal, ambas conformaciones se encuentran en equilibrio en la
membrana celular con aproximadamente el 85 % de las moléculas de EGFR en
la conformación inactiva, y el 15 % en la conformación activa o de dimerización.

Se ha reportado una sobreexpresión de este tipo de receptor en células de
diversos tumores humanos. Por este motivo el receptor constituye un blanco mo-
lecular importante para las terapias del cáncer [55]. En años recientes han sido
esclarecidos varios mecanismos mediante los cuales diferentes anticuerpos mo-
noclonales inhiben la transducción de la señal de crecimiento a través del EGFR.
Por ejemplo, el anticuerpo Cetuximab se une al dominio III, bloqueando la unión
del EGF e interfiriendo con la conformación activa del EGFR [56]. El anticuerpo
Nimotuzumab también se une al dominio III, aunque el sitio de unión es ligera-
mente diferente al del Cetuximab [52].

3.1.2. Anticuerpo antitumoral Nimotuzumab (hR3)

El Nimotuzumab (CIM, Habana) es un anticuerpo monoclonal humanizado que
se une al dominio extracelular del EGFR e inhibe la unión del EGF. Al Nimotuzu-
mab también se le conoce como hR3 y en el texto se la llamará indistintamente
de uno u otro modo. Su uso para el tratamiento de tumores de cabeza y cuello
ha sido aprobado en varios países y se encuentra en fase de ensayo clínico pa-
ra varios tipos de tumores. Una de las mayores ventajas del Nimotuzumab es la
ausencia de efectos adversos severos; esto marca una gran diferencia respecto
a la mayoría de los medicamentos que tienen como blanco al receptor del EGF
[52, 51].

Modelaciones computacionales avaladas por un conjunto de datos experimen-
tales [52] muestran que Nimotuzumab se une al dominio III del EGFR inhibiendo
la unión del EGF, pero a la vez su orientación es compatible con la conformación
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Figura 3.1 – Modelo del mecanismo de activación del EGFR. La región extracelular
del EGFR está formada por cuatro dominios (I-IV), mientras que la región intracelular
contiene un dominio tirosina-quinasa (TK). (a) Conformación inactiva del EGFR, en la
cual los dominios I y III se encuentran separados y el dominio II se encuentra unido
al IV. (b) Conformación activa, con los dominios I y III formando el sitio de unión del
EGF, y el dominio II expuesto. (c) La unión del EGF estabiliza la conformación activa.
(d) Dos moléculas de EGFR en la conformación activa forman un dímero, a través
de la interacción de sus dominios II y IV. En esta conformación, los dominios TK
interactúan entre sí, produciendo una reacción de fosforilación que desencadena la
señal de crecimiento celular (tomado de [57]).

activa y la dimerización del EGFR. La figura 3.2 muestra el resultado de las si-
mulaciones. Tres de los 4 dominios del receptor han sido representados en su
conformación activa. El EGF se acopla en la hendidura que queda entre los domi-
nios I, II y III. Al mismo tiempo se ha representado la zona de unión del anticuerpo
al receptor por el dominio III. Existe un solapamiento espacial en las regiones que
ocupan el anticuerpo y el EGF al unirse al receptor. Esto significa las dos mo-
léculas no pueden estar unidos al receptor al simultáneamente. De esta manera
el anticuerpo inhibe la unión del EGF al receptor. Hasta aquí el mecanismo es
similar al del Cetuximab [56].

El Nimotuzumab se puede unir a células normales y cancerosas. Al inhibir
la señal de división el tratamiento afecta también a las células sanas. Según el
modelo computacional, el anticuerpo se puede unir al EGFR tanto en su confor-
mación activa como en la inactiva, sin afectar el equilibrio natural existente entre
ambas. Esto permite que las células sanas sobrevivan, pero no permite que las
células cancerosas crezcan de manera aberrante. De este modo el anticuerpo
“congela” el crecimiento tumoral [52].
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Figura 3.2 – Modelo computacional del complejo Nimotuzumab-EGFR. Se han repre-
sentado en azul los dominios I, II y III del receptor en configuración activa, unidos al
EGF (rojo). También se ha representado la zona variable del Fab (Fv) del anticuerpo
(gris y verde). El anticuerpo se une al receptor por el dominio III. En la zona indicada
por la flecha hay un solapamiento del EGF y el anticuerpo. Esto significa que por razo-
nes estéricas ambas moléculas no pueden estar unidas al receptor al mismo tiempo
(adaptado de [52]).

El objetivo final de la investigación por AFM sería validar experimentalmente
la hipótesis planteada a partir de los resultados de las simulaciones mostrados en
la figura 3.2. Para ello se debe visualizar las conformaciones activa e inactiva del
receptor, los dímeros de receptor, el complejo anticuerpo-receptor e identificar si
el anticuerpo se puede unir tanto a la conformación activa como a la inactiva.

3.1.3. Estructura del anticuerpo y el receptor

La figura 3.3 muestra reconstrucciones del anticuerpo y el receptor basadas
en estructuras reportadas en el Protein Data Bank. Las imágenes y la barra de es-
cala se han generado utilizando el programa Chimera (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera).
Debe tenerse en cuenta que solo se muestra una proyección bidimensional de las
moléculas. Los pseudocolores permiten tener una mejor idea de la topografía de
las moléculas pero no se corresponden con alturas. La figura 3.3a es un anticuer-
po IgG (estructura 1IGT del PDB). Se indican cuáles son los fragmentos Fab y el
Fc. La figura 3.3b es un receptor en conformación inactiva (estructura 1NQL del
PDB). Se ha indicado la posición de los dominios I, II, III y IV del receptor. Nótese
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como el dominio II, que tiene el brazo de dimerización, queda protegido en el in-
terior de la estructura. Finalmente la figura 3.3c representa los dominios I al III de
receptores formando un dímero de receptores (estructura 1IVO del PDB). Para
mayor claridad solo se ha representado el backbone de uno de los receptores
en conformación activa. En el otro se pude ver cómo en la conformación activa
y durante la dimerización, el dominio II deja expuesto el brazo de dimerización.
La línea discontinua representa la zona que ocuparía el dominio IV. Tanto en la
conformación inactiva como en la activa el EGF se une al receptor en la zona que
queda entre los dominios I y III.

Todas las moléculas representadas en la figura 3.3 han sido reportadas en
el PDB con resolución subnanométrica. El tamaño del anticuerpo es ligeramente
mayor que el del receptor tanto en conformación activa, como en conformación
inactiva y el dímero podría ocupar un área similar. Esto de por sí hace que a priori
la discriminación por microscopía de fuerza sea un problema de cuidado.

Por otra parte en el PDB se reportan estructuras obtenidas a partir de la cris-
talización de proteínas. Esto quiere decir que las moléculas están en posiciones
congeladas. Se sabe que los anticuerpos IgG tienen una gran movilidad y que no
tienen una posición preferente para caer sobre el sustrato (mica).

Sobre el receptor, se conocen sus configuraciones activa e inactiva pero ir de
una posición a la otra implica un cambio conformacional cuyas posiciones inter-
medias (al ser inestables) no están reportadas (figura 3.1b). Estas conformacio-
nes intermedias desconocidas en principio podrían aparecer en las imágenes de
AFM.

Figura 3.3 – Estructura del anticuerpo (a) el receptor en conformación inactiva (b)
y un dímero (c) tomados de las estructuras 1IGT, 1NQL y 1IVO del PDB, respecti-
vamente. De uno de los receptores del dímero se representa sólo el backbone para
que se pueda apreciar, en el otro, la estructura del receptor en conformación activa.
Los números romanos indican la posición de los dominios del receptor. La zona que
ocupa el dominio IV del receptor en conformación activa se representa con líneas
discontinuas.
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3.1.4. Cambios conformacionales durante la adsorción de las
moléculas a la superficie

En esta sección se abordan brevemente elementos relacionados con la ad-
sorción de proteínas en la superficie. Cuando una proteína se adsorbe sobre una
superficie puede sufrir cambios en su estructura. Las proteínas en su conforma-
ción nativa son estructuras altamente ordenadas. Cambios en las condiciones del
medio como el pH, la concentración de sales o la temperatura podrían inducir un
desplegamiento de la proteína e incluso llegar a su desnaturalización. En este
caso vamos a entender como desplegamiento al proceso reversible y desnatura-
lización al proceso de desplegamiento irreversible [47].

Las proteínas están compuestas por una o más cadenas de polipéptidos co-
nectadas internamente por puentes disulfuro y enlaces no covalentes. La estruc-
tura primaria está determinada por la secuencia de aminoácidos; la secundaria,
viene dada por ordenamientos no covalentes entre aminoácidos de la cadena que
forman estructuras ordenadas, principalmente α-hélices y β-láminas; la estructura
terciaria está relacionada con el ordenamiento tridimensional de la proteína que,
en general, en ambientes acuosos tiene un empaquetamiento de los residuos hi-
drófobos que evita el contacto con el agua y los residuos cargados expuestos al
agua. Finalmente la estructura cuaternaria es la asociación de más de dos o más
cadenas de polipéptidos. Por ejemplo el IgG está formado por cuatro cadenas,
dos pesadas y dos ligeras [47].

Comencemos por la adsorción de los IgG en interfases líquido-sólido. Este es
un fenómeno ampliamente estudiado porque los anticuerpos IgG han sido utiliza-
dos en numerosos ensayos clínicos y en biosensores. Las fuerzas predominantes
durante la adsorción son las hidrofóbicas y las electrostáticas. La afinidad de los
anticuerpos con superficies hidrófobas es muy alta, incluso en condiciones elec-
trostáticas desfavorables. En superficies hidrófilas la afinidad está más determi-
nada por las interacciones coulombianas. Esto es, por el pH y la fuerza iónica.
Si las condiciones son favorables la afinidad es muy alta, pero si la superficie y
el anticuerpo se repelen mutuamente la afinidad puede ser poca o incluso nula
[47, 46].

Las interacciones hidrofóbicas ocurren entre las partes apolares de la proteína
y del sustrato; a menudo implican cambios en la conformación de las moléculas.
Al ser adsorbida, una parte de la proteína que estaba rodeada de agua queda en
contacto con la superficie. La estructura de los anticuerpos unidos a la superficie
se puede relajar adoptando una conformación energéticamente favorable o ex-
pandirse para maximizar los contactos entre la molécula y la superficie [47, 46].



Estudios preliminares 33

Los cambios que sufren las proteínas pueden verse reflejados en la estructura
secundaria. En general hay un aumento de α-hélices a coste de la disminución
β-láminas, especialmente cuando la superficie es hidrófoba.

Se ha reportado que varias proteínas tienen un desplegamiento parcial de-
nominado estado globular fundido (en inglés molten globular state) en el que se
conserva buena parte de la estructura secundaria y el volumen aumenta aproxi-
madamente en un 50 %. Este es el caso de un tipo de estado no-nativo en el cual
se conserva buena parte de la estructura secundaria pero se pierde la estructura
terciaria [47].

Los IgG depositados sobre superficies hidrofílicas (como la mica) se unen pre-
ferentemente por la zona de los Fab, que son los encargados del reconocimiento
de los antígenos [47, 46]. Este es un factor que en principio puede afectar la
observación del complejo antígeno anticuerpo.

Por otra parte la observación del receptor se ve afectada por la influencia del
sustrato como se verá más adelante. En mica aparecen conformaciones alar-
gadas que no se corresponden con la imagen esperada para la proteína nativa
mostrada en la figura 3.3 e indican que la proteína sufre un proceso de despliegue
total durante la interacción con el sustrato.

3.2. Estudios preliminares

Se realizaron experimentos en colaboración con el grupo de Juan Carlos Alon-
so (CNB, Madrid) y en coordinación con el Centro de Inmunología Molecular (CIM,
La Habana) para verificar cualitativamente la actividad biológica de las moléculas
mediante un ensayo de inmunodetección ligado a enzimas (ELISA, por sus si-
glas en inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ) y para determinar la masa
molecular del receptor mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

En el ELISA se fijó el receptor al sustrato, se incubó con el hR3 y luego con un
anticuerpo secundario que reconoce IgG humano. Se disponía de anticuerpo hR3
y tres lotes de receptor. En una placa se depositaron 50 µL/pocillo de receptor con
concentración de 10 µg/mL en PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma) durante 1
h a 37◦C. Se lavó con PBS + Tween 20 (Sigma) al 0,05 % (PBS/T20). Se bloqueó
con PBS/T20 + FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma) al 5 % por 1 h a 37◦C. Se
añadieron 50 µL/pocillo de hR3 (1 µg/mL) durante 1 h a 37◦C. Luego se lavó
3 veces con PBS/T20 y se añadió un anticuerpo secundario anti IgG humano
(ab6864, Abcam).
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Se realizaron réplicas del experimento en 3 pocillos para cada lote de recep-
tor y uno se dejó en blanco (con PBS, sin receptor) a modo de control. La figura
3.4 muestra como las tres filas donde se había añadido receptor (A, B y C) hu-
bo reconocimiento indicado por el color amarillo, mientras en la fila D (blanco)
no hubo reconocimiento. Aunque solo se utilizó la concentración de receptor pro-
puesta por los especialistas del CIM, el ensayo permitió verificar cualitativamente
que los receptores y anticuerpos que se utilizarían en los experimentos estaban
biológicamente activos.

Figura 3.4 – Ensayo ELISA para la determinación cualitativa del reconocimiento entre
el anticuerpo y los 3 lotes de receptor que estaban disponibles. Las filas A, B y C
tenían receptor depositado. La fila D se dejó sin receptor (control).

La masa molecular del receptor se determinó mediante electroforesis desnatu-
ralizante en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE). Se emplearon geles al 6 % de poliacrilamida. Los geles fueron teñidos
con Azul de Coomassie, específico para la detección de proteínas. Las imáge-
nes escaneadas fueron procesadas con el programa ImageJ. Se estudiaron el
receptor solo, y los dímeros de receptores inducidos por la presencia de EGF e
inmovilizados covalentemente.

La figura 3.5 muestra una electroforesis en gel de poliacrilamida de mezclas de
receptor con el EGF (1:1) con diferentes concentraciones de glutaraldehído (GD)
y ácido subérico que actúan como agentes entrecruzantes. En las condiciones
del experimento la mayoría de los receptores deberían estar formando dímeros
[58, 59]. En ausencia de agente entrecruzante no se observan dímeros (carril 2);
sólo se observa una banda bien definida, de masa molecular aproximada a las
97 kDa correspondiente a la masa molecular del receptor. La hormona EGF no
se observa porque su masa molecular es muy baja (Mm = 6 kDa). En los carriles
3 − 6 se observa la banda cercana a 97,4 kDa y dímeros de más de 200 kDa.
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Los carriles tratados con ácido subérico (líneas 5 y 6) presentan dos bandas en la
zona cercana a los 200 kDa. Una de ellas coincide con la banda de las moléculas
tratadas con GD.

El valor de la masa molecular del receptor obtenido por electroforesis es algo
menor que el esperado. De acuerdo con el proveedor (CIM, La Habana) debe-
rían ser 105 kDa de los cuales aproximadamente 75 son proteína y 30 kDa son
carbohidratos.

Figura 3.5 – Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE de los receptores
y dímeros mediados por el EGF. Los carriles son: 1. Patrón de pesos molecula-
res 200, 116 y 97,4 kDa. 2. eEGFR+EGF. 3 eEGFR+EGF, 0,2 % glutaraldehído.
4 eEGFR+EGF, 0,5 % glutaraldehído. 5 eEGFR+EGF, 0,5 mM ácido subérico. 6
eEGFR+EGF, 1,0 mM ácido subérico.

3.3. Cinética química de las interacciones

Resulta de interés medir los complejos anticuerpo-receptor (hR3:eEGFR) receptor-
receptor (eEGFR:eEGFR, dímero) y el dímero estabilizado por la hormona. La
masa molecular del anticuerpo es Mm = 150 kDa; la de la región extracelular del
receptor Mm = 105 kDa12; finalmente el factor de crecimiento epidérmico tiene
masa molecular Mm = 6 kDa.

En general las reacciones involucradas se pueden describir de la siguiente
manera:

1Se utilizará el valor que reporta el proveedor en el CIM (La Habana).
2En los cálculos, debe tenerse en cuenta que 1 kDa = 1000 g/mol
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A+B
kon−→←−
koff

AB (3.1)

donde A y B son las moléculas independientes y AB es el complejo que for-
man; kon y koff son las constantes de ritmo de asociación y disociación. También
resulta de interés conocer el valor de la constante de disociación KD = koff

kon
. El

sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias que describe estos procesos es
[60]:

{ d[A]
dt = −kon[A][B] + koff [AB]
d[B]
dt = −kon[A][B] + koff [AB]
d[AB]
dt = kon[A][B]− koff [AB]

(3.2)

donde los corchetes indican concentración molar. Para solucionar este siste-
ma de ecuaciones en los casos particulares que se discuten más adelante, se
creó un código de MatLab R2009a (MathWorks) basado en la función ode45 que
implementa el algoritmo Runge-Kutta de cuarto y quinto orden para encontrar
soluciones numéricas.

Cuando se alcanza el equilibrio se cumple que:

kon[A][B] = koff [AB] (3.3)

El cumplimiento de esta condición se usó en las simulaciones numéricas como
criterio de que ya se había alcanzado el equilibrio.

El proceso de unión/separación del anticuerpo al receptor puede escribirse
como:

hR3 + eEGFR
kon−→←−
koff

hR3 : eEGFR (3.4)

donde kon = 5,2 × 104 1/Ms y koff = 1,1 × 10-3 1/s. La constante de disociación
KD = 2,1 × 10-8 M [52]. Cuando se alcanza el equilibrio:

[hR3][eEGFR]kon = [hR3 : eEGFR]koff (3.5)

Tomemos como caso de estudio que tenemos dos viales con anticuerpo y
receptor. La concentración de anticuerpo es de [hR3] = 1 mg/mL y la del receptor
es [eEGFR] = 0,85 mg/mL. El rango de concentración para obtener una densidad
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superficial de anticuerpos para realizar AFM debe estar entre 0,2 − 0,5 µg/mL3.
Si ponemos en un vial 997 µL de agua, y añadimos 0,5 µL de anticuerpo y 2,5
µL de receptor, las concentraciones másicas de anticuerpo y receptor serán 0,5
× 10-3 g/L y 2,125 × 10-3 g/L respectivamente.

Si se conoce la masa molecular (Mm) y la concentración másica de las proteí-
nas (Cm), se puede calcular la concentración molar [X] mediante :

[X] =
Cm[X]

Mm[X]
(3.6)

La solución de anticuerpo y receptor tendrá las concentraciones iniciales [hR3]
= 3,3 nM y [eEGFR] = 20,24 nM. Esto significa que por cada anticuerpo hay 6
receptores aproximadamente. La figura 3.6 muestra la concentración de complejo
anticuerpo-receptor en función del tiempo para estas concentraciones iniciales. Al
cabo de una hora ya se ha alcanzado el equilibrio. Las concentraciones finales de
son [hR3] = 1,77 nM, [eEGFR] = 18,68 nM y [hR3:eEGFR] = 1,56 nM.

Figura 3.6 – Formación del complejo hR3:eEGFR al mezclar anticuerpo [hR3] = 3,3
nM con receptor [eEGFR] = 20,24 nM.

Al tener un exceso de receptores uno podría pensar que todos los anticuerpos
deberían estar unidos a receptor. Sin embargo como se observa en la figura 3.6
al alcanzar el equilibrio el número de anticuerpos libres y ligados al receptor es
aproximadamente el mismo. Esto quiere decir que cuando se observe la muestra
por AFM se verán pocos anticuerpos unidos a receptores.

Consideremos ahora un caso diferente a la hora de preparar la muestra. Si
depositamos en un vial 0,5 µL de anticuerpo y 2,5 µL de receptor al cabo de 40
s prácticamente todos los anticuerpos están unidos a receptores (figura 3.7a).

3Estos números vienen de mi experiencia particular cuando he depositado una gota (20 − 50 µL)
de anticuerpos en mica durante 30 s.
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Sin embargo las concentraciones en el orden de micromolares no son adecuadas
para preparar muestras para AFM. Supongamos que agregamos 997 µL de agua
a la mezcla. La figura 3.7b muestra como inmediatamente la concentración de
anticuerpos unidos a receptores comienza a disminuir. Eventualmente al cabo de
90 min se recuperan los valores de concentración de equilibrio de la figura 3.6,
aunque el gráfico se ha mostrado solo hasta los 20 min. La figura 3.7b indica que
debería prepararse la muestra a los pocos segundos de diluirla.

Como se verá más adelante, los anticuerpos se unen a la mica con mayor fa-
cilidad que los receptores. Por este motivo al observar por AFM las proporciones
de anticuerpos, receptores y sus complejos estas serán diferentes de las mos-
tradas en los gráficos de las figuras 3.6 y 3.7. Habrá menos receptores que los
esperados.

Finalmente, se debe aclarar que el proceso se ha mostrado simplificado. En
realidad al tener juntos anticuerpos y receptores se pueden formar dímeros de
anticuerpos, un anticuerpo se podría unir a un dímero (si fuera cierto que se
puede unir a la confirmación activa del receptor) y también un anticuerpo podría
unirse a dos receptores simultáneamente. Un abordaje integral de todas estas
posibles situaciones el problema se vuelve más complejo desde el punto de vista
analítico.

El análisis realizado permite llegar a la conclusión de que para observar com-
plejos moleculares el tiempo de preparación de la muestra debe minimizarse tanto
como sea posible (en el orden de segundos).

Figura 3.7 – (a) Formación del complejo hR3:eEGFR al mezclar anticuerpo [hR3] =
1,1 µM con receptor [eEGFR] = 6,75 µM. Al cabo de 40 s se ha alcanzado el equilibrio
y prácticamente todos los anticuerpos están unidos a receptores. (b) Evolución del
sistema al diluir (a) en equilibrio al 0,3 %.
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3.4. Desplegamiento de receptores depositados so-
bre mica

Se prepararon muestras de anticuerpo hR3 y de la región extracelular del
receptor (eEGFR) que fueron medidas en las mismas condiciones: AFM Agilent
5500, amplitud libre A0 < 10 nm y amplitud de trabajo Asp > 0,95A0. Se utilizó la
misma palanca SSS-SEIHR (Nanosensors) con radio típico R = 2 nm, constante
de fuerza k = 15 N/m y frecuencia de resonancia de f0 = 130 kHz. Las imágenes
se tomaron a 1,7 línea/s, 500 nm y 512 px/línea.

Para preparar las muestras se depositó una gota de solución en mica recién
exfoliada por 30 s. Se lavó la superficie con agua milliQ para eliminar las molécu-
las débilmente pegadas y se secó con nitrógeno (gas). La concentración de anti-
cuerpo utilizada fue de Cm(hR3) = 0,5 µg/mL y la de receptor fue Cm(eEGFR) = 2
µg/mL. A esto corresponden concentraciones molares [hR3] = 3,3 nM y [eEGFR]
= 19 nM.

Los resultados de la figura 3.8 muestran que los anticuerpos tienen mayor
afinidad por la mica que los receptores. Aunque el tiempo de incubación fue el
mismo y la concentración de receptores fue 6 veces mayor que la de anticuerpo, el
número de anticuerpos sobre la mica supera con creces el número de receptores.
En la figura también se observa que en general los anticuerpos son más altos que
los receptores y su estructura es más compacta.

3.4.1. Análisis basado en el área y la altura de las partículas

Se seleccionaron 30 anticuerpos de la figura 3.8a y 30 receptores de la figura
3.8b. En el programa Gwyddion (http://gywddion.net), se aplicó una máscara a las
moléculas seleccionadas para estimar su altura máxima y su radio equivalente a
la mitad de la altura (esto es, el radio que tendría una círculo de área similar a la de
la partícula a la mitad de su altura). El procesamiento estadístico de la información
obtenida se realizó utilizando el programa Origin 8.5 (OriginLab Corporation).

Los diagramas de cajas de la figura 3.9 muestran las distribuciones de altura
y radio equivalente a la mitad de la altura de los anticuerpos y receptores. Al
realizar un análisis de varianza, se llegó a la conclusión de que las diferencia
entre las medias de la altura y el radio equivalente eran diferentes. Esto quiere
decir que la población de anticuerpos es más alta que la de receptores y que el
radio equivalente a la mitad de la altura de los receptores es mayor que la de los
anticuerpos.
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Figura 3.8 – Imágenes de topografía en AM-AFM del anticuerpo (a) y el receptor
(b). La densidad superficial de anticuerpos es mayor que la de receptor. Los recep-
tores marcados con flechas rojas han perdido explícitamente la conformación nativa.
(c) Aumento de anticuerpos marcados con flechas en (a) (d) Aumento de recepto-
res marcados con flechas amarillas en (b). Las imágenes de proteínas individuales
mostradas en (c) y (d) tienen un ancho de 40 nm.

Sin embargo esto no es suficiente para discriminar anticuerpos de receptores
en caso de tener una muestra con ambos tipos de moléculas. Como se puede
apreciar, se han trazado líneas discontinuas que engloban zonas en las que hay
solapamiento en las distribuciones. La mitad inferior de las alturas de los anticuer-
pos ocupan la misma región que la mitad superior de las alturas de los receptores.
Cuando se analizan los radios equivalentes a la mitad de la altura la situación es
más crítica: todos los radios equivalentes de anticuerpos caen en zonas en las
que podrían haber sido receptores.

Adicionalmente, las imágenes ampliadas del anticuerpo (figura 3.8c) y el re-
ceptor (figura 3.8d) muestran que hay al menos dos configuraciones típicas del
anticuerpo que son muy parecidas a dos de las configuraciones típicas del recep-
tor. Estas son: la del anticuerpo con los tres lóbulos expuestos y la del anticuerpo
con dos lóbulos expuestos, que tienen sus homólogos topográficos en el receptor.
Nótese que los tres primeros receptores que fueron ampliados podrían perfecta-
mente ser tomados por anticuerpos. La similitud en las imágenes de anticuerpo y
receptor constituye un obstáculo para abordar el problema. Incluso teniendo imá-
genes con resolución submolecular si no se pueden distinguir las moléculas la
investigación llega a un callejón sin salida.

Si se comparan las imágenes de AFM de los receptores aislados se obser-
va que algunos tienen configuraciones demasiado alargadas. De acuerdo con la
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Figura 3.9 – Diagrama de cajas de la altura (a) y el radio equivalente a la mitad
de la altura (b) de anticuerpos y receptores aislados seleccionadas en la figura 3.8.
Las cajas tienen como límites el intervalo de confianza al 95 % y los bigotes al 99 %.
La línea dentro de la caja representa la mediana y el punto el valor medio. Las líneas
discontinuas indican la zona en la que hay un solapamiento entre los valores de altura
y radio equivalente de las moléculas.

figura 3.3 los receptores deben ser ligeramente más pequeños que los anticuer-
pos. De los eEGFR seleccionados en la figura 3.8d sólo el primero y el segundo
parecen tener un tamaño apropiado, los otros parecen demasiado grandes si se
toman como referencia las figuras 3.3b y c. En el caso de los receptores mar-
cados con flechas rojas en la figura 3.8b el desplegamiento es evidente. Hay al
menos tres explicaciones para que los receptores se vean más grandes que lo
que deberían:

1. Además de la conformación inactiva y la activa deben existir conformaciones
intermedias que podrían ser más alargadas.

2. Existen cadenas de carbohidratos que salen de 7 puntos de la estructu-
ra del receptor e intervienen en el correcto plegamiento de la proteína. La
heterogeneidad y flexibilidad de los carbohidratos podrían perjudicar la vi-
sualización por AFM.

3. En las condiciones en las que se mide, la estructura terciaria puede haber
degenerado debido a las condiciones del medio o a la influencia del sustrato
y por eso las moléculas aparecen estiradas.

El primer punto no tiene discusión. Se sabe que de alguna manera el anticuerpo
cambia de conformación pero de momento no se ha reportado cómo son los
estados intermedios. Sobre el segundo punto, se podría intentar eliminar parte
de los carbohidratos pero esto podría comprometer la estructura terciaria de la
proteína.
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La atención en lo que resta de capítulo se centrará en el punto 3. Como se
vio en la sección 3.1.4 la estructura terciaria de la proteína se puede ver afectada
por cambios en las condiciones del medio y/o por cambios que ocurren durante
el proceso de adhesión y relajación en el sustrato.

Los receptores mostrados en la figura 3.8b provenían de un vial con 850 µg/mL
de concentración. Una alícuota fue diluida con agua milliQ hasta una concentra-
ción de 2 µg/mL. Esto provoca un cambio en la concentración de sales del medio
que puede comprometer la estructura terciaria de los receptores. Bajo estas con-
diciones habría que comprobar por medios alternativos que las propiedades de
las moléculas no han cambiado (tamaño, cuantificación de α-hélices y β-láminas
en la estructura secundaria).

Aclarar este punto permitiría determinar hasta dónde los cambios conforma-
cionales se deben a las condiciones del medio o a la interacción con el sustrato.
Una estrategia para evitar este problema sería medir en condiciones fisiológi-
cas, pero la medición en medio líquido tiene sus propias limitaciones que serán
abordadas más adelante. Otra estrategia podría ser minimizar el tiempo que el
anticuerpo está expuesto a alta dilución.

3.4.2. Análisis basado en el volumen de las partículas

El volumen de las proteínas medidas por AFM se ajusta linealmente a su masa
molecular esperada. Esto ha sido comprobado para proteínas con masas mole-
culares entre 38 y 900 kDa, incluyendo anticuerpos IgG e IgM [61]. Existen varios
métodos para determinar el volumen de las proteínas; Fuentes-Pérez et al. [36]
los dividen en geométricos y directos. Los métodos geométricos estiman el vo-
lumen a partir de las dimensiones medidas asumiendo que las proteínas tienen
forma de cascarón esférico, de esferoide aplastado, o de elipsoide. Los métodos
directos calculan el volumen a partir de la altura de los píxeles en la imagen de
AFM.

El volumen medido por AFM va a estar afectado por las condiciones específi-
cas del experimento. Entre otros factores, influirán el tipo de palanca y el radio de
la punta. Para homogeneizar los resultados y disminuir el error se puede utilizar
una molécula de propiedades conocidas (como puede ser un fragmento de DNA)
y tomarlo como referencia [62, 36].

En este trabajo se decidió utilizar como referencia al anticuerpo hR3. Los IgG
tienen una masa conocida de 150 kDa. El problema al medirlos junto a receptores
es que como se ha visto, hay conformaciones del receptor que podrían confun-
dirse con anticuerpos. Una manera de evitar este problema es realizar las medi-



Desplegamiento de receptores depositados sobre mica 43

ciones en las mismas condiciones de amplitud libre, amplitud de trabajo, palanca,
temperatura humedad y, de ser posible, el mismo día.

En este trabajo se ha calculado el volumen de la partícula Vi de manera similar
a la propuesta por Fuentes-Perez et al. [62]:

Vi = VT,i − VBk,i (3.7)

donde VT,i es el volumen total que incluye a la partícula y al fondo VBk,i.

El volumen del fondo VBk,i se calcula a partir de la relación entre el volumen
VBk y el área ABk de una región de la imagen donde no hay proteínas, multiplica-
das por el área de total de la región donde se encuentra la partícula AT,i:

VBk,i =
VBk
ABk

AT,i (3.8)

Se utilizó el Gwyddion para la estimar los volúmenes y las áreas. Las figuras
3.10a y b muestran un ejemplo de cómo quedan las regiones marcadas para el
procesamiento. Los resultados fueron exportados a Origin para implementar la
ecuación (3.7) y proceder a su análisis estadístico (figura 3.10c).

En la figura 3.10c se muestra el resultado del análisis volumétrico de los an-
ticuerpos de la figura 3.8a. El primer pico se encuentra a 180 ± 20 nm3 y el
segundo, de menor altura, en 360 ± 20 nm3.

Cuando se realizó el análisis de la figura 3.8b se encontró solo un pico en
170 ± 20 nm3. Esta información se ha representado en la figura 3.10d, donde
se representan los volúmenes normalizados respecto a la masa molecular del
anticuerpo, utilizada como referencia. La masa molecular de los anticuerpos es
de 150 kDa, la del receptor es aproximadamente 100 kDa. Se ve que el receptor
muestra un aumento del volumen cercano al 50 % lo cual indica que hay desple-
gamiento o desnaturalización de la proteína.

La existencia del segundo pico en la figura 3.10c indica que es probable dos
anticuerpos caigan juntos. La figura 3.11 muestra imágenes de parejas de anti-
cuerpos de la figura 3.8a. Esto no significa que haya involucrado un proceso de
reconocimiento entre dos hR3. Debe tenerse en cuenta si se comparan los picos
de distribución de anticuerpos de la figura 3.10c, hay más anticuerpos solitarios
que parejas de anticuerpos.
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Figura 3.10 – Análisis volumétrico de los anticuerpos y receptores mostrados en la
figura 3.8 (a) La región marcada en rojo se utilizó para determinar el área ABk y el
volúmen VBk del fondo en la muestra de anticuerpos. (b) Las partículas marcadas
se utilizaron en el análisis del volumen. Se excluyeron las que tocan los bordes de
la imagen. (c) Histograma de distribución de volumenes de las partículas marcadas
en (b) con 2 picos ajustados a gausianas. (d) Volumen normalizado contra masa mo-
lecular de los anticuerpos y parejas de anticuerpos de la muestra. Se ha incluido el
volumen de los receptores mostrados en la figura 3.8b.
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Figura 3.11 – (a) - (e) Parejas de anticuerpos de la figura 3.8a identificados median-
te análisis volumétrico. Las parejas de anticuerpos han sido marcadas con flechas
blancas. En algunas imágenes se pueden ver también anticuerpos aislados. Escala
vertical 1,8 nm (f) Sección a lo largo de la trayectoria marcada en (e).

3.5. Preparación de las muestras para conservar la
estructura del receptor

Teniendo en cuenta que los estudios de cinética química indican que los com-
plejos anticuerpo-receptor se separan a los pocos segundos de ser diluidos hasta
concentraciones de nanomolares y que los receptores pierden su estructura ter-
ciaria por influencia del medio y/o del sustrato, se decidió cambiar la manera en
la que se preparan las muestras.

Se incubaron anticuerpos solos (1,1 µM), receptores solos (6,8 µM) a 37◦C
por 30 min antes de depositar las moléculas. Se exfolió la mica (disco de 5 mm
de diámetro) y se depositó una gota de agua de 50 µL encima. A esto se añadió
1 µL de la solución con las moléculas por 30 s. Se lavó con agua y se secó con
nitrógeno (gas). De esta manera el tiempo que las moléculas están diluidas es a
lo sumo de 30 s.

Las muestras preparadas con este método presentan una distribución hetero-
génea de moléculas en la superficie. En la zona central del disco de mica, donde
se lanzó la gota de 1 µL, la concentración es muy alta. Cuando nos alejamos del
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centro la concentración va disminuyendo de modo que en la zona cercana a los
bordes no hay ninguna partícula. Haciendo barridos cuidadosos para explorar la
superficie se pueden encontrar zonas donde la densidad superficial de moléculas
es aceptable para hacer mediciones por AFM. Los experimentos se realizaron en
el AFM Dimension con controlador Nanoscope V (Bruker) a temperatura ambien-
te y humedad relativa del 35 − 40 %. Se midió en modo AM-AFM con amplitud
libre A0 ≈ 4 nm y amplitud de trabajo A > 0,85A0. Se utilizó una palanca TESP-
SS (Bruker) con f0 = 300 kHz, k = 40 N/m y radio de la punta R < 5 nm. Las
imágenes se tomaron barriendo a 2 Hz, 1 µm y 1024 px/línea.

Las figuras 3.12a y b muestran los anticuerpos y receptores visualizados por
AM-AFM en aire. Esta vez la estructura de los receptores aparece más compacta.
El procedimiento descrito en la sección anterior permitió obtener la distribución de
volúmenes de las moléculas (figura 3.12c) y, con esta, estimar la masa molecular
de los receptores en 96 kDa (figura 3.12d). Este valor es cercano a los 105 kDa
que indican los proveedores y coincide con el valor estimado durante la electro-
foresis en gel de poliacrilamida (sección 3.2). Se puede concluir entonces que el
método de preparación de muestras propuesto en esta sección permite visualizar
los receptores en conformaciones más cercanas a la nativa.

La figura 3.13 muestra imágenes de anticuerpos aislados de la figura 3.12a,
seleccionados en la zona central del pico del análisis volumétrico. La configura-
ción más representativa es la que tiene los 3 fragmentos expuestos. Sin embargo
hay otras conformaciones posibles; se ha tratado de englobar la mayor parte de
las configuraciones que pueden aparecer al depositar los anticuerpos en mica.
Por otra parte, se eligieron receptores en la figura 3.12b y algunas de las confor-
maciones típicas se han representado en la figura 3.14. Estos receptores tienen
todos el mismo volumen y, por tanto, la misma masa molecular.

La ventaja del método volumétrico para el análisis de las partículas es que
permite discriminar por volumen (o lo que es lo mismo, por masa molecular) si se
está en presencia de un receptor o un anticuerpo.
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Figura 3.12 – Imágenes de topografía en AM-AFM de anticuerpos hR3 (a) y recep-
tores eEGFR (b) depositados sobre mica con el nuevo método de preparación de
la muestra. (c) Histogramas de distribución del volumen de las partículas mostradas
en (a) y (b). Los receptores han sido representados con barras vacías y su ajuste
gaussiano con una línea roja. Los anticuerpos se representan con barras grises y su
ajuste con una línea azul. Los ajustes indican que el volumen del receptor es de 180
± 20 nm3 y el del anticuerpo es de 290 ± 30 nm3. (d) Volumen de los anticuerpos y
receptores normalizado a la masa molecular de los anticuerpos.
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Figura 3.13 – (a) - (e) Imágenes topográficas de conformaciones típicas de anticuer-
pos hR3 depositados en mica. Modo AM-AFM. Palanca TESP-SS (Bruker) con R <
5 nm, f0 = 300 kHz, k = 40 N/m. A0 = 4 nm, Asp = 0,85A0. (f) Perfil a lo largo de la
sección marcada en (c).

Figura 3.14 – (a) - (e) Imágenes topográficas de conformaciones típicas de receptores
eEGFR depositados sobre mica. Modo AM-AFM. Palanca TESP-SS (Bruker) con R <
5 nm, f0 = 300 kHz, k = 40 N/m. A0 = 4 nm, Asp = 0,85A0. (f) Perfil a lo largo de la
sección marcada en (e).



Microscopía de fuerza del complejo hR3:eEGFR 49

3.6. Microscopía de fuerza del complejo hR3:eEGFR

Se preparó una muestra de hR3-eEGFR (1:6) como en la sección anterior y
se midió el mismo día, con la misma palanca, y en condiciones de amplitud libre,
de trabajo, temperatura y humedad. Al depositar simultáneamente anticuerpos y
receptores el problema se hace más complejo, dado el gran número de asocia-
ciones de partículas que pueden ocurrir.

Como los experimentos se realizaron en las mismas condiciones de la sección
anterior se utilizaron los valores esperados de volumen para estimar el volumen
de las posibles asociaciones de proteínas que se pueden encontrar en este tipo
de muestra. Los volúmenes estimados se han resumido en la tabla 3.6.1.

Tabla 3.6.1 – Volúmenes y masas moleculares estimadas de las proteínas y asocia-
ciones de proteínas en la muestra de receptores y anticuerpos.

Proteína/Complejo Mm (kDa) V(nm3)
eEGFR1 96 180 ± 20

hR31 150 290 ± 30
2 × eEGFR 192 360 ± 30

hR3 + eEGFR 246 470 ± 40
3 × eEGFR 288 540 ± 30

2 × hR3 300 580 ± 40
hR3 + (2 × eEGFR) 342 650 ± 40
(2 × hR3) + eEGFR 396 760 ± 50

3 × hR3 450 870 ± 50
1 Se utilizaron los valores de las muestras de anticuerpos y receptores aislados
(sección 3.5) para calcular los volúmenes medios de los complejos y sus desvia-
ciones estándar.

Cuando se realizaron las mediciones por AM-AFM se confirmó que apare-
ce un abanico de asociaciones entre las proteínas (figura 3.15a). La información
de la tabla 3.6.1 se incorporó al histograma de distribución de volúmenes en la
muestra. Se identificaron las fracciones de volumen que corresponden a un ti-
po específico de proteínas o asociaciones de proteínas. La tabla da los valores
medios del volumen con su distribución estándar (SD). Se utilizó como criterio
que no existiese solapamiento con las regiones de otras especies a un ancho de
dos veces la desviación estándar. Esto implica que hay solapamiento entre va-
rias asociaciones, pero sin embargo la que reviste mayor interés, la del complejo
hR3:eEGFR se puede identificar en el rango de 425 − 485 nm3. Debe apuntar-
se que en la región 485 − 510 nm3 pudiera haber complejos anticuerpo-receptor
pero solapa con los posibles tríos de receptores (490 − 610 nm3).
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Figura 3.15 – (a) Muestra topográfica de anticuerpos y receptores depositados si-
multáneamente. Modo AM-AFM. Palanca TESP-SS (Bruker) con R < 5 nm, f0 = 300
kHz, k = 40 N/m. A0 = 4 nm, Asp = 0,85A0. Escala vertical 1,8 nm. (b) Histograma
de distribución de volúmenes de las partículas mostradas en (a). Las barras colorea-
das indican que hay un 95 % de certeza de que las partículas sean correctamente
identificadas. Las barras en blanco indican que hay solapamiento y por tanto hay un
alto grado de incertidumbre en la identificación. Se pueden identificar 10 receptores
(verde), 3 parejas de receptores (verde oscuro), 7 anticuerpos (rojo) y 19 complejos
anticuerpo receptor (azul).
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La formación predominante en la muestra son asociaciones anticuerpo-receptor.
Esto es relevante pues al analizar muestras muy pobladas de anticuerpos (figura
3.8a) y de receptores (figura 3.12b) el pico mayor correspondía a proteínas aisla-
das. En este caso, predomina el complejo anticuerpo-receptor lo cual indica que
su asociación no es inespecífica como en el caso de las parejas de anticuerpos
mostradas en la figura 3.11.

La figura 3.16 muestra complejos anticuerpo-receptor cuyo volumen se en-
cuentra en el rango 425 − 435 nm3 de la figura 3.15a. En general, los complejos
hR3:eEGFR aparecen como si una de las proteínas estuviera encima de la otra,
aunque definir hasta dónde llega el receptor y comienza el anticuerpo podría re-
sultar arriesgado; se observa, además, cierta similitud con las parejas de anti-
cuerpo mostradas en la figura 3.11. Sin embargo el análisis volumétrico descarta
esta posibilidad.

Figura 3.16 – (a)-(e) Imágenes de topografía de complejo anticuerpo-receptor (con
volumen entre 425 − 435 nm3) seleccionados en la figura 3.15a. (f) Perfil a lo largo
de la sección marcada en (c).

3.7. Medidas en HOPG

Los experimentos sobre mica mostrados en las secciones anteriores indican
que los receptores tienden a deformarse, dando lugar a estructuras no nativas.
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Esto, en parte, podría deberse a que las interacciones electrostáticas en mica
suelen ser grandes. Por este motivo se realizaron también experimentos en grafito
pirolítico altamente organizado (HOPG) que es un sustrato hidrófobo en el cual
las interacciones electrostáticas no deberían jugar un papel predominante.

Las muestras se prepararon depositando una gota de 50 µL con los receptores
sobre HOPG recién exfoliado durante 30 s. Se lavó con agua milliQ y se secó con
nitrógeno (gas). Se utilizaron 2 concentraciones de receptor 2 µg/mL y 50 pg/mL.

La figura 3.17a muestra que los receptores incubados a una concentración de
2 µg/mL forman islas (monocapas) sobre el HOPG. Hay que recordar que esta
es la misma concentración utilizada para preparar las muestras que se midieron
en mica (figura 3.8b). La distancia entre las terrazas del HOPG es de ∼0.4 nm lo
cual coincide con la altura entre las capas de grafito en este material.

Se disminuyó la concentración 40 veces y se preparó una nueva muestra de
receptores (figura 3.17b) y como se puede ver ya no aparecen islas en estas
condiciones pero aun así los receptores tienden a estar cerca unos de otros en
grupos de 2 − 4. Como antes en la mica, se ven estructuras alargadas que no se
corresponden con la conformación nativa de los receptores.

Los resultados muestran que el HOPG no es un sustrato deseable para el
estudio de los receptores por AFM: tienden a aglomerarse y la estructura nativa
no se conserva cuando están en contacto con el sustrato.

Figura 3.17 – Imágenes del receptor depositado sobre HOPG en condiciones am-
bientales. (a) A la concentración de 2 µg/mL se forman islas de receptores. A0 = 5
nm, Asp = 4,3 nm. (b) A una concentración de 50 pg/mL los receptores se agrupan; el
HOPG deforma la estructura de los receptores. A0 = 1,8 nm, Asp = 0,8 nm. Palanca
NCH (Nanosensors) R = 7 nm, f0 = 290 kHz, k = 40 N/m. Escala de color 1,8 nm.
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3.8. Medidas en medio líquido

3.8.1. Dinámica de la deposición de receptores sobre mica

Se diseñó un experimento en dos etapas para intentar visualizar en tiempo
real la unión de los receptores a los anticuerpos. En una primera etapa se pre-
paró una muestra con anticuerpos a la que luego se inyectaron los receptores.
Desafortunadamente los receptores no cayeron sobre los anticuerpos y una vez
depositados sobre la mica quedaron fijos en sus posiciones.

Los experimentos se realizaron en el AFM Agilent 5000 con MAC III. Se utilizó
una palanca SNL (Bruker) triangular con radio típico R = 2 nm y constante de
fuerza k < 1 N/m. En la primera etapa se depositaron 100 µL de anticuerpo hR3
(40 pg/mL) a mica recién exfoliada durante 30 s y se lavó con agua para eliminar
los anticuerpos unidos débilmente a la superficie. Se agregaron 500 µL de agua
a la celda y se tomó un imagen de la superficie para tener a los anticuerpos como
referencia. Posteriormente se agregaron 100 µL de eEGFR (1 µg/mL) al sistema
y se realizaron barridos sucesivos para observar el proceso de deposición de
los receptores sobre la superficie. Las imágenes se tomaron a baja resolución 4
nm/px, 512 px/línea.

La figura 3.18 muestra los resultados del experimento. El primer cuadro mues-
tra los anticuerpos. A medida que transcurre el tiempo los receptores van cayendo
sobre la superficie y allí donde caen, quedan fijados. Los cambios que se obser-
van se deben a la deriva térmica del sistema, no a acción mecánica de la punta.
Cada barrido tardaba 4,2 min. El ritmo de deposición de receptores en el perío-
do estudiado fue lineal. Desafortunadamente ningún receptor cayó encima de los
anticuerpos.

3.8.2. Modificación mecánica de la estructura del receptor

Previamente se ha discutido que las proteínas pueden aparecer en las imáge-
nes de AFM en conformaciones diferentes de la nativa. Como se verá a continua-
ción, la punta de la palanca puede ser un factor que influya en la conformación de
la proteína en medio líquido.
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Figura 3.18 – Barridos sucesivos para estudiar la deposición de receptores sobre la
mica en medio líquido. El número de cuadro coincide con el número de barrido. El
cuadro número 1 muestra los anticuerpos antes de que se inyectaran los receptores.
El cuadro 4 ha sido omitido por razones de espacio. Las flechas indican la posición de
los anticuerpos. El resto de moléculas que se observan son receptores. Cada cuadro
tiene un área de 2 × 2 µm2.
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Por otra parte, Preiner et al. han reportado que el segundo armónico4 en me-
dio líquido es sensible a las variaciones elásticas y geométricas de la muestra
[63]. Xu et al. extendieron el análisis hasta el armónico 15 [64]. En esta sección
se utilizó la información del segundo armónico para visualizar los receptores en
medio líquido.

Se depositaron 100 µL de receptor (1.3 µg/mL) sobre mica recién exfoliada
durante 30 s, se lavó con agua y se midieron en el AFM Agilent 5500 con una pa-
lanca SNL (Bruker) k = 0,2 N/m, R = 2 nm bajo agua. Las imágenes del segundo
armónico fueron procesadas con el programa ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/).
La amplitud del segundo armónico sobre la proteína fue menor que sobre la mi-
ca. Este tema se discute en profundidad en el próximo capítulo.

La figura 3.19 muestra una sucesión de imágenes de receptores. En la pri-
mera imagen se ven un receptor solitario y una partícula mayor que podría estar
formada por 2 ó 3 receptores. La segunda muestra cómo algo fue arrastrado del
aglomerado marcado con la flecha azul oscuro. En la cuarta imagen se ve que el
aglomerado se ha separado definitivamente en 2 receptores aislados, marcados
con flechas en azul claro. En la última imagen se ven los 3 receptores pero su
conformación ha cambiado. Esta secuencia indica cómo la punta de la palanca
puede modificar la conformación de los receptores depositados sobre la super-
ficie de mica. En aire este tipo de cambios no suele observarse, probablemente
porque la fortaleza de interacción de los receptores con el sustrato sea mayor.
Además, la unión de los receptores a la mica bajo PBS es más débil que ba-
jo agua. Los experimentos realizados mostraron que muy pocos se unían a la
superficie.

Figura 3.19 – Secuencia de imágenes de receptores depositados en mica bajo agua.
Las flechas verdes marcan un receptor aislado. Las flechas de color azul oscuro mar-
can un dímero que se separa en dos receptores (flechas de color azul claro) debido
a la acción mecánica de la palanca. Imágenes del segundo armónico. Escala vertical
8 mV. Palanca triangular SNL (Bruker) k = 0,2 N/m, R = 2 nm. Amplitud libre 4 nm,
amplitud de trabajo 3 nm.

4Se trata del segundo armónico, no confundir con el segundo modo de oscilación de la palanca.
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3.9. Discusión

El anticuerpo antitumoral Nimotuzumab (hR3) se ha empleado en la terapia
del cáncer de manera satisfactoria y no provoca efectos adversos graves a los
pacientes [52, 51].

Se sabe que el anticuerpo se une al dominio III del receptor del factor de cre-
cimiento epidérmico (EGFR) [52]. Sin embargo, una parte de su mecanismo de
acción continúa sin ser esclarecida. La falta de efectos adversos graves podría
deberse a que tiene una constante de afinidad menor que la de otros anticuer-
pos antitumorales (por ejemplo el Cetuximab, que también se une al dominio III)
pero también podría deberse a otra causa. Las simulaciones computacionales de
Talavera et al. [52] mostraron que la unión del anticuerpo al receptor impide la
unión al EGF pero (a diferencia de lo que ocurre con Cetuximab) permite que el
receptor adopte la conformación activa. Por eso sigue habiendo una señal basal
de división y las células sanas no se ven tan dramáticamente afectadas.

El reto desde el punto de vista de la microscopía de fuerza consiste en visua-
lizar la unión del anticuerpo al receptor y así validar, o rechazar, el modelo de la
figura 3.2. Se deben distinguir las conformaciones activa, inactiva y los dímeros
del receptor. Luego habría que distinguir el anticuerpo unido a conformaciones
activa e inactiva. Para esto habría que garantizar que las moléculas de las que
se disponía continuaban biológicamente activas. Para verificar este aspecto se
realizó un ensayo ELISA que mostró, cualitativamente, que todas las moléculas
estaban en buen estado.

La electroforesis en gel de poliacrilamida mostró que los receptores tienen una
masa molecular cercana a 97 kDa. Además, se utilizaron dos candidatos para
unir covalentemente los dímeros de receptor: glutaraldehído y ácido subérico.
Los dímeros de receptor estabilizados por el factor de crecimiento epidérmico
aparecen en una banda cercana a los 200 kDa. El mejor candidato para unir
covalentemente los dímeros es el glutaraldehído al 0,5 %.

Para visualizar las proteínas se utilizó la microscopía de fuerza modulada en
amplitud que, como se discutió en el capítulo anterior, ha demostrado ser una he-
rramienta eficaz para visualizar proteínas con resolución submolecular de manera
reproducible en condiciones ambientales.

Los anticuerpos y los receptores fueron visualizados sobre mica en condicio-
nes ambientales. Las imágenes de alta resolución mostraron que hay conforma-
ciones del anticuerpo que tienen formas muy parecidas a las del receptor (figura
3.8). Por otra parte, la estructura de muchos receptores aparece más alargada
de lo que cabría esperar. Esas moléculas alargadas se desplegaron y perdieron



Discusión 57

su conformación nativa. El desplegamiento puede deberse a las condiciones del
medio, a la interacción con el sustrato, o por ambas causas.

Los receptores que provee el CIM (La Habana) se encuentran en un medio con
una concentración de sales optimizada para que se mantenga la conformación
nativa de las proteínas. Para medir los receptores por AFM, se necesita disminuir
la concentración de receptor cientos de veces. Cuando se utiliza agua milliQ para
diluir los receptores, la concentración de sales disminuye a niveles que pueden
comprometer la estructura terciaria y/o cuaternaria de las proteínas. Adicional-
mente, las interacciones electrostáticas de los receptores con la mica pueden
modificar la estructura de los receptores. En estas condiciones, el volumen de la
población de receptores se incrementó casi en un 50 % (figura 3.10).

Adicionalmente, los estudios de cinética química sugieren que incluso tenien-
do un exceso de receptores respecto al número de anticuerpos (6:1), las concen-
traciones finales de proteína utilizadas para preparar las muestras es tan baja que
solo la mitad de los anticuerpos estará unido a receptores (figura 3.7b).

El protocolo de preparación de muestras se modificó para garantizar que la
mayoría de los anticuerpos estén unidos a receptores. Se colocó primero el agua
(50 µL en un disco de mica recién exfoliada de 5 mm de diámetro) y luego una
gota concentrada (1 µL) de moléculas incubadas a sus concentraciones originales
(cercanas a 1 mM).

Este método minimiza el tiempo de dilución y se pueden observar muchos
más complejos. La desventaja es que habrá zonas de la muestra superpobladas
y otras vacías. Sin embargo entre medias se puede encontrar zonas con una den-
sidad superficial de moléculas aceptable para realizar estudios por microscopía
de fuerzas.

Los estudios de muestras de hR3 y eEGFR por separado mostraron que el
método funcionaba correctamente: la masa molecular del receptor estimada por
análisis volumétrico fue de 96 kDa. Se observaron además anticuerpos (figura
3.13) y receptores (figura 3.14) con alta resolución. Aunque seguía habiendo con-
formaciones similares, al calcular el volumen se pudo determinar si se está en
presencia de un anticuerpo o un receptor.

Al depositar una mezcla de receptores y anticuerpos apareció un gran número
de partículas que iba desde receptores y anticuerpos aislados hasta grupos de 3
anticuerpos. Sin embargo el mayor número de conteos correspondió a una frac-
ción que se corresponde al complejo anticuerpo-receptor. Que esta fracción fuera
mayor que las de anticuerpos y receptores aislados indica que la unión entre am-
bas proteínas era específica antes de llegar a la superficie. La clasificación según
el volumen permitió definir que los complejos mostrados en la figura 3.16 son



58 Mecanismo de acción del hR3

hR3 unidos a eEGFR y no otra combinación de moléculas. Sin embargo, continúa
siendo difícil definir en el complejo qué es receptor y qué anticuerpo.

Como la mica es un sustrato con mucha carga electrostática, se intentó medir
los receptores sobre HOPG, pero los resultados mostraron que este tampoco es
un sustrato deseable para visualizar los receptores: pues estos tienden a aglome-
rarse y además su estructura se despliega.

Los estudios en medio líquido mostraron que los receptores en condiciones
fisiológicas tienen una baja afinidad por la superficie de mica en PBS, así que
se realizaron los estudios en agua. Debe señalarse que aunque se utilice agua,
siempre hay una pequeña cantidad de sales en el medio proveniente de las solu-
ciones originales de las proteínas.

Se intentó visualizar el proceso de unión del receptor al anticuerpo en tiempo
real. Primero se depositaron los anticuerpos y luego se inyectaron los receptores.
Desafortunadamente la influencia con el sustrato era más fuerte y ningún receptor
fue atrapado por un anticuerpo.

La vía propuesta abre interrogantes: En el caso de la mica los receptores
tienden a unirse por los fragmentos Fab ¿queda expuesto el sitio de unión? De
ser así ¿es la unión al anticuerpo lo suficientemente fuerte para que la punta no
los separe mecánicamente?

La acción mecánica de la palanca es un factor importante a considerar. En las
imágenes de la figura 3.19 se ve cómo la conformación del receptor aislado cam-
bia, y cómo receptores que estaban unidos se separan tras barridos sucesivos.
En las imágenes en condiciones ambientales no se observaron estos cambios de
conformación.

3.10. Conclusiones

El estudio del mecanismo de acción del anticuerpo antitumoral hR3 al unirse
al receptor del factor de crecimiento epidérmico constituye un problema de difícil
solución por microscopía de fuerza.

Al realizar mediciones de microscopía de fuerza modulada en amplitud en
condiciones ambientales la estructura terciaria de los receptores tiende a desple-
garse debido a la influencia del medio y/o del sustrato. Esto se ve reflejado en un
aumento del volumen medido respecto al valor esperado.

Se ideó un método de preparación de la muestra en el cual los receptores
mantienen su conformación en condiciones cercanas a la nativa. Este método
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permite también obtener muestras en las que se pueden observar y discriminar
los complejos anticuerpo-receptor de otras asociaciones de proteínas.

Observar las proteínas en medio líquido resulta más complejo que en condi-
ciones ambientales. La afinidad de las proteínas por el sustrato es menor y, por
ende, es más fácil arrastrar las partículas que en aire.

En general, se han sentado las bases para el estudio del mecanismo de acción
del anticuerpo hR3. Sería recomendable discriminar las conformaciones activa e
inactiva del receptor, estudiar los dímeros del receptor y comparar las imágenes
de microscopía de fuerza del complejo hR3:eEGFR con las de otros anticuerpos
IgG que tengan como blanco al receptor del factor de crecimiento epidérmico.
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Capítulo 4

Contraste de fase, energía
disipada y armónicos
superiores en medio líquido

En este capítulo se discute un método para determinar la energía disipada en
medio líquido. Se parte de un modelo que toma en cuenta los dos primeros mo-
dos de oscilación de la palanca y los armónicos generados por la no linearidad de
la interacción con la muestra [31]. Luego se introducen en el modelo correcciones
para su implementación experimental: la sensibilidad del fotodiodo a los modos
de oscilación de la palanca y la disminución del factor de calidad cuando la pa-
lanca se acerca a la muestra. Se propone una expresión para estimar la energía
disipada experimentalmente y se aplica a dos materiales: membrana púrpura y
mezcla de polímeros.

Los términos fase, desfase, o el cambio de fase en AFM se refieren al mismo
fenómeno físico: la diferencia de fase entre la oscilación de la palanca y la señal
de excitación. En una imagen de contraste de fase en microscopía de fuerza
modulada en amplitud (AM-AFM) se dibuja el cambio de fase mientras se forma
una imagen de la superficie manteniendo la amplitud constante. Las imágenes de
fase proporcionan información de la composición y la disipación de energía con
resolución nanométrica [3, 24, 37, 25].

En 1998 Cleveland et al. proponen un método para determinar la potencia
disipada en AM-AFM [37] y se refiere a las imágenes de fase como mapas de
disipación. Curiosamente, Cleveland hace referencia a los armónicos generados
pero dice que son muy pequeños para tenerlos en cuenta y considera que se
puede asumir que la oscilación se mantiene aproximadamente sinusoidal. Ese
mismo año Tamayo y García [25] proponen una expresión para obtener la ener-
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gía disipada en AM-AFM. El modelo propuesto estaba basado en ambos casos
en un oscilador armónico amortiguado y forzado. Las ecuaciones propuestas eran
válidas en condiciones ambientales donde el factor de calidad es alto Q ≈ 102.
Tamayo reescribe la ecuación para determinar la energía disipada en medios con
bajo factor de calidad en 1999 [39]. La razón es que en medio líquido el factor
de calidad es menor de 10 y los armónicos que había descrito Cleveland no pue-
den ser despreciados. De acuerdo a su criterio, la contribución de los armónicos
superiores debe tenerse en cuenta para determinar la energía disipada [3].

El método para determinar la energía disipada en aire tiene la ventaja de ser
fácil de implementar. Para ello solo se toman curvas de amplitud y fase frente
al desplazamiento del piezo para cuantificar la energía disipada. Adicionalmente,
la forma de las curvas de energía disipada permite identificar la naturaleza de la
interacción entre la punta y la muestra [38, 65, 66, 67]. La existencia de armónicos
superiores no despreciables en medio líquido hace que el proceso de análisis sea
más complejo.

La palanca es una estructura con autofrecuencias a las que le corresponden
formas modales de oscilación (autovectores). La palanca no se comporta como un
oscilador armónico debido a las no linearidades en la interacción punta-muestra
que introduce armónicos superiores (múltiplos enteros de la frecuencia funda-
mental de oscilación) y a la excitación de los modos superiores. La relación entre
los armónicos superiores y las propiedades de la muestra no están del todo en-
tendidas [68, 69]. No obstante, aprovechando el hecho de que los armónicos en
líquido son un orden de magnitud mayor que en aire, Preiner et al. [63] utilizaron
el segundo armónico para medir membranas biológicas con una resolución late-
ral inferior a 1 nm. De hecho, las imágenes del segundo armónico tenían mayor
resolución que las de topografía. Por su parte, Basak y Raman propusieron que el
segundo modo de oscilación de la palanca se excita momentáneamente durante
la interacción entre la punta y la muestra en medio líquido y utilizan este hecho
para estimar la amplitud y la fase de la palanca a diferentes amplitudes de trabajo
[70]. Hasta la fecha, el grupo de Raman en la Universidad de Purdue, USA, ha
publicado varios trabajos donde se discute la relación entre los armónicos, los
modos de oscilación y el contraste de fase en medio líquido [29, 64, 71, 72].

4.1. Determinación de las propiedades mecánicas
de las palancas

En esta sección se describe el proceso de obtención de los espectros de ruido
térmico para la determinación de las propiedades mecánicas de las palancas y,
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dado que el montaje experimental es el mismo, se extenderá la explicación al
estudio de los armónicos generados durante la oscilación de la palanca.

El dibujo de la figura 4.1 muestra un esquema del montaje experimental. La
señal de la oscilación que llega al fotodiodo se envía a un osciloscopio. Para su
análisis se realiza la transformada rápida de Fourier (FFT) en el mismo oscilos-
copio o, a posteriori, en el ordenador. El resultado es la señal en el espacio de
frecuencias. Los armónicos aparecen definidos y son cuantificables en el espec-
tro de frecuencias. Para obtener los resultados experimentales que se muestran
en este capítulo se utilizaron dos sistemas de microscopía de fuerza: un Multimo-
de 8 con controlador Nanoscope V (Bruker) y un Agilent 5000 con módulo MAC
III (Agilent). El osciloscopio utilizado para recoger la señal es un DPO 7054 (Tex-
tronix) con ancho de banda de 2,5 GHz y capacidad de muestreo hasta 10 GS/s.
El software que trae incorporado el osciloscopio permite promediar y realizar la
transformada de Fourier de la señal en tiempo real.

Los microscopios Multimode y Agilent tienen incorporado el principio descrito
en la figura 4.1 para determinar las propiedades mecánicas de la palanca. El
choque de las moléculas del medio con la palanca excita sus modos de oscilación.
A partir de la FFT se obtiene la densidad espectral de frecuencias (PSD) cuyo
análisis permite determinar la constante de fuerza de la palanca k, de los modos
kj , las frecuencias de resonancia de los modos ωj y sus factores de calidad Qj .

Figura 4.1 – Esquema del sistema utilizado para obtener los armónicos y los espec-
tros de ruido térmico. Durante las mediciones la palanca oscila interactuando con la
muestra. El láser se refleja en la palanca y llega al fotodiodo. La señal temporal se
registra en un osciloscopio y se procesa mediante la transformada de Fourier (FFT)
para llevarla al espacio de frecuencias.

Butt y Jaschke [13] calculan el ruido térmico considerando todos los posibles
modos de oscilación de la palanca. Su propuesta para determinar la constante de
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fuerza k de una palanca rectangular fue la ecuación:

k = Cniki (4.1)

donde Cni = 12
α4

i
es una corrección por el modo de oscilación; αi para los

modos 1 y 2 vale 1,875 y 4,694 respectivamente; ki es la constante de fuerza de
cada modo:

ki =
kBT

χ2
i 〈z∗2i 〉

(4.2)

aquí kB es la constante de Boltzmann (kB ≈ 1,3806 × 10-23 J/K); T es la
temperatura absoluta (K); χi es la relación entre las sensibilidades dinámica y
estática del fotodiodo. Las sensibilidades son diferentes porque el fotodiodo no
mide desplazamientos, sino ángulos de deflexión. El ángulo depende del modo
de oscilación. En una palanca rectangular χ1 = 1,090 y χ2 = 0,3138. Finalmente,
〈z∗2i 〉 es el área bajo la curva medida en la PSD.

Si se ajustan las resonancias de la PSD 1 a un oscilador armónico simple
(SHO):

PSD = B +
a0i f

4
i

(f2 − f2
i )

2
+
(
f fi
Qi

)2 (4.3)

donde fi y Qi son la frecuencia de resonancia y el factor de calidad, respecti-
vamente; a0i es la amplitud para f = 0 y B es el fondo. El área bajo la curva 〈z2

i 〉
será [17]:

〈z∗2i 〉 =
πa0i fiQi

2
=
a01ωiQi

4
(4.4)

Sustituyendo (4.4) en (4.2) tenemos que:

ki =
4kBT

χ2
i a0iωiQi

(4.5)

Hasta el momento se ha considerado una palanca rectangular. Sin embargo
en medio líquido es más popular el uso de palancas triangulares (en forma de
V). Stark et al. [15] modelaron este tipo de palancas por elementos finitos y ob-
tuvieron los parámetros adecuados para corregir la sensibilidad del fotodiodo y
los modos de oscilación. La tabla (4.1.1) muestra un resumen de los parámetros

1La PSD se debe haber convertido previamente de V2/Hz a m2/Hz mediante la sensibilidad estática
a la deflexión.
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χ adecuados para cada tipo de palanca y las expresiones para determinar las
constantes de fuerza. En la sección 4.4.5 se realiza una caracterización completa
de una palanca triangular SNL (Bruker) por el método del ruido térmico.

Tabla 4.1.1 – Parámetros para determinar las constantes de fuerza de micropalancas
rectangulares y triangulares basados en la ecuaciones (4.5) y (4.1).

Geometría χ1 χ2 k1 k2
k∗

modo 1 modo 2
Rectangular 1,090 0,3138 3,37kBT

a01ω1Q1

40,6kBT
a02ω2Q2

0,971k1 0,025k2

Triangular 1,125 0,3479 3,16kBT
a01ω1Q1

33,0kBT
a02ω2Q2

0,963k1 0,036k2

*Tanto el primero como el segundo modo pueden ser utilizados para determinar
la constante de fuerza de la palanca [13, 16]

El trabajo de Cook et al. [17] resulta especialmente útil en la implementación
práctica del método del ruido térmico. Hasta el momento se ha considerado, por
ser la práctica más extendida en la operación de los AFM, que el láser se enfoca
en el extremo de la palanca. Cuando el láser no se enfoca en el extremo de la
palanca los coeficientes de corrección de la sensibilidad del fotodiodo para la
determinación del la constante de fuerza son diferentes. El lector interesado en
este tema puede remitirse al trabajo de Schäffer de la referencia [73] .

4.2. Modelo teórico de partida

Para estudiar la relación entre el la energía disipada, la fase y los armónicos
generados en medio líquido se parte del modelo desarrollado por Amir F. Payam
y Ricardo García para explicar el contraste de fase en AM-AFM [31]. La figura
4.2 muestra un esquema del balance energético de una palanca que oscila en
un medio (aire o líquido) e interactúa con una muestra. Se considera la palanca
como una viga continua con dos modos de oscilación [70, 29, 64, 72]. Una parte
de la energía mecánica externa Wext se transfiere al medio por amortiguación
hidrodinámica Wmed y otra parte se disipa en la muestra durante la interacción
con la punta Edis ; en promedio se cumple que:

Wext = Wmed + Edis (4.6)

La energía externa suministrada a la palanca durante un período de oscilación
será:
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Figura 4.2 – Esquema del balance de energía para una palanca con dos modos de
oscilación. Se consideran 3 tipos de contribuciones energéticas: la energía externa
suministrada al sistema (W ext), la energía transferida al medio por amortiguación
hidrodinámica (Wmed) y la energía disipada durante la interacción con la muestra
(Edis).

Wext =

∫ T

0

F0 cos(ωt) q̇(t) dt (4.7)

aquí F0 es la fuerza de excitación de la palanca a la frecuencia ω y q es la
deflexión total de la palanca, que se puede describir en función de los armónicos
An y su desfase φn:

q(t) =

N∑
n=1

An cos(nωt− φn) + q0 (4.8)

Al derivar respecto al tiempo la expresión anterior se obtiene:

q̇(t) =

N∑
n=1

nωAn sin(φn − nωt) (4.9)

Sustituyendo (4.9) en (4.7) tenemos que:

Wext = F0

N∑
n=1

nωAn

∫ T

0

cos(ωt) sin(φn − nωt) dt = F0

N∑
n=1

nωAnI (4.10)

La integral I = 0 para todo n > 1, cuando n = 1 vale I = π
ω sinφ1. La expresión

final para Wext es:

Wext = πF0A1 sinφ1 (4.11)

Por otra parte, la energía transferida al medio por amortiguación hidrodinámica
para los dos primeros modos es:
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Wmed =

2∑
j=1

kj
Qjωj

∫ T

0

q̇2
j dt (4.12)

donde el subíndice j es el número de modo, kj , Qj y ωj son la constante de
fuerza, el factor de calidad y la frecuencia de resonancia de cada modo, respecti-
vamente.

Hasta este punto el trabajo propuesto por Payam et al. [31] coincide con la
propuesta que se abordará en la sección 4.4.2. De aquí en adelante la mayor
diferencia estriba en la manera en la que se estiman la deflexión total y la de los
modos. En el modelo de Payam se considera que la deflexión asociada a cada
modo se puede expresar como:

qj (t) ≈
N∑
n=1

A
′

n(j) cos
(
nωt− φ

′

n (j)
)

(4.13)

donde la prima (′) de A
′

n y φ
′

n indican que son referidos al modo, no debe
confundirse con el símbolo de derivación.

Si se considera que la deflexión del segundo modo q2 se puede expresar como
la diferencia entre la deflexión total q y la del primer modo q1 se obtiene:

q2 = q − q1 =

N∑
n=1

(
An cos (nωt− φn)−A

′

n(1) cos
(
nωt− φ

′

n (1)
))

(4.14)

Sustituyendo (4.9), (4.11), (4.12) y (4.14) en (4.6), asumiendo que la fase
de los armónicos del primer modo estará dominada por la del primer armónico
(φ

′

n (1) ≈ φn) y que se mide en resonancia (ω = ω1), se llega a la siguiente expre-
sión para el seno de la fase:

sinφ1 =
1

πF0A1

[
πk1

Q1

N∑
n=1

n2A
′2
n +

πk2ω1

Q2ω2

N∑
n=1

n2[An −A
′

n]2 + Edis

]
(4.15)

donde φ1, A1, k1, Q1 y ω1 son la fase, la amplitud, la constante de fuerza, el
factor de calidad y la frecuencia de resonancia del modo 1, respectivamente. Los
parámetros análogos del segundo modo tienen el subíndice 2. F0 ≈ k1A0/Q1 es
la fuerza de excitación. Edis es la energía transferida de la palanca a la muestra.
An y A

′

n son los armónicos totales y del primer modo, respectivamente. El modelo
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es válido para mediciones en aire y líquido y asume que el sistema se excita a la
frecuencia de resonancia del primer modo (ωexc = ω0).

La ecuación (4.15) implica que hay dos factores que contribuyen al seno de la
fase:

1. La fortaleza de los armónicos superiores generados; estos se originan por
la no-linearidad en la interacción punta-muestra.

2. La cantidad de energía mecánica transferida de la palanca a la muestra
(disipación2).

La contribución conservativa de la fuerza de interacción punta-muestra se pue-
de extraer de los armónicos superiores [74, 75] incluso cuando el ciclo de retro-
alimentación mantiene fija la amplitud de trabajo (A = constante ). Esta es la
diferencia clave del modelo respecto a aquellos basados en el modelo de masa
puntual [25, 37]. No obstante, si se considera que An ≈ A

′

n se llega una expresión
similar a la obtenida por Tamayo [39] a partir de un modelo de masa puntual:

sinφ1 =
1

πF0A1

[
πk1

Q1

N∑
n=1

n2A2
n + Edis

]
(4.16)

A su vez, en condiciones ambientales donde los valores deQ están en el orden
de 102, los armónicos superiores tienen una amplitud despreciable respecto a A1

y la expresión (4.15) se ve reducida a la conocida ecuación[37, 25, 65, 38]:

sinφ1 =
1

πF0A1

[
πk1

Q1
A2

1 + Edis

]
(4.17)

La validez de la ecuación (4.15) fue comprobada con simulaciones (realiza-
das por Amir F. Payam) y experimentos. En las simulaciones se consideró la in-
teracción punta muestra mediante el modelo Derjaguin-Muller-Toporov (DMT)[76]
FDMT y la fuerza de viscosidad Fvis se derivó a partir del modelo de Voigt asu-
miendo un contacto tipo Hertz como hicieron García et al. en la referencia [38]:

FDMT = E∗R1/2δ3/2 − 4πRγa,r (4.18)

Fvis = −η
√
Rδ

∂δ

∂t
(4.19)

donde E∗ es el módulo de Young efectivo entre la punta y la muestra, R el
radio de la punta, δ es la profundidad de la indentación; γa y γr son las energías

2También se considera “disipada” la energía transferida al medio por la amortiguación hidrodinámi-
ca, pero esa ya está contemplada en los factores de calidad Q1 y Q2.
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superficiales del contacto punta muestra durante el acercamiento y la separa-
ción, respectivamente; finalmente, η es el coeficiente de viscosidad. Según este
modelo, los materiales quedan descritos a partir de su módulo de Young (E) y
su viscosidad (η). Es importante señalar que la viscosidad depende tanto de la
deformación como de la velocidad a la que la deformación cambia [3].

El módulo de Young efectivo de la interacción E∗ se puede calcular como:

1

E∗
=

(
1− ν2

t

Et
+

1− ν2
s

Es

)
(4.20)

donde ν es el coeficiente de Poisson y los subíndices t y s representan a la
punta y la muestra, respectivamente.

La distorsión de los armónicos (HD) es una magnitud útil que proporciona
información sobre el grado de anarmonicidad de la señal; se define como:

HD =
1

A2
1

N∑
n=2

n2A2
n (4.21)

La figura 4.3 es un ejemplo de cómo se comportarían la fase, la distorsión de
armónicos y la energía disipada para diferentes materiales. Los valores mostra-
dos corresponden a una palanca oscilando a una amplitud Asp = 0,7A0, A0 = 10
nm. Las columnas vacías representan un material ideal, en el que la interacción
punta-muestra es perfectamente elástica. Las rayadas y las llenas se correspon-
den con materiales con viscosidad de 10 y 100 Pa·s, respectivamente.

La figura 4.3a muestra cómo los valores de desfase se incrementan monóto-
namente con la rigidez del material en el caso ideal de ausencia de disipación
(columnas vacías) y cuando la viscosidad η = 10 Pa·s (columnas rayadas) . Sin
embargo, la situación cambia drásticamente para η = 100 Pa·s (columnas llenas).
La fase presenta un mínimo cuando E = 500 MPa. Este tipo de comportamiento
fue verificado experimentalmente y será discutido en la sección 4.4.5.

La figura 4.3b muestra la evolución de la distorsión de los armónicos. Esta
aumenta monótonamente con el módulo de Young con independencia de la vis-
cosidad de la muestra. En la figura 4.3c se aprecia que la disipación es conside-
rablemente mayor cuando η = 100 Pa·s y sin embargo para este tipo de material
la HD también crece con E. Esto último también ha sido corroborado experimen-
talmente y será discutido en las secciones 4.4.5 y 4.4.6.

Las simulaciones presentadas en la figura 4.3 sirven como referente a la ho-
ra de analizar los resultados experimentales desde un punto de vista cualitativo.
En la práctica, no existe un material puramente elástico, y no se han considera-
do las fuerzas de adhesión durante la interacción punta-muestra. Las fuerzas de
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Figura 4.3 – Resultado de las simulaciones de fase (a), distorsión de armónicos (b)
y energía disipada (c) para materiales de diferentes viscosidad en función del módu-
lo de Young (E). Las columnas vacías son puramente elásticas, las rayadas tienen
viscosidad η = 10 Pa·s y las llenas tienen η = 100 Pa·s. A0 = 10 nm y Asp = 0,7A0.

Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) están presentes en líquido, pero se
ha considerado que la concentración de iones es lo suficientemente alta como
para apantallarlas [29]. No obstante a todas las limitaciones mencionadas, el mo-
delo describe adecuadamente los resultados experimentales que serán discutidos
más adelante en este capítulo.

4.3. Estudio cualitativo del contraste de fase en mem-
brana púrpura depositada sobre mica

Las membranas biológicas están compuestas por una gran variedad de lípi-
dos y proteínas. Por muchos años se pensó que los lípidos solo tenían la fun-
ción de aislar y permitir la difusión, mientras que las proteínas se consideraban
responsables de las propiedades y la función de la membrana. En realidad, son
las interacciones entre proteínas y lípidos a nivel molecular las que determinan la
función de las membranas. Comprender dichas relaciones constituye un gran reto
para quienes se dedican al estudio de la estructura y la función de las membranas
[77].

La membrana púrpura (PM) de Halobacterium salinarum ocupa hasta el 50 %
de su área superficial [78]; su función es convertir la luz en un gradiente de pro-
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tones y de este modo la bacteria obtiene energía. El estudio de la PM es parti-
cularmente interesante porque in vivo existe como zonas cristalinas bidimensio-
nales de proteínas y lípidos con una composición química bien definida [77]. Esto
también la convierte en superficie modelo para los estudios por AFM: la proteí-
na forma una red 2D con arreglo hexagonal. Su uso es común para calibrar la
resolución lateral de los AFM en medio líquido [79].

La figura 4.4 muestra un esquema de la forma en la que se organizan la proteí-
na y los lípidos en la membrana. Hay un solo tipo de proteína, la bacteriorodopsina
(bR), que se organiza en trímeros y ocupan el 75 % de la masa de la membrana.
El resto esta formado por 30 moléculas de lípido (6 dentro del trímero, 24 fuera).
Los lípidos que los rodean tienen una importancia vital en el ordenamiento de las
proteínas e influyen en las propiedades físicas de cada cara: la estructura crista-
lina de la cara citoplasmática (CP) es más flexible que la extracelular (EC). A este
resultado se ha llegado a partir del estudio de la estructura cristalográfica [77] y
se ha medido mediante dispersión de neutrones [80] y AFM [78]. No obstante, los
estudios mediante espectroscopía de fuerza (curvas de fuerzas estáticas) indican
que la cara CP es más rígida que la EC [28, 81].

Figura 4.4 – Esquema de los trímeros de la membrana púrpura (PM). Las bacterio-
rodopsinas han sido representadas en verde, rojo y azul. Cada una está formada por
7 α-hélices rodeadas por lípidos (gris). Reconstrucción basada en la estructura 1QHJ
del PDB.

Para identificar las caras EC y CP de la membrana se podrían utilizar anticuer-
pos específicos que se enlazaran al C-terminal de la cara citoplasmática [82, 83].
Sin embargo hay un método más sencillo propuesto por Voïtchovsky et al. [28].
Se puede diferenciar la región EC de la CP en las imágenes de topografía. Era
común observar que en ocasiones los parches presentan abultamientos deba-
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jo de la superficie. Imágenes de alta resolución mostraron que esto ocurría solo
cuando la cara CP estaba expuesta a la punta del AFM.

Por otra parte, Contera et al. [78] mostraron que la membrana crea una capa
de iones que se condensa sobre la cara extracelular. La punta del AFM puede
percibir los efectos de esta capa iónica. Por tal motivo las imágenes de topografía
de la región extracelular aparecen ligeramente más altas que las de la región cito-
plasmática. Si se aumenta la condensación de sales del medio también aumenta
la condensación de iones sobre la cara extracelular. En el trabajo de Contera et
al. al aumentar paulatinamente la concentración de iones se llega a una concen-
tración a la cual ya no se pueden visualizar los trímeros de la cara EC, pero sí
se distinguen los de la cara CP. Esta capa condensada de iones no se puede
explicar mediante la teoría clásica DLVO. Curiosamente, cuando se realizan los
experimentos en modo contacto la capa iónica no se detecta [78, 84]. La capa
iónica puede ser la responsable de que en la operación dinámica de la palanca
perciba que la capa EC sea más rígida que la CP, mientras la espectroscopía de
fuerza muestra lo contrario.

Para preparar las muestras, se depositó una gota de solución de PM (100
µg/mL) en solución tampón (10 mM Tris, 150 mM KCl, pH 8,1) durante 30 min,
luego se lavó con la misma solución para remover los parches que habían queda-
do débilmente pegados. La misma solución fue utilizada para tomar las imágenes.

La Figura 4.5 muestra imágenes de PM recogidas en el AFM Agilent, con
palancas tipo MAC VI y excitación magnética. En la imagen de topografía (figura
4.5a) se aprecian dos regiones de diferente altura correspondientes a las caras
citoplasmática (CP) y extracelular (EC) de la membrana. La altura medida en
la imagen de topografía de la figura 4.5a es inferior a 5 nm. La explicación es
que la palanca comprime la membrana al medir, haciendo que su altura aparente
sea menor que la real. A medida que se disminuye la amplitud de trabajo, se
ejerce mayor fuerza sobre la membrana y por tanto la altura aparente es menor.
La diferencia entre las caras de la membrana es también visible en el canal de
fase (figura 4.5b ). La cara CP aparece más oscura que la EC. 4φEC−CP ≈ 2◦,
mientras la diferencia respecto a la mica es de más de 15◦ (Emica ≈ 10 GPa).

Un barrido de mayor resolución en la zona marcada con un cuadro en la figu-
ra 4.5c muestra los arreglos de trímeros en el canal de fase. Específicamente, se
pueden definir dos regiones con ordenamientos en diferentes direcciones (marca-
dos con flechas). La zona intermedia, más oscura, contiene un mayor predominio
de lípidos.

Las figuras 4.5d y e muestran imágenes de PM con resolución molecular tanto
en topografía como en fase. Los trímeros de bR tienen un arreglo 2D con una
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Figura 4.5 – Topografía y diferencia de fase entre un parche de PM y la mica. Imagen
tomada en solución tampón (10 mM Tris, 150 mM KCl, pH 8,1). (a) Topografía. La
sección a lo largo de la línea discontinua muestra el espesor medido de la PM. (b)
Diferencia de fase (∆φmica−PM ). La sección muestra la diferencia de fase a lo largo
de la línea discontinua. Nótese que la cara CP aparece más oscura. (c) Un acerca-
miento de la zona marcada en (b) muestra la interfase entre dos zonas con diferente
orientación de la red de bR (Asp = 0,6A0, A0 = 8 nm). (d) y (e) Imagen de los trímeros
con alta resolución en topografía y fase, respectivamente. El diámetro de los círculos
punteados es de 6,6 nm. (f) Espectro de potencia 2D de la imagen mostrada en el
panel (e). (g) Reconstrucción de los trímeros de bR en la PM, creada a partir de la
estructura 1ATB del PDB. El círculo encierra un trímero, similar a los marcados en el
panel (e).
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periodicidad de 6,6 nm (teórica, 6,5 nm). El orden se aprecia en la figura 4.5f ,
donde se ha representado la densidad espectral de potencia (PSD) de la imagen
en el panel e. Finalmente, el dibujo de la figura 4.5g es una reconstrucción de
la estructura de la región extracelular de la membrana púrpura, basado en la
estructura 1AT9 del PDB [85].

En términos generales, los resultados muestran que la teoría desarrollada en
la sección 4.2 describe cualitativamente el contraste de fase observado entre las
caras de la membrana púrpura y la superficie de mica (figura 4.5b). Este análisis
puede extenderse incluso a las regiones en las que ya es posible distinguir el
ordenamiento de los trímeros de bR respecto a las zonas donde la concentración
de proteínas es menor (figura 4.5c), pero no puede ser extendido a las imágenes
con resolución molecular (4.5e).

Aunque los estudios de espectroscopía muestran que la bR es más rígida que
los lípidos que la rodean [86], el espaciamiento entre los trímeros es del orden
del radio de la punta (R = 5 − 20 nm). En este caso, el contraste de fase estará
influenciado por las dimensiones de la punta, y por la dirección y la velocidad del
barrido. De acuerdo a las estimaciones de Stark et al. [30] la topografía es res-
ponsable de al menos dos terceras partes del contraste de fase en las imágenes
de alta resolución de membrana púrpura.

La figura 4.6 muestra cómo cambia la diferencia de fase ∆φ entre la mem-
brana púrpura y la mica en función de la amplitud de trabajo, normalizada a la
amplitud libre. Las mediciones del contraste de fase se realizaron a cuatro dife-
rentes amplitudes de trabajo A/A0 y se realizaron simulaciones asumiendo que
la interacción con la mica es perfectamente elástica (η = 0) y un módulo de Young
(E = 10 GPa). Para la membrana púrpura se consideró E = 50 MPa y η = 10 Pa·s.
La palanca es MAC VI y sus parámetros son los expuestos en la sección anterior.
Estos valores de módulo de Young y viscosidad son similares a los reportados
en la literatura [29]. En ningún caso se consideraron las energías superficiales de
contacto, lo cual constituye una fuerte aproximación especialmente en el caso de
la interacción con la mica. De este modo en vez de una interacción DMT de la
ecuación (4.18) se modeló una interacción tipo Hertz (γa = γr = 0). Esto no resta
validez al modelo propuesto por la ecuación (4.15) pero sí influye a la hora de
realizar simulaciones: si se considera que ηmica = 0 y no se considera la adhe-
sión punta-muestra, los armónicos calculados en las simulaciones serán mucho
mayores que los que se midan experimentalmente.

En el experimento, a medida que A/A0 disminuye ∆φ aumenta hasta llegar
a un máximo, y luego comienza a disminuir. No obstante a las aproximaciones,
los resultados de la simulación ajustan bien los resultados experimentales obte-
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Figura 4.6 – Diferencia de fase (∆φ) en la zona EC de la PM respecto a la mica. Los
resultados experimentales se comparan con los valores simulados para una palanca
MAC VI excitada magnéticamente. Se tomó A0 = 9,4 nm, para la mica E = 10 GPa y
para la PM E = 50 MPa, η = 10 Pa·s.

nidos. Las simulaciones llegaron hasta la mitad de la amplitud libre (Asp = 0,5A0)
debido a que para menores amplitudes la influencia del sustrato era demasiado
grande. Como barras de error de los puntos experimentales se tomó la desviación
estándar de los histogramas de fase en la imagen (figura 4.5b).

4.4. Implementación experimental del cálculo de la
energía disipada en medio líquido

4.4.1. Contribución de los armónicos de cada modo a la am-
plitud total de la oscilación

La figura 4.7a muestra la señal temporal de una palanca que oscila con am-
plitud Asp = 0,6A0; A0 = 11,5 nm sobre la superficie de mica. La palanca es tipo
MAC IC (ω0 = 2π40 kHz, k = 2,5 N/m, R = 10 nm) excitada magnéticamente en
medio líquido. El segundo modo de estas palancas se encuentra a una frecuen-
cia ω2 = 7,7ω0. La transformada rápida de Fourier (FFT) de la señal (figura 4.7b)
muestra que los armónicos crecen cerca del segundo modo, pero no se conoce
cuál es la contribución de cada modo a los armónicos.

La señal temporal fue registrada con un osciloscopio DPO 7054 (Textronix) un
paso temporal de 20 ns. Se recogieron aproximadamente 5×105 puntos con lo
cual al realizar la FFT el ancho de banda era de 50 MHz. El paso en frecuencia
al realizar la FFT era de 100 Hz. Se utilizó un código basado en la función “fft”
de MatLab (MathWorks). Como la FFT no está promediada el ruido de fondo es
alto. El nivel de ruido se puede disminuir si se utiliza el osciloscopio para obtener y
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Figura 4.7 – (a) Señal de amplitud de la oscilación de la palanca recogida en el
fotodiodo. La palanca oscila sobre mica en medio líquido a Asp = 0,6A0, A0 = 11,5
nm. (b) FFT de la señal temporal. Se ha graficado el tramo de frecuencias hasta el
12mo armónico. Los armónicos superiores están representados con círculos verdes,
unidos por una línea sólida. Palanca MACIC , ω0 = 2π40 kHz, k = 2,5 N/m, R = 10
nm.

analizar los armónicos y promediarlos en tiempo real, lo cual no afecta la amplitud
de los armónicos pero da una señal más limpia.

Calcular la energía disipada mediante la ecuación (4.15) requiere conocer los
valores de los armónicos totales y del primer modo; esto experimentalmente re-
sulta difícil y por tanto hay que realizar aproximaciones.

En los trabajos de Stark et al. [87, 68] se estudia la función de transferencia de
la palanca bajo diversas condiciones de excitación e interacción con la muestra.
Llegan a la conclusión de que la amplitud de los armónicos en el entorno del modo
2 proviene fundamentalmente de este modo. A este mismo resultado llegan Xu
et al. [64] al estudiar la excitación momentánea del segundo modo durante la
interacción de la palanca con la muestra. Con estos referentes se propone una
modificación a la ecuación (4.15) según la cual la amplitud de los armónicos del
primero al p-ésimo armónico está determinada por el modo 1, y el resto por el
modo 2:

sinφ1 =
1

πF0A1

[
πk1

Q1

p∑
n=1

n2A2
n+

πk2ω1

Q2ω2

N∑
n=p+1

n2A2
n + Edis

]
(4.22)

Esta ecuación será menos exacta que (4.15) pero experimentalmente se pue-
de implementar. El mayor problema sería determinar el valor de p. En las sec-
ciones siguientes se discuten las correcciones que permiten estimar la energía
disipada en medio líquido.
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4.4.2. Mediciones fuera de resonancia

Hasta el momento se ha asumido que se mide en resonancia (ωd = ω0). Es-
ta condición en medio líquido generalmente no se cumple. Existen dos formas
establecidas comercialmente para excitar las palancas: acústica y magnética.

En la excitación acústica, se utiliza el movimiento de un piezo para mover la
base de la palanca. Un ejemplo de este tipo de sistema es la celda de líquidos del
AFM Multimode 8 (Bruker) que se muestra en la figura 4.8a. Los piezoeléctricos
son materiales sensibles al agua y por tanto hay que protegerlos. En este caso
el piezo está dentro del cuerpo de vidrio de la celda, por tanto toda la celda se
mueve lo cual es un problema que será analizado más adelante.

Figura 4.8 – (a) Celda de líquidos con excitación acústica del AFM Multimode 8 (Bru-
ker). La señal de eléctrica llega a través del contacto 1 y se transmite al piezo 2. La
vibración del piezo se transmite al cuerpo de la celda 3 y por extensión al chip de la
palanca, que se monta en la ranura 4 y se sujeta con el muelle 5. (b) Vista inferior
del soporte de la muestra con excitación magnética del AFM Agilent 5500. La señal
de excitación magnética se logra haciendo pasar una señal eléctrica del conector 1 al
solenoide 2, que genera el campo magnético variable que mueve la palanca.

En el ejemplo de la figura 4.8b, un solenoide debajo de la muestra crea el cam-
po magnético capaz de mover la palanca (AFM Agilent). Este es un sistema más
efectivo para medir en líquidos pero el recubrimiento magnético de las palancas
lo hace más caro.

Con el método acústico se excitan simultáneamente la palanca, la celda y
el líquido. Al realizar un barrido de frecuencias, aparecen varios picos (bosque
de picos) [88, 40]. La figura 4.9 muestra este bosque de picos cuando se excita
una palanca tipo SNL (corta) con la celda del AFM Multimode 8 en medio líquido
(figura4.8a) . Se ha superpuesto la PSD del ruido térmico de la palanca a modo
de referencia. Aunque sería tentadora la idea de imaginar que los picos altos son
resonancias de la palanca, el recuadro con la imagen del barrido de frecuencia
en aire indica claramente que las resonancias son las de la celda.
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Figura 4.9 – Influencia de la excitación acústica sobre una palanca SNL (Bruker). El
barrido de frecuencias en líquido (línea continua negra) muestra el bosque de picos.
La línea de puntos (azul) es la PSD del ruido térmico. El recuadro muestra el barrido
de frecuencias en aire (línea continua roja).

La amplitud de las resonancias de la celda en aire son 2 órdenes de magnitud
menores que en líquido para la misma fuerza de excitación. En aire el movimiento
de la base es pequeño comparado con la oscilación de la palanca. En líquidos,
el movimiento de la base y la influencia de la excitación del fluído se pueden
determinar experimentalmente a partir de las curvas de amplitud y fase [40].

En la práctica, al medir en medio líquido se busca un pico que se acerque
a la resonancia del ruido térmico donde se obtengan las mejores imágenes. Por
este motivo cuando se excita la palanca acústicamente se suele medir fuera de
resonancia.

Cuando la palanca se excita magnéticamente hay una resonancia limpia (figu-
ra 4.10). En este caso, al acercar la palanca a la muestra, el factor de calidad Q y
la frecuencia de resonancia ω0 disminuyen [89]. En el ejemplo de la figura 4.10b
se muestra como la frecuencia de resonancia ω0 pasa de 2π17 kHz a 20µm de
la superficie a 2π14,4 kHz cerca de la misma; Q cae de 2,2 a 1,0. Las curvas de
amplitud experimentales se llevaron a PSD y se normalizaron respecto al máximo
a 20 µm, luego fueron ajustadas a un oscilador armónico simple para obtener los
valores de ω0 y Q. En algunos casos la disminución es tal que el factor de calidad
cae por debajo de 1 [90]. Nótese que si se ajusta la frecuencia de trabajo a 20
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Figura 4.10 – La frecuencia de resonancia y el factor de calidad disminuyen cuando
la palanca se acerca a la superficie. La PSD se obtuvo a partir de un barrido de
frecuencia de una palanca MAC VI (Agilent) excitada magnéticamente. Las curvas
experimentales fueron ajustadas al oscilador armónico simple.

µm o más de la superficie se medirá a una frecuencia mayor que la frecuencia de
resonancia (ωd > ω0).

Por otra parte, si se mide en el máximo cerca de la superficie, se medirá a
una frecuencia menor que la de resonancia. En el modelo SHO el máximo se
encuentra desplazado a la izquierda de la frecuencia de resonancia. Este despla-
zamiento es pequeño para factores de calidad altos, pero puede ser considerable
a bajo Q.

El fenómeno de la disminución de la frecuencia de resonancia y el factor de
calidad es independiente del método de excitación ya sea acústico, magnético
o térmico. La tabla 4.4.1 muestra las frecuencias y factores de calidad de los
dos primeros modos de tres palancas comerciales: OMCL-RC800-PSA (Olympus,
rectangular), OTR4 (Bruker, triangular) y SNL (Bruker, triangular). Los parámetros
medidos a 200µm son los que se utilizan para estimar la constante de fuerza por el
método del ruido térmico. La frecuencia y el factor de calidad disminuyen cuando
la palanca se acerca a la superficie. Se deben cuantificar las variaciones para
cada tipo de palanca. Este tema se retomará más adelante al estimar la energía
disipada en medio líquido.
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Tabla 4.4.1 – Frecuencia de resonancia y factor de calidad de los dos primeros modos
de palancas comerciales en función de la distancia a la muestra en agua.1

Palanca/ ω1/2π Q1
ω2/2pi Q2

Valores normalizados2

Dist. (kHz) (kHz) ω1 Q1 ω2 Q2

RC800PSA
200 µm 20,9 3,6 134 8,1 1 1 1 1
20 µm 19,0 2,2 127 6,7 0,92 0,61 0,95 0,83
50 nm 18,6 1,9 126 6,0 0,89 0,52 0,94 0,74

OTR4
200 µm 8,9 2,3 64,5 3,2 1 1 1 1
20 µm 8,3 1,4 63,6 3,2 0,93 0,61 0,99 1
50 nm 8,1 1,2 63,4 3,1 0,91 0,52 0,98 0,97

SNL
200 µm 17,7 2,9 122 5,0 1 1 1 1
20 µm 16,7 2,1 119 4,6 0,94 0,72 0,98 0,92
50 nm 16,5 2,0 117 4,6 0,93 0,69 0,96 0,92

1Los valores se han obtenido ajustando los picos del ruido térmico al modelo
SHO.
2Como criterio de normalización, se dividió por el valor a 200µm de la superficie.

4.4.3. Ecuación para la energía disipada fuera de resonancia

En la sección 4.2 se indicó que había un punto donde el modelo de Payam
et al. [31] se retomaría para darle un nuevo enfoque al desarrollo de la ecuación
(4.12). A partir de este punto se considera que la amplitud del modo está domi-
nada por los armónicos más cercanos:

q1 ≈
p∑

n=1

Ancos(nωt− φn) (4.23)

q2 ≈
N∑

n=p+1

Ancos(nωt− φn) (4.24)

Los armónicos del primer modo son 1..p, y los del segundo modo desde (p +

1).. N . Al sustituir las ecuaciones de arriba en 4.12 y teniendo en cuenta que para
todo n ≥ 1:

∫ T

0

sin2(φn − nωt) dt =
π

ω
(4.25)

tenemos que:
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Wmed =
πk1ω

Q1ω1

p∑
n=1

(nAn)2 +
πk2ω

Q2ω2

N∑
n=p+1

(nAn)2 (4.26)

Si se sustituyen (4.11) y (4.26) en (4.6) se obtiene:

Edis = πF0A1sinφ1 −
πk1ω

Q1ω1

p∑
n=1

(nAn)2 − πk2ω

Q2ω2

N∑
n=p+1

(nAn)2 (4.27)

Finalmente, si se considera F0 ≈ k1A0

Q1
y reordenando los términos:

Edis =
πk1

Q1
A0A1sinφ1 −

ω

ω1

πk1

Q1

p∑
n=1

(nAn)2 − ω

ω2

πk2

Q2

N∑
n=p+1

(nAn)2 (4.28)

Nótese que la ecuación (4.28) obtenida es la misma que (4.15) con la correc-
ción de la excitación fuera de resonancia. La diferencia fundamental estriba en el
modo de tratar las amplitudes de los armónicos. El parámetro p en las sumatorias
debe determinarse experimentalmente. Además, se deben corregir las amplitudes
de los armónicos An y las constantes de fuerza kj de acuerdo a la sensibilidad
del fotodiodo.

4.4.4. Corrección de la sensibilidad del fotodiodo a cada modo

Los AFM comerciales utilizan un lock-in para determinar la amplitud y la fase
de la oscilación. De este modo tenemos que en los experimentos se tiene acceso
a la amplitud A1, a la fase del primer armónico φ1 y a la frecuencia de excitación
ω. Adicionalmente mediante el método del ruido térmico se pueden obtener las
frecuencias y factores de calidad de los dos primeros modos ω1, ω2, Q1 y Q2 y
estimar un valor adecuado para el parámetro p. El montaje experimental descrito
en la sección 4.4.1 permite adquirir la amplitud de los armónicos superiores. To-
do esto es suficiente para calcular la energía disipada de acuerdo a la ecuación
(4.28). Sin embargo, la sensibilidad del fotodiodo influye sobre la amplitud apa-
rente de los armónicos y utilizar los valores del osciloscopio conlleva errores en
el cálculo. En esta sección se asume que la sensibilidad del fotodiodo se tuvo en
cuenta al determinar las constantes de fuerza de los modos como se explicó en
la sección 4.1.
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Si se asume que la amplitud de los armónicos 1 al p se debe mayoritariamente
al modo 1, y el resto al modo 2, la amplitud de los armónicos (Anj) se puede
estimar:

Anj ≈ χjA∗nj (4.29)

donde el subíndice j corresponde al modo, χj es la sensibilidad del fotodio-
do a cada modo y A∗nj es la amplitud del armónico medida en el osciloscopio.
Como el osciloscopio da amplitudes en voltios vamos considerar que A∗nj(nm) =

SDA
∗
nj(V) donde SD es la sensibilidad a la deflexión y se obtiene de las curvas

estáticas de fuerza.

Por otra parte, la amplitud libre corregida será:

A0 =

N∑
n=1

χnjA
∗
0njcos(ω0t− φ0n) (4.30)

aquí el subíndice cero indica que los valores se recogen a la frecuencia de
resonancia ω0 del sistema; esto es independiente de la frecuencia de excitación
utilizada. Conocer el valor de A0 implicaría conocer los valores de las fases φn de
cada armónico. A efectos del AFM se utiliza el lock-in para determinar la amplitud
y solo se utiliza el armónico fundamental A∗0 para determinar la amplitud libre:

A0 ≈ χ1A
∗
0 (4.31)

El uso de la expresión (4.31) se justifica porque el armónico fundamental con-
tinúa siendo dominante en medio líquido.

Sustituyendo (4.31) y (4.29) en (4.28), y teniendo en cuenta el desplazamiento
de las resonancias a la izquierda cuando la palanca se acerca a la muestra (Tabla
4.4.1) tenemos que:

Edis =
πk1χ

2
1

Q1s

(
A∗0sA

∗
1sinφ1 −

ω

ω1s

p∑
n=1

n2A∗2n

)
− πk2χ

2
2

Q2s

ω

ω2s

N∑
n=p+1

n2A∗2n (4.32)

donde los subíndices s indican que estos parámetros deben ser medidos cerca
de la superficie. A∗0s es la amplitud libre a la frecuencia de resonancia ω1s; A∗n son
los armónicos medidos en la FFT de la señal temporal del fotodiodo3; φ1 es la
fase del primer modo; p es el armónico hasta el cual amplitud del armónico está

3Si se utiliza un osciloscopio para realizar la FFT, debe tenerse en cuenta que frecuentemente se
obtiene el valor RMS de la amplitud.
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gobernada por el modo 1; χi son las sensibilidades del fotodiodo mostradas en la
tabla 4.1.1.

Una vez más, si la excitación es magnética es posible saber cuánto vale la
amplitud libre cerca de la superficie, pero si la excitación es acústica deberá ser
estimada debido al bosque de picos.

4.4.5. Estimación de la energía disipada en muestras de mem-
brana púrpura depositadas sobre mica

La ecuación (4.32) se utilizó para medir la energía disipada en PM y mica con
palancas comerciales SNL (corta) (Bruker). Los experimentos se realizaron en un
AFM Multimode 8 con controlador Nanoscope V (Bruker). Se depositó una gota
de solución con 40 µg/mL de PM en solución tampón (15 mM Tris, 150 mM KCl,
pH 8,5) en mica recién exfoliada por 10 min, se lavó con la solución para eliminar
los parches débilmente pegados. La misma solución tampón se utilizó para medir.

Bajo estas condiciones se obtuvieron los parches de membrana, pero también
de una, dos capas y montículos (o bultos) que quedaban como una carpa apoyada
sobre la mica. Esto es muy conveniente para estudiar la energía disipada. Cuando
se tiene una capa la influencia de la mica debajo de la membrana es muy alta.
Si hay dos capas, o si la membrana queda apoyada como una carpa con líquido
debajo se pueden medir propiedades que antes eran inaccesibles.

La figura 4.11 muestra imágenes de topografía y fase de membrana púrpura
depositada sobre mica en medio líquido. La topografía muestra como algunas
membranas caen planas sobre la superficie y tienen una altura de 5 − 6 nm
mientras otras quedan formando unos bultos que pueden alcanzar más de 30 nm
de altura (figura 4.11a). Donde hay una capa de membrana, el contraste de fase
es más oscuro. Sin embargo el contraste de fase es el mismo en la mica, en los
bultos y donde la membrana es doble (figura 4.11b). Los armónicos obtenidos a
partir de la señal del fotodiodo (figura 4.11c) son mucho mayores en la mica que
en el montículo de PM. Esto confirma que, como se discutió antes, dos materiales
de diferente módulo de Young pueden tener la misma fase (figura 4.3a).

El cálculo de la energía disipada requiere conocer los parámetros de los mo-
dos ki, Qi, a0i. La figura 4.12 muestra la PSD de la palanca SNL utilizada en
las mediciones de la figura 4.11. Los picos del primer y el segundo modo fue-
ron ajustados al oscilador armónico según (4.3). Del ajuste se obtuvo que ω01

= 2π17,6 kHz, a01 = 1,73 × 10-25 m2/Hz, Q1 = 2,33, ω02 = 2π119,3 kHz, a02 =
4.51 × 10-27m2/Hz, Q2 = 4,97. Teniendo en cuenta las ecuaciones para la palan-
ca triangular de la tabla 4.1.1 se obtuvo que k1 = 0,289 N/m y k2 = 8,01 N/m. La
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Figura 4.11 – Imagen de AFM de topografía (a) y fase (b) de membrana púrpura (PM)
depositada sobre mica en medio líquido. Se registraron los espectros (FFT de la señal
que llega al fotodiodo) en los puntos marcados con flechas en el canal de fase: mica,
PM y PM abultada (c). AFM Multimode. Palanca SNL (corta) excitada acústicamente
a frecuencia ωd = 2π17 kHz, A0 = 3,5 nm, A/A0 = 0,85. Medio: solución tampón (15
mM Tris, 150 mM KCl, pH 8,5).
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Figura 4.12 – Espectro de ruido térmico de la palanca SNL (corta) utilizada en la
figura 4.11. Los picos de los dos primeros modos han sido ajustados al modelo del
oscilador armónico de la ecuación (4.3).

constante de fuerza calculada a partir del ajuste del primer modo fue k = 0,278
N/m y a partir del segundo modo se obtuvo k = 0,288 N/m. Estos valores de k

confirman que tanto el primer modo como el segundo pueden ser utilizados para
determinar la constante de fuerza de la micropalanca.

Para cuantificar la disipación se utilizó la ecuación (4.32). Los resultados se
muestran en la tabla 4.4.2. Se han comparado los valores de energía disipada
cuando se utilizan el modelo propuesto con las correcciones y el modelo pro-
puesto por Tamayo utilizando la información de todos los armónicos (ecuación
(4.16)).

Se ha incluido también una columna con los valores medidos de A1, la am-
plitud del armónico fundamental. El AFM utiliza un lock-in para mantener la am-
plitud constante. Sin embargo, se ha observado que en la superficie de mica la
amplitud del primer armónico es menor que sobre membrana púrpura. Este es un
fenómeno que debe estudiarse en profundidad porque tiene repercusiones en el
cálculo de la energía disipada.

La distorsión de los armónicos es mayor en mica que en membrana simple
donde es mayor que en la membrana abultada. Sin embargo cuando no se co-
rrige la sensibilidad del fotodiodo se obtienen valores de distorsión de armónicos
mayores que al aplicar las correcciones. En todo caso, se confirma el resultado de
las simulaciones según el cual hay una proporcionalidad directa entre el módulo
de Young de la muestra y la distorsión de los armónicos (figura 4.3b).
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Tabla 4.4.2 – Fase, distorsión de armónicos y energía disipada de los puntos marca-
dos con una flecha en la figura 4.11b.

Material φ(◦) A1(nm) HD( %)1 Edis(eV)2 HDNC( %)3 Edis,NC
4(eV)

mica 82 2,98 1,27 3,78 6,17 2,94
PM 78 3,04 0,75 3,11 3,03 2,87

PM (bulto) 82 3,05 0,13 3,61 0,83 3,86
1 Dispersión de armónicos incluyendo la sensibilidad del fotodiodo al modo 2 (p =
5).
2 La energía disipada según (4.32) (p = 5).
3 Dispersión de armónicos no corregida (NC) sin tener en cuenta la sensibilidad
del fotodiodo y asumiendo SA = χ1SD para convertir los armónicos de mV a nm.
4 La energía disipada no corregida (NC) calculada mediante la ecuación (4.16)
tomando el valor de Q cerca de la superficie.

La energía disipada es mayor sobre mica cuando se incluyen las correccio-
nes, luego sobre la membrana abultada y finalmente sobre la membrana simple.
Podría parecer contradictorio que siendo la fase la misma, y la HD mayor en mica
que en membrana abultada, la energía disipada sea mayor en mica. La explica-
ción está dada por el armónico A1, que es menor en mica que en el resto. Si el
sistema utiliza un lock-in a la frecuencia de excitación con ancho de banda típico
de 1 − 2 kHz. ¿Por qué la amplitud A1 es menor en mica? ¿Influencia de armóni-
cos de modos superiores que llegan hasta el primer modo? De haber considerado
que la amplitud de A1 = 3 nm, se habría obtenido que Edis = 2,76, 2,58 y 3,13 eV
para mica, PM, y PM abultada, respectivamente.

En cualquier caso, la energía disipada sobre mica no es despreciable, y por
tanto no es correcto modelar la interacción de la punta con la mica a partir del
módulo de Young y asumiendo una interacción perfectamente elástica. Se debe
considerar la adhesión y también la posible contaminación de la punta cuando se
miden muestras biológicas. En este último aspecto, debe notarse que las imáge-
nes de AFM en topografía y fase (figura 4.11) muestran que algunas partículas
han sido arrastradas por la punta. Estas podrían potencialmente contaminar la
punta de la palanca.

La información del canal de fase junto a la información de los armónicos pue-
den utilizarse para determinar la energía disipada mediante la ecuación (4.32)
aunque se desconozca en detalle la naturaleza de la interacción punta-muestra.

4.4.6. Mediciones en mezcla de poliestireno y polibutadieno

Se realizaron mediciones en una mezcla de los polímeros poliestireno (PS)
(Polymer Source, Canada) y polibutadieno (PB) (Polymer Source, Canada) en
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medio líquido (agua milliQ). Las muestras se prepararon con el método utilizado
por García et al. en la referencia [38]. El poliestireno estaba caracterizado por un
peso molecular promedio en masa Mw = 37,8 kg/mol y un coeficiente de polidis-
persión Mw/Mn = 1,18; para el polibutadieno Mw = 365 kg/mol y Mw/Mn = 1,12.
Se depositó en silicio limpio una gota de una mezcla 20:80 (PS:PB) en tolueno
(20 mg/mL) y se hizo girar a 5000 rpm × 1 min. El resultado es una capa con
dominios de PS en una matriz de PB (figura 4.13). El espesor de la capa está en
el orden de los micrómetros. Las mediciones se realizaron en un AFM Multimode
8 con controlador Nanoscope V (Bruker) y los espectros de armónicos se regis-
traron en el osciloscopio. Se utilizaron palancas triangulares SNL (corta) (Bruker).
Las muestras fueron preparadas y medidas el mismo día.

La imagen de topografía de la mezcla de PS:PB (figura 4.13a) muestra que la
superficie queda ondulada. No obstante a ello se pueden disitinguir los dominios
de PS inmersos en la matriz de PB. El canal fase provee una información sobre
la composición de la muestra. Las ondulaciones que aparecían en la topografía
aquí no son visibles. El contraste está relacionado con el tipo de material que
aparece bajo la punta de la palanca. De hecho, aparecen dominios de PS que
quedan ocultos bajo el PB en la topografía. Uno de estos dominios ocultos ha
sido señalado con una flecha en la imagen de fase (figura 4.13b). Esto ocurre
porque el PB es un material muy blando (E en el orden de de MPa) respecto al
PS que tiene un módulo de Young en el rango 1 − 4 GPa. Como los dominios
de PS están embebidos en el PB las propiedades mecánicas percibidas por la
sonda dependerán de las condiciones del experimento. Si se aplica una mayor
fuerza se recogerá más información acerca de la estructura subsuperficial. No
hay motivos para creer que los dominios de PS estén interconectados entre sí.
Tratar de estimar propiedades del polímero masivo a partir de este tipo de muestra
podría llevar a resultados erróneos.

La figura 4.13c muestra que los armónicos superiores del poliestireno son
mayores que los del polibutadieno. En este caso también hay una correlación
directa entre el módulo de Young de la muestra y la amplitud de los armónicos tal
y como se predice en las simulaciones (figura 4.3b). La tabla 4.4.3 muestra una
comparación los valores calculados fase, de distorsión de armónicos y energía
disipada con y sin corrección de la sensibilidad del fotodiodo.

Como ocurrió con la mica y la membrana púrpura, en este caso también la
amplitud de A1 es menor en el material más rígido y la HD está sobreestimada
cuando no se corrige la sensibilidad del fotodiodo al segundo modo. Es importante
señalar que los valores de energía disipada son muy cercanos aún cuando los
materiales tienen propiedades muy diferentes.
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Figura 4.13 – Imágenes de topografía (a) y fase (b) de una mezcla de poliestireno
(PS) y polibutadieno (PB) bajo agua. La fase es más sensible a las propiedades del
material. Los dominios de PS son redondeados, y están rodeados por la matriz de
PB. La flecha indica la posición de un dominio de PS que no se ve en topografía. (c)
FFT de la señal del fotodiodo al oscilar la palanca sobre PS y PB. La amplitud libre
es A0 = 12,8 nm y la amplitud de trabajo Asp = 11 nm. Palanca triangular SNL (corta)
con constante de fuerza k = 0,47 N/m. AFM Multimode 8 (Bruker).

4.5. Discusión

Explicar el contraste de fase en medio líquido en experimentos de microscopía
de fuerza modulada en amplitud requiere incluir en el análisis a los armónicos
superiores. La expresión (4.15) permite estimar la energía disipada considerando
una palanca con dos modos de oscilación teniendo en cuenta que una parte de la
energía inyectada al sistema se disipa en el medio y la otra durante la interacción
con la muestra.
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Tabla 4.4.3 – Fase, distorsión de armónicos y energía disipada el la mezcla de PS:PB
de la figura 4.13

Material φ(◦) A1(nm) HD( %)1 Edis(eV)2 HDNC( %)3 Edis,NC(eV)4

PS 84 10,96 1,01 52,66 1,35 47,88
PB 80 10,97 0,07 51,28 0,13 46,38

1 Dispersión de armónicos teniendo en cuenta la sensibilidad del fotodiodo al
segundo modo (p=5).
2 La energía disipada se calculó mediante la ecuación (4.32) (p=5).
3 Dispersión de armónicos no corregida (NC), sin tener en cuenta la sensibili-
dad del fotodiodo al segundo modo y asumiendo SA = χ1SD para convertir los
armónicos de mV a nm.
4 La energía disipada no corregida (NC), se calculó mediante la ecuación (4.16)
tomando el valor de Q cerca de la superficie.

El contraste de fase depende de la energía transferida al medio y de la forta-
leza de los armónicos superiores generados [31]. Las simulaciones tomando en
cuenta solo el módulo de Young y la viscosidad para describir las propiedades
de la muestra (figura 4.3) indicaron que, como norma general, la distorsión de
los armónicos será mayor en el material con el mayor módulo de Young. Esto fue
confirmado en experimentos donde la interacción punta muestra incluye fuerzas
superficiales de adhesión.

Estudios en membrana púrpura indican que se puede llegar a distinguir que
la cara de la membrana está apoyada sobre mica a partir del contraste de fase
cuando la superficie medida es mucho mayor que el radio de la punta. Las imá-
genes de alta resolución en el canal de fase permitieron distinguir los trímeros de
bacteriorodopsina pero su contraste está muy influenciado por la geometría de la
punta y no se puede atribuir solo a las propiedades mecánicas de la muestra.

Para cuantificar la energía disipada en medio líquido hay que conocer las pro-
piedades mecánicas de la palanca. Algunos microscopios de fuerza comerciales
tienen implementado el método del ruido térmico. En sistemas como el Multimo-
de 8 de Bruker (antes Veeco) se puede introducir el factor de corrección de la
sensibilidad del fotodiodo manualmente para calcular la constante de fuerza. En
otros como el Agilent 5500 (Agilent) se selecciona la geometría de la palanca:
rectangular o triangular. Resulta conveniente conocer los factores y expresiones
de calibración para cada modo mostrados en la tabla (4.1.1) para poder estimar
las constantes de fuerza y factores de calidad de cada modo.

Es necesario tener acceso a la señal del fotodiodo para obtener la informa-
ción de los armónicos de la señal. También es una alternativa para la estimación
de las constantes de fuerza y los factores de calidad. A partir de la FFT de la
señal temporal se extraen los armónicos. Esta es una función que tienen incorpo-
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rada muchos osciloscopios modernos como el DPO7054 (Tektronix) que además
permite promediar varios espectros y así eliminar buena parte del ruido espúreo.

La estimación de la energía disipada en medio líquido requiere que se tenga
en cuenta que:

• No se pueden separar analíticamente las contribuciones de los modos a la
amplitud de los armónicos, pero sí se puede considerar que la amplitud de
los armónicos cercanos al modo 2 se debe fundamentalmente a este modo
[68].

• Lo común es medir fuera de resonancia. Esto es válido incluso cuando la
excitación de la palanca es magnética. La resonancia y el factor de calidad
disminuyen cuando la palanca se acerca a la superficie (tabla 4.4.1).

La ecuación (4.32) incluye las correcciones para estimar la energía disipada en
medio líquido.

Los experimentos en membrana púrpura depositada sobre mica indican que
hay una fuerte adhesión entre la punta y la muestra. Por este motivo la energía
disipada en mica puede incluso llegar a ser mayor que sobre la membrana púrpu-
ra. La adhesión sobre membrana púrpura es muy pequeña, así que la disipación
se debe en este caso a las propiedades de la muestra. Resulta interesante que
las zonas donde la membrana está doble, o donde aparecen los abultamientos,
las propiedades de la membrana son completamente diferentes. Esto en primer
lugar resalta la influencia del sustrato cuando se observa una sola capa de mem-
brana púrpura. En segundo lugar es un claro ejemplo de cómo dos muestras de
propiedades completamente distintas pueden tener la misma diferencia de fase
en medio líquido (4.11).

La distorsión de armónicos sobre la mica fue mayor que sobre la membrana
púrpura en cualquiera de sus formas. También fue mayor sobre el poliestireno
que sobre el polibutadieno en la muestra de mezcla de polímeros. Esto confir-
ma que como norma general los armónicos son mayores sobre el material más
rígido. Sin embargo parece haber una excepción y es la amplitud del armónico
fundamental A1. El armónico A1 es menor en mica y en poliestireno que en mem-
brana púrpura y polibutadieno, respectivamente, cuando debería ser el mismo si
se tiene en cuenta que el AFM usa sólo este armónico para fijar la amplitud du-
rante la retroalimentación. Comprender la causa de este fenómeno ha quedado
pendiente.
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4.6. Conclusiones

Se ha partido de un modelo basado en la conservación de la energía de una
palanca con dos modos de oscilación para cuantificar la energía disipada en me-
dio líquido. Se incluyeron factores experimentales que permiten obtener un valor
de energía disipada más preciso: separación de los armónicos por modo, medi-
ción fuera de resonancia y variación de los factores de calidad y constantes de
fuerza de los modos cuando la palanca se acerca a la superficie

La fase y la amplitud de los armónicos son observables que se pueden adqui-
rir durante los experimentos. Utilizando la ecuación (4.32) se puede determinar la
energía disipada en medio líquido y, a partir de esta, se puede cuantificar la inter-
acción punta-muestra si se conoce el modelo más apropiado para describirla.
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Capítulo 5

Caracterización de las
propiedades elásticas de
células cancerosas y
no-malignas

El citoesqueleto, una estructura dinámica y menos rígida que lo que su nom-
bre implica, se extiende por el citoplasma de las células eucariotas proveyendo
un andamiaje tridimensional que soporta, da forma y determina su organización
interna. Además de su función estructural, el citoesqueleto está relacionado con
el movimiento celular, entendido como el movimiento de toda célula pero también
como el transporte interno de organelos y otras estructuras inmersas en el citosol.
El citoesqueleto está formado por tres tipos de estructuras: filamentos de actina,
filamentos intermedios y microtúbulos, imbricados entre sí, con los organelos y
con un gran número de proteínas de soporte [91]. La figura 5.1a muestra una
imagen de inmunofluorescencia de un grupo de células a las que se han teñido el
núcleo (azul), los filamentos de actina (verde) y los microtúbulos (rojo). Se puede
apreciar cómo existe una mayor concentración de filamentos de actina cerca de
la periferia de las células mientras los microtúbulos tienen mayor concentración
en la zona cercana al núcleo.

La actina (figura 5.1b) es la proteína más abundante en la mayoría de las
células. Cuando polimeriza forma filamentos de actina, unas fibras de 7 nm de
diámetro que llegan a alcanzar varios micrómetros de largo. Los filamentos pue-
den formar redes o fibras de tensión que juegan papeles diferentes. Las fibras de
tensión están unidas en arreglos paralelos y apretados mientras que en las redes
tridimensionales las fibras quedan más sueltas, con propiedades de gel semisóli-
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Figura 5.1 – (a) Microscopía de fluorescencia de células HT-1376 donde se aprecian
el núcleo (color azul), los filamentos de actina (verde) y los microtúbulos (rojo). (b)
Solo citoesqueleto de actina. (c) Solo los microtúbulos. (Las imágenes son cortesía
del grupo de Malgorzata Lekka, Cracovia, Polonia).

do. La red tridimensional bajo la membrana determina la forma de la célula. Las
fibras de tensión, por su parte, forman anclajes intercelulares y entre la célula y
el sustrato [91].

Los microtúbulos (figura 5.1c) están formados por la polimerización reversible
de la tubulina. En la mayor parte de las células los microtúbulos se extienden
desde el centrosoma, localizado cerca del centro de la célula. Durante la mitosis,
el centrosoma se reorganiza para formar el huso mitótico que es responsable
de la separación de los cromosomas. Los microtúbulos tienen también un papel
relevante en el transporte de vesículas y organelos, en la formación de cilios y
flagelos y en la forma y polaridad de algunos tipos de células [91].

Finalmente, los filamentos intermedios son polímeros de más de 50 proteínas;
no están implicados en el movimiento celular pero proveen soporte mecánico a
células y tejidos. El más conocido de estos filamentos es la keratina, que permite
a la piel soportar las cargas mecánicas a las que está sometida. En la mayor parte
de las células la red de filamentos intermedios se extienden hacia el citoplasma
desde un anillo situado alrededor del núcleo [91].

Por otra parte, la microscopía de fuerza (AFM) permite obtener imágenes de
células con resolución sub-micrométrica. La resolución de la microscopía de fuer-
za se puede combinar con la medición de varias propiedades mecánicas de las
células [92, 93, 21, 94, 95, 96, 97]. Al apretar la punta de la palanca de AFM
sobre la membrana celular, se puede acceder a la estructura que subyace en el
citoesqueleto [98, 99, 100, 101]. Estas mediciones permiten la caracterización de
propiedades locales, como es el módulo de elasticidad (o de Young) lo cual tie-
ne un gran potencial para la aplicación de la microscopía de fuerza a la biología
celular.
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Los estudios de la mecánica celular por AFM demuestran que se pueden co-
rrelacionar la elasticidad de las células y el cáncer [19, 22]. Las primeras medicio-
nes en células de vejiga, de origen epitelial, mostraron que las células cancerosas
son más blandas que las no-malignas. Investigaciones posteriores de células can-
cerosas ratificaron esta idea [102, 103, 104, 105, 106, 107, 108]. El cambio está
probablemente asociado con mejorar la capacidad de migración y la capacidad de
adaptación de las células durante el desarrollo del cáncer. Los resultados aplican
para otros tipos de células [102, 104, 109] y secciones de tejidos colectados en
pacientes humanos [22, 108]. Ejemplo de esto último es un estudio realizado en
tejido de mamas, en el cual el histograma de módulos de Young de las células de
los tejidos normales y no-malignas muestra un ancho rango de valores, mientras
en las células de los tejidos malignos está caracterizado por un pico más estrecho
y con menor valor de elasticidad [108].

El hecho constatado experimentalmente de que las células cancerosas son
más blandas entra en contradicción con la idea arraigada entre el público general
de que el cáncer aparece como pequeños bultos duros. Una explicación razonable
es que los procesos de neoplasia conllevan una reestructuración del ambiente
extracelular [110, 20, 111]. Estos cambios suelen ir acompañados de un aumento
de la rigidez del tumor y es lo que pueden detectar los médicos por palpación.
No obstante a ello las poblaciones de células y tejidos estudiadas hasta la fecha
por AFM es limitada, y sería apresurado emitir un veredicto general acerca del
comportamiento de las células malignas respecto a las no-malignas.

Los estudios por AFM suelen combinarse con el uso de drogas que modifi-
can la respuesta mecánica de las células [112, 113]. Esto permite monitorear la
influencia de un tipo de estructura en la respuesta celular. Por ejemplo, Rotsch
y Radmacher han reportado una disminución del módulo de Young de fibroblas-
tos tratados con diferentes tipos de citocalasinas que afectan a los filamentos de
actina [98]. Se han encontrado similares resultados en otros tipos de células co-
mo linfocitos y células Jurkat [100]. El papel de los microtúbulos en la elasticidad
celular continúa siendo una pregunta abierta. Pelling et al. realizaron estudios de
fluorescencia y AFM para determinar la influencia de los microtúbulos en célu-
las tratadas con nocodazol [99]. Sus resultados muestran que la rigidez depende
de la dinámica de la interacción de diferentes tipos de microtúbulos y filamen-
tos intermedios. Otros estudios reportan sin embargo que al desensamblar los
microtúbulos de fibroblastos mediante colchicina y colcemida no se registra una
disminución significativa de la rigidez celular [98].

En este capítulo se estudian las propiedades elásticas del citoesqueleto de
actina de 4 líneas celulares de origen epitelial. Una de las líneas es no-maligna y
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el resto son células de cáncer con diferente grado de malignidad. La microscopía
de fluorescencia se combina con imágenes de AFM para recoger información del
citoesqueleto de actina y de la estructura del citoesqueleto bajo la membrana,
respectivamente. Además, las propiedades elásticas se determinan mediante mi-
croscopía de fuerza en el modo de espectroscopía de fuerza sobre células vivas.
La influencia del citoesqueleto de actina en la eslaticidad se evalúa tratando las
células con citocalasina D (Cyt-D), una droga que inhibe la polimerización de los
filamentos de actina pero no actúa sobre los filamentos intermedios ni los micro-
túbulos.

5.1. Materiales y métodos

5.1.1. Montaje experimental

Los experimentos se realizaron en un AFM modelo XE-120 (Park Systems,
Corea del Sur). Este sistema tiene integrado un microscopio óptico invertido con
capacidad para realizar microscopía de fluorescencia de tipo Olympus IX71 (Olym-
pus, Japón). Esto permite que en el mismo equipo se puedan realizar microsco-
pía de fuerza y de fluorescencia sobre la misma muestra. La figura 5.2a muestra
un esquema del montaje experimental. Adicionalmente el uso de un microsco-
pio invertido permite controlar la posición de la punta sobre las células en todo
momento durante los experimentos de espectroscopía de fuerza (figura 5.2b).

5.1.2. Líneas celulares

Se estudiaron 4 líneas celulares de origen epitelial:

1. Células epiteliales no-malignas de la uretra tipo HCV29 (Instituto de Terapia
Experimental, Wroclaw, Polonia) que se utilizan además como referencia y
control.

2. Células cancerosas de grado 2 de la vejiga urinaria tipo HTB-9 (LGC Stan-
dards).

3. Células cancerosas de grado 3 de la vejiga urinaria tipo HT-1376 (LGC Stan-
dards).

4. Células cancerosas transicionales de grados 3 y 4 de la vejiga urinaria tipo
T24 (LGC Standards).

Las células HCV29 y las T24 fueron crecidas en medio RPMI-1640 (RPMI, Sig-
ma) suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (FBS, Sigma). Las células
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Figura 5.2 – (a) Esquema del montaje experimental para realizar mediciones de AFM
y microscopía de fluorescencia en la misma célula. 1. Palanca de AFM con baja cons-
tante de fuerza. 2. Membrana celular. 3. Núcleo celular. 4. Filamentos de actina. 5.
Filamentos intermedios. 6. Microtúbulos. 7. Cubreobjeto donde se han crecido las cé-
lulas. 8. Objetivo de microscopio óptico invertido. (b) Imagen de microscopio óptico
invertido de la palanca posicionada encima de una célula tratada con citocalasina D.
Sin filamentos de actina polimerizados, el citoplasma celular colapsa y crea una masa
redondeada alrededor del núcleo. El recuadro muestra la punta en el extremo de la
palanca.

HTB-9 fueron crecidas en RPMI suplementado con 10 % FBS, 1 % HEPES (ácido
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic, Sigma) y 1 % de piruvato de so-
dio (Sigma). Por último, las células HT-1376 fueron crecidas en medio Eagle’s
(EMEM, LGC Standards) suplementado con 10 % FBS (LGC Standards). Las cé-
lulas se cultivaron en cubreobjetos colocados en placas Petri a 37◦C en una at-
mósfera de 95 % aire/ 5 % CO2 y humedad relativa superior al 98 %. Las células
fueron medidas a los 3 ó 4 días de ser sembradas.

Las células tratadas con Citocalasina D (Cyt-D, Sigma) fueron lavadas con
RPMI y sumergidas en una solución de 5 µM Cyt-D en RPMI durante 1 h a 37◦C.

5.1.3. Microscopía de fluorescencia

Las células fueron lavadas con RPMI suplementado con 10 mM HEPES. Lue-
go se fijó su estructura adicionando Paraformaldehído al 3,7 % en PBS (Phospha-
te Buffered Saline, Sigma) durante 10 min y se permeabilizó la membrana celular
con Tritón X-100 (Sigma) al 0,2 % en PBS durante 5 min. Finalmente las células
se lavaron con PBS y quedaron listas para el proceso de tinción.

En condiciones de oscuridad, los filamentos de actina se tiñeron con Alexa
Fluor 488 (Invitrogen) disuelto 1:200 en PBS durante 30 min. Se lavó la muestra
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con PBS y acto seguido se tiñó el núcleo celular con Hoechst (Invitrogen) 1:5
en PBS durante 15 min. Los cubreobjetos se lavaron nuevamente con PBS y se
almacenaron a 4◦C durante 24 − 48 h antes de ser medidos.

El microscopio invertido está dotado con una lámpara de mercurio de 100 W
que ilumina la muestra de manera uniforme; filtros U-MWIB2 para observar los fi-
lamentos de actina teñidos con Alexa Fluor 488 y U-MWIG2 para el núcleo celular
teñido con Hoechst. La imagen se recoge en una cámara digital XC10 que pro-
duce imágenes de 1376×1032 pixel (1,4 MP) en formato óptico 2/3” utilizando el
programa CellSens Dimension (Olympus). Las imágenes de fluorescencia fueron
postprocesadas con el programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gob/ij/).

5.1.4. Microscopía de fuerza de las células

El AFM está equipado con una celda de líquidos que descansa sobre un pie-
zo desacoplado en las direcciones X e Y y closed loop con rango de 100 µm2. El
escáner vertical tiene un rango de 10 µm. Las mediciones se realizaron con pa-
lancas triangulares tipo MLCT-C (Bruker, USA) caracterizadas por una constante
de fuerza nominal k = 0,01 N/m, punta de 3 − 4 µm de altura, semiángulo de
apertura de θ = 20◦ y radio R = 20 nm.

Se realizaron dos tipos de mediciones:

1. Topografía de las células a las que se les había realizado microscopía de
fluorescencia. Estas células estaban fijadas con parafolmaldehído lo cual
es una ventaja para medir por AFM. El tratamiento con Tritón X-100 abre
poros en la membrana celular para permitir la entrada de las moléculas que
marcan las estructuras internas de la célula en los ensayos de fluorescen-
cia, pero no daña la estructura del citoesqueleto, visible bajo la punta de la
palanca.

2. Espectroscopía de fuerza en células vivas. En este caso se utilizó el mi-
croscopio óptico invertido para controlar la posición de la punta respecto a
la célula como aparece en la figura 5.2b.

5.1.4.1. Topografía de las células medidas por fluorescencia

Las imágenes de AFM se tomaron en modo contacto aplicando una fuerza
de 100 pN, a velocidad de barrido entre 0,5 y 1 Hz y un tamaño de línea en-
tre 20 y 50 µm. Las imágenes fueron procesadas con el programa Gwyddion
(http://gwyddion.net). Las imágenes se tomaron bajo PBS.
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Se recogieron los canales de topografía y señal de error en modo contacto.
La topografía aporta información sobre la altura total de la célula, un dato que
no puede ser recogido por las imágenes bidimensionales de fluorescencia. Sin
embargo, para el estudio del citoesqueleto resultan más útiles las imágenes de
señal de error porque permiten distinguir los elementos del citoesqueleto que
no se aprecian en la imagen de topografía. La señal de error es la diferencia
entre la deflexión deseada (fijada en el programa) y la deflexión real medida en
el fotodiodo. Como en la práctica hay cierto retardo entre la velocidad a la que
responde el sistema y la velocidad a la que se barre la superficie, el “error” aporta
información sobre las fibras del citoesqueleto.

5.1.4.2. Espectroscopía de fuerzas de células vivas

Antes de medir, se calibró la sensibilidad a la deflexión de la palanca utilizando
el valor de la constante de fuerza k = 0,01 N/m indicado por el fabricante.

Las curvas de fuerza contra distancia se adquirieron en una región de 25 µm2

(matriz de 8 × 8 puntos equiespaciados) ubicada sobre el núcleo de la célula.
La fuerza máxima aplicada se limitó a 1 nN. Todas las curvas se realizaron con
una velocidad de acercamiento/alejamiento de 5 µm/s. El módulo de elasticidad
(módulo de Young) se determinó ajustando las curvas de fuerza al indentar la
célula (acercamiento) al modelo de Sneddon [114, 115]. Dicho modelo, para una
punta cónica, propone la siguiente relación entre la fuerza aplicada, la indentación
y el módulo de Young efectivo E∗:

F =
2 tan θ

π
E∗δ2 ≈ 2 tan θ

π

Ecell

1− ν2
δ2 (5.1)

donde F es la fuerza aplicada, θ es el semiángulo de apertura de la punta, ν
= 0,5 es el coeficiente de Poisson y δ es la profundidad de indentación (o inden-
tación, simplemente). El radio de la punta no interviene en la ecuación pues se
asume que es infinitamente afilada. También se asume una forma perfectamente
cónica cuando en realidad tiene cuatro lados asimétricos.

Algunos autores han buscado expresiones más precisas que tienen en cuenta
la geometría de la punta [94]. Sin embargo, utilizar la aproximación de la ecuación
(5.1) se justifica porque lo que interesa es el valor relativo de una línea de células
respecto al resto. Esto se garantiza utilizando siempre palancas del mismo tipo
e incluso del mismo lote, calibradas antes de realizar los experimentos que se
hacen bajo las mismas condiciones.

La indentación δ se determina a partir del desplazamiento del piezo zp , del
punto de contacto z0 y la deflexión asumiendo una superficie rígida F/k:
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δ = zp − z0 −
F

k
(5.2)

Se analizaron de 10 a 16 células de cada línea celular. Consecuentemente,
los valores de módulo de Young reportados provienen del procesamiento de alre-
dedor de 700 curvas1. Para comprobar si las diferencias en los módulos de Young
medidos eran o no significativas se realizó una prueba de Tukey-Kramer [116] con
p = 0,05 en el programa Origin 8.5 (OriginLab, USA) .

Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente bajo RPMI suplemen-
tado con 10 mM HEPES excepto cuando se midieron células tratadas con citoca-
lasina. En ese caso se midió bajo 5 µM Cyt-D en RPMI.

5.2. Resultados

5.2.1. Morfología de las células

La figura 5.3a-d muestra las imágenes de fluorescencia de las células estudia-
das. Los núcleos celulares aparecen teñidos en azul. El color verde corresponde
a los filamentos de actina. Es importante señalar que la técnica mide solo actina
polimerizada. Esto quiere decir que incluso aunque no se distingan fibras de ten-
sión, la presencia de color delata la presencia de la actina que forma redes debajo
de la membrana. El espaciamiento entre los filamentos de la actina en forman de
redes es menor que la resolución de la fluorescencia.

La distribución de actina es diferente en cada línea celular. El citoesqueleto
más desarrollado es el de las células no-malignas HCV29 donde se pueden apre-
ciar varias fibras de tensión en toda la superficie celular. Luego se observan fibras
de tensión también en las células transicionales T24 de grados 3 y 4. Las célu-
las de grado 2 HTB-9 muestran una distribución homogénea con algunos puntos
brillantes que resaltan e indican una mayor concentración de actina y finalmente
el color en las células tipo HT-1376 (grado 3) es muy homogéneo a lo largo de la
superficie.

Al terminar las mediciones de fluorescencia, se realizaron estudios por AFM
de las células marcadas con una flecha. Como se puede apreciar en las imágenes
AFM de la señal de error de la figura 5.3e-h hay coincidencia entre la información

1Algunas curvas que no seguían un comportamiento adecuado tuvieron que ser descartadas. Las
causas más frecuentes eran que la señal cayera fuera del rango del fotodiodo o que fueran demasiado
irregulares en la aproximación. Esto último con certeza ocurre cuando el núcleo de la célula resbala
al realizar la curva de fuerza (se puede observar en el microscopio óptico) y también podría ocurrir
por otras causas menos claras que continúan siendo una pregunta abierta, como si en esos casos se
rompe o no el citoesqueleto al indentar.
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Figura 5.3 – Mediciones de fluorescencia (arriba) y AFM (debajo) en la misma célula
en la zona indicada con flechas en la imagen de fluorescencia. Las células son (a) y
(e) HCV29, no-malignas; (b) y (f) HTB-9, grado 2; (c) y (g) HT-1376, grado 3; (d) y (h)
T24, grados 3 y 4. En las imágenes de fluorescencia el núcleo está teñido en azul, y
el citoesqueleto de actina en verde. Las imágenes de AFM son la señal de error en
modo contacto.

que aporta el AFM y la fluorescencia. Aparecen fibras de tensión en las célu-
las HCV29 y T24 y es posible que la estructura que se observa en la imagen
del HCV29 sea el nucleolo. La coincidencia entre ambas técnicas es notable por
cuanto el AFM tiene acceso a la información superficial, mientras la fluorescencia
capta información de toda la célula. De hecho, el AFM recibe la información de la
parte superior de la célula mientras lo más accesible al microscopio invertido es
la información de la zona inferior de la célula2.

La figura 5.4 muestra la proyección tridimensional del canal de topografía de
la célula HCV29 marcada en la figura 5.3a. Las mediciones de la topografía de
las células indicaron que las HCV29, las HT-1376 y las T24 tienen una altura apa-
rente de unos 3 − 4 µm pero la altura de las HTB-9 fue superior a 4 µm. Es
importante señalar que la altura aparente de las células coincide con la altura de
la punta de la palanca utilizada. Esto es un problema al medir por AFM porque
pueden colisionar la superficie de la célula y los brazos de la palanca. Por este
motivo las zonas más propicias para medir son la zona superior del núcleo y la
zona del citoplasma alejada del mismo porque son relativamente planas. Realizar
experimentos en la zona sobre el núcleo permite indentar más sin tener la influen-
cia del sustrato de vidrio. Adicionalmente, se garantiza que los experimentos se
realicen en la misma zona de las células.

2Aunque desde luego, esto dependerá del plano que se enfoque con el microscopio óptico.
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Figura 5.4 – Proyección tridimensional de la imagen de topografía mostrada en la
figura 5.3a.

5.2.2. Espectroscopía de fuerza para el estudio de propieda-
des elásticas

5.2.2.1. Determinación del módulo de Young de las células

Las propiedades elásticas se determinaron mediante el modelo de Sneddon
para una punta cónica. En la sección anterior se discutieron las razones por las
cuales conviene realizar los experimentos de espectroscopía en la zona ubicada
sobre el núcleo celular.

Una vez obtenidas las curvas de fuerza contra movimiento del piezo, se con-
vierten en curvas de fuerza contra indentación mediante la ecuación (5.2) y se
ajustan a la ecuación (5.1). Como el módulo de Young de la palanca es de 160
GPa (7 órdenes de magnitud mayor que el de la muestra) se puede asumir que
E∗ ≈ Ecell/(1−ν2

cell) y del ajuste se puede inferir el módulo de Young de la célula.

La figura 5.5a muestra una curva de fuerza contra movimiento del piezo típica
tomada sobre una célula HT-1376. La figura 5.5b muestra la misma curva de fuer-
za, pero esta vez en función de la indentación. La zona amarilla indica la porción
de la curva que se utilizó para realizar el ajuste (en este caso 300 nm) represen-
tado por la línea continua roja. Despejando la elasticidad (E) de la ecuación (5.1)
obtenemos que el módulo de Young fue de 6,05 kPa. Se puede apreciar que el
ajuste es bueno para la zona hasta 300 nm, pero luego hay algunas desviaciones
respecto al resto de la curva. De hecho, se debe buscar el mejor ajuste para cada
profundidad de indentación. El punto de contacto (δ = 0) es una fuente de error y
su determinación depende del criterio de quien procese las curvas. Sin embargo
los resultados del procesamiento de los datos por otra persona y curvas de fuerza
sobre las mismas células realizadas por otra persona fueron los mismos.
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Figura 5.5 – Procesamiento de las curvas de fuerza para obtener el módulo de Young.
(a) Curva fuerza frente al desplazamiento del piezo (puntos azules) de una célula
HT-1376. El cero de la curva en el eje de abscisas de ha trasladado al punto de
contacto. La línea sólida roja representa la curva en una superficie dura (calibración
en vidrio). La indentación (δ) es la diferencia horizontal entre las curvas de calibración
y experimental. (b) Curva de fuerza contra indentación (puntos azules). La curva se
ajustó a la ecuación de Sneddon (línea continua roja) en el rango 0 − 300 nm.

El procedimiento descrito se aplicó a las curvas de fuerza realizadas sobre
poblaciones de células de las cuatro líneas estudiadas. En total se procesaron
más de 10 células de cada tipo siendo el número total de curvas procesadas N >
600 en cada caso.

La figura 5.6 muestra los histogramas de distribución de módulo de Young de
las líneas celulares estudiadas para profundidades de indentación δ = 500 nm.
Más que una distribución normal, los histogramas se pueden ajustar a dos distri-
buciones gaussianas. Para las células HCV29 no-malignas la distribución es más
ancha y heterogénea que para el resto de las células cancerosas. Estas tienen
en común que los picos caen casi exactamente en los mismos valores: uno muy
afilado a 2 kPa y otro más ancho a 4 kPa. Las distribuciones de HTB-9 y T24 son
prácticamente iguales mientras el pico a 2 kPa de las HT-1376 es muy pequeño.
De hecho a 300 nm de indentación no se distingue. Estos comportamientos es-
tán en concordancia con resultados previos que indicaban la presencia de un pico
afilado a menos módulo de Young en células cancerosas [101] .

5.2.2.2. Dependencia del módulo de Young con la profundidad de indenta-
ción

El uso de curvas de fuerza para determinar las propiedades elásticas de las
células abre interrogantes sobre cuál es la mejor estrategia a seguir. En este
trabajo se decidió medir el módulo de elasticidad para una misma profundidad
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Figura 5.6 – Distribución de los módulos de Young para 500 nm de indentación. Los
histogramas se ajustaron a dos distribuciones normales. Los picos de elasticidad son
más anchos para las células HCV29 (no-malignas) que para las cancerosas (HTB-9,
HT-1376 y T24). Estas presentan un pico afilado alrededor de 2 kPa y otro más ancho
alrededor de 4 kPa. Para las células HT-1376 (grado 3) el pico afilado es muy pequeño
comparado con el de las HTB-9 (grado 2) y las T24 (grados 3 y 4). El ancho de las
barras del histograma es 500 Pa.

de indentación y analizar todas las curvas de fuerza sin importar a qué célula
pertenece. También se decidió tomar como referencia del comportamiento de las
células el valor medio de toda la distribución, aunque en la sección anterior se
haya visto que en general se aprecian al menos dos picos de elasticidad para
cada línea celular.

Si las curvas de fuerza se analizan como una única distribución se puede
apreciar que el módulo de Young calculado (E) disminuye con la profundidad
de indentación (figura 5.7). Esta disminución de E con la indentación ha sido
reportado anteriormente, aunque su explicación definitiva aun no ha sido aclarada
[100, 101, 22]. El otro elemento importante de la figura es la marcada diferencia
entre las células HCV29 no-malignas y las células de cáncer, que tienen valores
similares de elasticidad para una misma indentación.

Por otra parte, la similitud en la elasticidad de las células cancerosas generó
incertidumbre acerca de los límites de detección del instrumento con este tipo de
palancas. Por este motivo y para estudiar la influencia del citoesqueleto de actina
sobre la elasticidad celular se realizaron experimentos con citocalasina D.
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Figura 5.7 – Comportamiento de la elasticidad celular (E) frente a la profundidad de
indentación. Las células HCV29 son no-malignas. Las células HTB-9, HT-1376 y T24
son cancerosas. Los datos han sido representados como media ± SE de la media.

5.2.2.3. Elasticidad de células tratadas con citocalasina D

La citocalasina D (Cyt-D) es una droga que inhibe la polimerización de los
filamentos de actina por lo cual la célula adquiere la configuración redondeada
mostrada en la figura 5.2b. Se puede apreciar además cómo la célula queda an-
clada en la superficie: de los centros colapsados salen estructuras alargadas que
marcan el área originalmente ocupada por la célula.

La pérdida del citoesqueleto de actina conlleva a una disminución del módulo
de elasticidad de la célula [98]. La droga no actúa sobre otros elementos del
citoesqueleto y además su efecto es reversible: si la Cyt-D se elimina del medio
las células recuperan su forma original. Para que la elasticidad de las células
tratadas fuera constante, se midieron también en un medio de Cyt-D.

Dos líneas celulares (HCV29, no-maligna y HTB-9, grado 2) fueron tratadas
con citocalasina D para analizar la influencia de esta droga en la estructura y en
la elasticidad de la célula. Las células HCV29 son las más rígidas de las estu-
diadas. Como representante de las células malignas se tomó a las HTB-9 porque
tienen el menor grado de malignidad. La figura 5.8 muestra una comparación de
lo que ocurre con el módulo de Young de las células al ser tratadas con citocala-
sina. El módulo de elasticidad cae a valores similares en todas las profundidades
de indentación estudiadas. En este caso también se observa la tendencia a la
disminución del módulo de Young aparente con la profundidad de indentación.

La diferencia de rigidez entre células no-malignas y cancerosas desaparece
con el tratamiento. Esto realza la importancia del citoesqueleto de actina en la
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Figura 5.8 – Comparación de elasticidad de las células al tratarlas con citocalasina
D. Las células HCV29 son no-malignas. Las células HTB-9, son cancerosas de grado
2. Los datos han sido representados como media ± SE de la media.

elasticidad celular. La citocalasina D no afecta directamente a otras estructuras
del citoesqueleto, pero es de suponer que el colapso del andamiaje de los fila-
mentos de actina implique también un cambio en la estructura de los microtúbulos
(figura 5.1c) y los filamentos intermedios.

En los análisis realizados hasta el momento se han considerado todas las cur-
vas de fuerza sin importar la célula de la que provienen. La figura 5.9 muestra
en diagramas de cajas los resultados de lo que ocurre con las células HCV29
no-tratadas y tratadas con citocalasina para una profundidad de indentación de
300 nm. El diagrama de cajas nos permite tener una idea clara de cómo se com-
portaron los módulos de Young calculados en cada célula. El punto dentro de las
cajas es el valor medio, y la línea la mediana. Los límites de las cajas están en los
percentiles 25 y 75, y los bigotes representan los percentiles 5 y 95. Se midieron
15 células no-tratadas y 11 tratadas. Medir ese número de células requiere un
tiempo de 3 − 4 h. Aunque no se controlaron la temperatura ni la concentración
de CO2 se puede apreciar que las mediciones fueron estables al transcurrir el
tiempo. El coeficiente de correlación estimado para el módulo de Young y el nú-
mero de célula (y por ende, el tiempo) fue cero en ambos casos, lo cual indica
que no existe correlación lineal entre ambos factores.

5.2.2.4. Análisis de varianza de las distribuciones

El análisis cualitativo de las figura 5.7 y 5.8 indica que el módulo de Young de
las células no-malignas es mayor que el de las células malignas y este a su vez
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Figura 5.9 – Distribución de elasticidades de cada célula HCV29 no-tratada (a) y
tratada con citocalasina D (b). La media es el punto central dentro de las cajas y la
línea es la mediana (percentil 50). La caja cubre los percentiles 25 y 75 y finalmente
los bigotes de las cajas indican los percentiles 5 y 95. El tiempo de medición de (a) y
(b) fue aproximadamente 4 h. Módulo de Young estimado a 300 nm de indentación.

es mayor que el de las células tratadas con citocalasina. Por otra parte se tiene
que las distribuciones de módulos de Young totales (figura 5.6) y por célula (figura
5.9) tienen grandes desviaciones estándar. Para cuantificar si las diferencias entre
las distribuciones son significativas se realizó un análisis de varianza de Tukey-
Kramer con p = 0,05. Los resultados se encuentran representados en la tabla
5.2.1.

Tabla 5.2.1 – Prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramer de los resultados
mostrados en las figuras 5.7 y 5.8 con nivel de significación p = 0,05 para todas las
profundidades de indentación.

HTB-9 HT-1376 T-24 HCV-29 HTB-9
Cyt-D Cyt-D

HCV-29 *** *** *** *** ***
HTB-9 ns ns1 *** ***

HT-1376 ns1 *** ***
T-24 *** ***

HCV-29 + Cyt-D ns
*** p < 0,001; ns: no existe diferencia significativa entre las muestras.
HCV29: no-maligna; HTB-9: grado 2; HT-1376: grado 3; T-24: grados 3 y
4.
1 Hay dos excepciones: las HTB-9 son distintas (p < 0,001) de las T24 a
100 nm y las HT-1376 son distintas de las T24 a 500 nm (p < 0,05).

La prueba de Tukey-Kramer permite afirmar con criterio cuantitativo que las
células no-malignas son más rígidas que el resto. También se puede afirmar con
alto grado de certeza que no existen diferencias significativas entre las tres líneas
de células tumorales estudiadas, independientemente de su grado de malignidad.
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Por otra parte las células tratadas con citocalasina a las concentraciones uti-
lizadas no muestran diferencia en su elasticidad. Esto resalta la importancia del
citoesqueleto de actina dentro del andamiaje que da soporte a la célula.

5.3. Discusión

El citoesqueleto es una estructura compleja que interviene activamente en el
funcionamiento celular. La maquinaria de las células cancerosas cambia su fun-
cionamiento acomodándolo a sus requerimientos metabólicos: crecimiento, movi-
lidad e invasividad [117, 118]. En este trabajo se focalizó el estudio en el citoes-
queleto de actina de células tumorales con diferente grado de malignidad. Como
referencia se tomó una línea celular no-maligna de origen similar y como control
se utilizó la citocalasina D, una droga que inhibe la formación del citoesqueleto de
actina.

La integración de las microscopías de fuerza y fluorescencia permite obtener
mayor información sobre las propiedades morfológicas de las células. La micros-
copía de fuerza permite dar volumen a la bidimensionalidad de la fluorescencia
y, adicionalmente, aumenta la resolución. La señal de “error” provee información
sobre la estructura bajo la membrana celular en células fijadas. Como era de
esperar, existe una gran similitud entre la información de ambas técnicas. El ci-
toesqueleto de las células no-malignas aparece más desarrollado que el resto.
Curiosamente, los dos tipos de estructuras fundamentales del citoesqueleto de
actina, la red que forma una corteza bajo la membrana y fibras de tensión fueron
visibles en las células no-mailgnas (HCV29) y en las de mayor grado de malig-
nidad (T24). En las células de grado 2 (HTB-9) y grado 3 (HT-1376) se infiere la
presencia de la red de actina bajo la corteza por la coloración homogénea en la
fluorescencia y se observan algunas fibras de estrés en las regiones de contacto
entre células y con la superficie. Las mediciones de topografía permitieron deter-
minar que la zona más apropiada para realizar los estudios de espectroscopía era
la zona localizada sobre el núcleo celular.

La información reportada en la literatura sobre las propiedades elásticas de las
células por microscopía de fuerza indican que un cambio en la rigidez celular es
un signo de progresión del cáncer. Ejemplo de ello son las mediciones en células
de vejiga [19], mamas [105], colon [119], próstata [104], tiroides [107] y cervicales
[120]. Sin embargo en ninguno de los estudios realizados hasta la fecha se han
comparado líneas celulares con diferente grado de malignidad.
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La espectroscopía de fuerza se realizó en células vivas en el área situada
sobre el núcleo, localizada mediante el microscopio invertido. Las células no-
malignas son más rígidas que las malignas. Sin embargo no se encontró corre-
lación entre el grado de malignidad del tumor y las propiedades elásticas de las
células. Las células HTB-9 de grado 2, las HT-1376 y las T24 (grados 2 y 3) tienen
valores de elasticidad muy similares. Se puede puntualizar que los resultados de
elasticidad de las HCV29 y T24 coinciden con estudios reportados previamente
[19]. La relevancia viene dada porque las células en aquel trabajo fueron crecidas
en un cubreobjetos funcionalizado con poly-L-lisina, mientras en este trabajo el
sustrato fue solo vidrio.

Se compararon los módulos de Young a la misma profundidad de indentación,
pero si se hubiese comparado la elasticidad para la misma fuerza máxima aplica-
da el resultado habría sido el mismo: las células cancerosas son más blandas que
las no-malignas. De acuerdo con la ecuación 5.1 la indentación sería mayor sobre
la célula más blanda. Como E disminuye con la profundidad de indentación (5.7)
las diferencias entre las células malignas y no-malignas habrían sido mayores.

Se ha reportado que el citoesqueleto de actina tiene un papel fundamental
en las propiedades elásticas de las células [113, 121]. La disminución de la rigi-
dez celular inducida por la citocalasina D ratifica este resultado. Tanto las células
HCV29 como las HTB-9 disminuyeron su elasticidad hasta valores similares. Esto
es una prueba de la importancia del citoesqueleto de actina pero no permite emitir
un juicio sobre la importancia que tienen la corteza y/o las fibras de tensión sobre
la elasticidad celular. Debe considerarse también que las estructuras del citoes-
queleto están altamente integradas entre sí y colapsar el citoesqueleto de actina
puede provocar el colapso de la estructura de los microtúbulos y los filamentos
intermedios.

Las propiedades de las células fueron estables durante las 4 h que tardaron
las mediciones de espectroscopía de fuerza. Esto es relevante porque se midió a
temperatura ambiente y no se reguló la concentración de CO2. No obstante, otras
líneas celulares más delicadas podrían verse afectadas si no se regulan estos
parámetros.

5.4. Conclusiones

Las mediciones realizadas a las líneas celulares estudiadas reafirmaron que
las células no-malignas son más rígidas que las malignas. Los estudios con ci-
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tocalasina D confirmaron el papel primordial del citoesqueleto de actina para la
elasticidad celular respecto a los microtúbulos y los filamentos intermedios.

La novedad del trabajo consiste en comparar células cancerosas de diferente
grado de malignidad según la clasificación médica. Lejos de lo que cabría esperar,
un mayor grado de malignidad no implica un cambio tangible en las propiedades
elásticas de la célula. La elasticidad daría en este caso un criterio de clasificación
binario: maligno, no-maligno.

Aunque el trabajo es válido para células de la vejiga de origen epitelial, abre
la puerta a nuevos estudios para determinar si este comportamiento se cumple
para otros tipos de tumores, de diferente origen.



Conclusiones

Conclusiones de Parte I: Microscopía de Fuerza Modulada en Amplitud

1. Para visualizar moléculas con alta resolución en condiciones ambientales
mediante microscopía de fuerza modulada en amplitud, es necesario man-
tener pequeño el radio de la punta de la palanca durante los experimentos.
Para ello se debe oscilar la palanca a una amplitud libre menor que 10 nm
y utilizar una amplitud de trabajo cercana a la amplitud libre. De este modo
se pueden resolver los fragmentos de proteínas IgG incluso con palancas
comerciales con radio típico de 7 nm.

2. Tener alta resolución es una condición necesaria pero no suficiente para
abordar problemas relacionados con la visualización de proteínas. El recep-
tor del factor de crecimiento epidérmico pierde su estructura terciaria debido
a la influencia del medio y/o del sustrato. Para contrarrestar este efecto se
propuso un nuevo modo de preparación de las muestras en el cual el vo-
lumen estimado de las moléculas coincide con el valor esperado para su
masa molecular.

3. El anticuerpo Nimotuzumab y la región extracelular del receptor del factor
de crecimiento epidérmico tienen conformaciones muy similares. Las frac-
ciones del histograma de volúmenes de las partículas de la muestra permi-
ten identificar uno u otro tipo de molécula, y las asociaciones que pueden
ocurrir entre ellas. De este modo se pueden analizar las conformaciones
que pueden adquirir los complejos anticuerpo-receptor.

4. El canal de fase en medio líquido no aporta información suficiente sobre la
energía disipada; se debe incluir en el análisis la contribución de los armóni-
cos superiores y se deben considerar al menos dos modos de oscilación de
la palanca. En general los armónicos superiores son mayores en el material
más rígido. Sin embargo, una mayor distorsión de armónicos no implica que
la energía disipada sea menor.
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Conclusiones de la Parte 2: Caracterización de la elasticidad de células mediante
microscopía de fuerzas:

1. La elasticidad de las líneas celulares estudiadas está determinada por la red
tridimensional de filamentos de actina localizada bajo la membrana celular.
Se observaron fibras de tensión en la línea T24 pero la elasticidad de las
tres líneas celulares cancerosas fue la misma independientemente de su
grado de malignidad.

2. En los tipos de cálulas estudiadas, la pérdida de elasticidad comienza desde
etapas tempranas del desarrollo del cáncer.
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