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La luz sobre el micromundo: Un
laboratorio en un chip

Karen Volke, Instituto de Fisica, UNAM, México

Todo lo que un hombre pueda imaginar, otros podrdn hacerlo realidad.
Julio Verne

El término micro, inicialmente se referia a aquellos objetos que por su tamafio escapan
a la resolucién de nuestro ojo desnudo, pero hoy en dia la frontera de lo que podemos
llegar a ver ha sido extendida hasta limites en otros tiempos inimaginables, incluso con la
posibilidad de observar procesos dindmicos con resolucién temporal. En este vertiginoso
avance hacia la exploracién de lo pequefio, la 6ptica ha jugado un papel crucial. Esta drea de
la fisica, que es de las mds antiguas, actualmente vuelve a ocupar un lugar privilegiado en-
tre los temas maés efervescentes, con enorme actividad tanto en investigacién basica como
aplicada. De hecho, las aplicaciones de la 6ptica trascienden ampliamente las fronteras de
la fisica; pocas areas cientificas han tenido tanto impacto en el desarrollo tecnolégico, des-
de dispositivos de uso cotidiano hasta herramientas fundamentales para otras disciplinas
cientificas. En este sentido, la labor de un fisico especializado en 6ptica tiene grandes po-
sibilidades de ser multidisciplinaria. Este capitulo estd dedicado a describir algunas de las
tecnologias 6pticas modernas para manipular y observar objetos microscépicos, asi como
el camino hacia el desarrollo de sistemas fotdnicos integrados. Tanto los principios fisicos
como las aplicaciones resultan fascinantes y es, indudablemente, parte importante de la
fisica de frontera en el nuevo siglo.

1. De la miniaturizacién tecnolégica al Lab-en-un-Chip

Las nuevas generaciones de jévenes no han conocido, mas que si acaso como pieza en
algin museo, los antiguos y voluminosos televisores y los primeros teléfonos celulares,
o las primeras computadoras que podian ocupar habitaciones completas. Los aparato-
sos circuitos con alambre y resistencias, los bulbos, los cafiones de electrones, todo eso
quedo¢ atrds ante los circuitos integrados. Mas atin, la hoy compacta electrénica basada en
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silicio pronto quedaré obsoleta ante la electrénica con base en grafeno, que promete ser
atin més compacta, y la electrénica en si, serd eventualmente reemplazada por la foténica.

El desarrollo de los circuitos integrados (CI) inicié durante la década de los 50 (Jack
Kilby comparti6 el premio Nobel en el 2000 por la invencién del primer CI, que data de
1958), aunque salieron al mercado hasta 1961 [1]. Este invento fue una de las innovaciones
mas revolucionarias en la historia de la humanidad desde el punto de vista tecnolégico,
y con mayores repercusiones a nivel econémico y comercial. De hecho, la evolucién de la
electrénica hacia la integracion y la miniaturizacion ha sido también un ejemplo a seguir
para otras dreas cientificas y tecnolégicas, sirviendo no sélo de inspiracién, sino empujan-
do hacia nuevas técnicas y materiales para los procesos de micromaquinado, que han sido
la base para micro-dispositivos modernos. Por ejemplo, un proceso de fabricacién tipi-
co para circuitos integrados y que resulta extremadamente costeable es la fotolitografia,
que involucra varios pasos. Primero, sobre un sustrato u oblea de material semiconductor
previamente tratado para eliminar cualquier contaminante, se deposita y se fija por ca-
lentamiento una pelicula de resina fotosensible, que posteriormente se expone de manera
selectiva a la luz mediante la proyeccién de una mascarilla opaca con la forma o patréon
deseado. La frecuencia de la luz que ilumina la mascarilla es tal (generalmente UV) que
cambia las propiedades quimicas del material expuesto, lo que permite remover por ata-
que quimico, ya sea el material expuesto (fotoresistente positivo) o el que no recibié luz
(fotoresistente negativo) para revelar asi el patrén impreso sobre el sustrato, y que tam-
bién se fija por calentamiento. De hecho, se puede distinguir entre el micromaquinado de
volumen y el de superficie. Mientras que en el primero se usa todo el espesor del sustrato
semiconductor y se remueve el material que no se usara, en el segundo se usan capas de
material depositado sobre el sustrato en lugar del sustrato en si. Cada capa se puede mol-
dear por separado de manera sucesiva, lo que permite realizar estructuras monoliticas en
tres dimensiones. En cualquier caso, lo més caro del micromaquinado es el requerimien-
to de un cuarto limpio, con niveles extremos de pureza del aire, ya que en la impresiéon
de circuitos con dimensiones caracteristicas de micrometros o incluso de nanémetros, la
presencia de la més nimia particula de polvo puede arruinar el patrén resultante. Sin em-
bargo, al aplicar la fabricacién en serie de grandes voltiimenes, el costo de esa facilidad se
diluye.

Con estas bases bien establecidas, en los 80 se comenzaron a desarrollar los MEMS,
acrénimo en inglés de sistemas micro-electro-mecinicos, también conocidos como micro-
mdquinas (en Japon) o Tecnologia de Micro-Sistemas (en Europa). Estos son dispositivos en
miniatura, entre 10 y 1000 micras de tamafio total, con componentes cuyos tamafios van
de 1 a 100 micras, que se integran para formar un sistema mds complejo, capaz de realizar
una funcién especifica. Generalmente se usan como sensores y/o actuadores, incorpora-
dos en sistemas de mayor tamafio que realizan funciones de mas alto nivel. Han permea-
do en diversos &mbitos, especialmente en el automotriz, médico, industrial y aeroespacial.
Por ejemplo, los sensores de presion e inerciales y los acelerémetros se han incorporado
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en los mecanismos que detonan las bolsas de aire en los automéviles [2].

Si bien los MEMS constituyen una tecnologia revolucionaria que ya forma parte de
nuestra vida cotidiana, aun no han alcanzado el impacto econémico proyectado durante
su época auge en los 90. Esto es debido a una falta de estandarizacién, ya que hay compo-
nentes de muy diversos tipos para diferentes aplicaciones y los volimenes de fabricacion
en serie no resultan en general suficientemente altos como para diluir el costo de produc-
cién [2]. Esto conduce, una vez mds, a empujar el progreso de los métodos de fabricaciéon
y el uso de nuevos materiales. Asi, los MEMS que se fabrican con polimeros por medio
de procesos como el moldeado por inyeccién o, mds recientemente, la polimerizacién por
absorcién de dos fotones [3], pueden resultar mds baratos que aquellos que se hacen con
estereolitografia (aplicacion sucesiva de fotolitografia por capas), o que los fabricados con
materiales cerdmicos, cuyas propiedades los hacen aptos para ciertas aplicaciones. Pero a
fin de cuentas, la incorporacién de MEMS en un dispositivo se justifica no s6lo con base
en la reduccién de costos de fabricacidn, sino también cuando éstos realizan una funcién
novedosa, o cuando la reduccién de tamafio es en si lo que hace ttil a un dispositivo.
Incluso hoy en dia ya se habla de NEMS (sistemas nano-electro-mecanicos) y de nano-
foténica. Los NEMS se han materializado desde principios de este siglo, principalmente

en forma de cantilevers!.

Otro producto de la miniaturizacién es la micro-6ptica. En este caso, el objetivo fue re-
ducir el tamafio de componentes 6pticos, desde lentes, espejos, polarizadores, prismas y
divisores de haz, hasta fuentes de luz laser y detectores, ya fuera para formar parte de sis-
temas de transmisién y procesamiento de informacién, o para sistemas de imagen y detec-
cién capaces de acceder a espacios limitados. Es comtn encontrar arreglos de microlentes
0 microespejos, a manera de matriz, que se integran a dispositivos macro, como en el caso
de los sistemas de microespejos que se encuentran en algunos proyectores comerciales.
En este contexto, el desarrollo de los cristales foténicos también ha sido importante. éstos
son estructuras periddicas, con periodos en el orden de nanémetros, fabricadas a imita-
cién de los cristales semiconductores naturales, pero que en lugar de bandas electrénicas
de energias prohibidas y permitidas, tienen bandas foténicas, es decir, rangos de frecuen-
cia de la luz que puede o no propagarse dentro del material. Al introducir defectos en un
cristal foténico en forma de cavidades o en forma de lineas, se pueden generar micro-
resonadores o guias de onda a manera de circuitos, respectivamente, que atrapan la luz
imposibilitada para viajar en el resto del material. La integracion de circuitos foténicos es
un area joven, atin en etapa de investigacién, pero ya hay dispositivos comerciales como
las fibras foténicas.

'Un cantilever es una pequefia palanca fija por uno de sus extremos y con una punta muy fina en el
otro, perpendicular al brazo de la palanca. Se usa en microscopios de fuerza atémica por ejemplo; la fuerza
ejercida por los dtomos de la superficie explorada sobre la punta hace que la palanca se deflecte y un haz de
luz reflejado en su superficie cuantifica la deflexién.
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La convergencia entre micro-6ptica y MEMS, dio lugar a los primeros MOEMS (acréni-
mo en ingles de sistemas micro-opto-electro-mecénicos). Muestras de estos dispositivos
son los proyectores y pantallas digitales, toda una familia de conmutadores 6pticos para
telecomunicaciones, filtros sintonizables para sistemas de multiplexado en frecuencia y
micro-escaneres, entre otros.

Con la misma filosofia de reescalamiento y con el interés de aplicar el principio al
analisis quimico, biolégico, médico, bioquimico, y biotecnolégico, un nuevo protagonista
de las miniaturas apareci6 hacia finales de los 90: los sistemas LOC, acrénimo en inglés
de lab-on-a-chip, o en espafiol, lab-en-un-chip. Como su nombre lo indica, la idea es llevar
la investigacion que se realiza en un laboratorio a un dispositivo del tamafio de un chip,
capaz de realizar multiples funciones. Herramientas como la micromanipulacién 6ptica y
una diversidad de técnicas modernas de microscopia, que se discutirdn con mayor detalle
en las préximas secciones, junto con otras técnicas como espectroscopia Raman y micro-
fluidica, son bloques constitutivos de los sistemas LOC.

Sin embargo, es importante mencionar que hay muchos retos asociados al micro- y
nano-escalamiento, algunos de los cuales fueron sefialados desde 1959 por Richard Feyn-
mann, en su célebre, visionaria e inspiradora conferencia “There’s plenty of room at the
bottom”(Hay mucho lugar al fondo). Ahi Feynmann evocé un divertimento que le fue
compartido por Albert Hibbs sobre la posibilidad de tragarse al cirujano, es decir, un sis-
tema médico de control remoto que pudiera tratar una enfermedad desde el interior del
paciente, y se pregunt6 por los problemas de construir maquinas en miniatura. Mientras
los efectos fisicos de gran escala, como la inercia y el peso, pueden resultar insignificantes,
los efectos de superficie dominan sobre los efectos de volumen a pequefia escala, como la
tension superficial y la cohesién. Previé también problemas asociados a la estructura gra-
nular de un medio a escala atémica?, y con el escalamiento de materiales magnéticos, que
funcionan con base en dominios. Asi mismo, reconocié que al trabajar con unos pocos
atomos, los efectos cuanticos seran predominantes, por lo que habrd que aplicar las le-
yes cudnticas en lugar de las clasicas. Todas estas consideraciones son hoy en dia muy
familiares entre los cientificos dedicados a la nanotecnologia®. De hecho, la mayoria de
los pronésticos de Feynman se han hecho realidad al paso de los afios.

*En este punto reconoci6 que el vidrio y plastico, por ser amorfos, serian mucho mejores candidatos para
construir maquinas en miniatura.
*Ver el capitulo “Fisica a la escala nanométrica”de este libro.
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2. La micromanipulacién con luz

Tanto desde el punto de vista de la teoria electromagnética, como desde la perspecti-
va de la mecdnica cudntica, se concluye que la luz porta energia y momento lineal, can-
tidades ambas que se conservan en cualquier proceso de interaccién entre radiacién y
materia. La transferencia de momento lineal se traduce en que la luz es capaz de ejercer
presién sobre la materia, aunque es tan débil*, que resulta insignificante al actuar sobre
objetos macroscépicos. Sin embargo, la presiéon que ejerce la luz de un laser puede lle-
gar a ser muy importante al actuar sobre objetos suficientemente pequefios. A diferencia
de la radiacion policromética, como la que recibimos del sol, la luz emitida por un laser
es cuasi-monocromética, coherente® y altamente direccional, ademads de ser muy intensa
(gran potencia por unidad de area). En 6ptica nos referimos a este tipo de propagacion
como un haz de luz. Como ejemplo, en un haz de luz laser de 1 Watt de potencia enfoca-
do a un punto de unas 10 micras de didmetro, la cantidad de fotones que atraviesan esa
drea por unidad de tiempo es mas de nueve millones de veces superior a la cantidad de
fotones provenientes del sol que atraviesan un drea del mismo tamafio localizada justo en
el exterior de la atmosfera terrestre.

Con base en este tipo de argumentos, en 1970 un cientifico estadounidense llamado
Arthur Ashkin disefi¢ un experimento para medir la presién de radiacién ejercida por un
laser continuo. Para minimizar efectos de absorcion utiliz6 esferas transparentes de latex
suspendidas en agua, con didmetros que iban desde fracciones de micra hasta unas pocas
micras. Entonces ocurrié una serendipia (descubrimiento fortuito); no s6lo encontré que
la presién de radiacion propulsaba a las particulas en la direccién de propagacion del 1aser
(en ese caso horizontal), como esperaba, sino que también observé que éstas eran atraidas
hacia las regiones de mayor intensidad de la luz. Es decir, en lugar de que las particulas
fueran cayendo mientras eran empujadas por la luz, permanecian siempre centradas con
respecto al eje del haz. Con base en este sorpresivo y excitante hallazgo, Ashkin tuvo la
idea de atrapar una particula utilizando dos haces de luz propagéndose en direcciones
opuestas, de modo que la presién ejercida por cada uno de ellos se equilibrara entre si en
algtin punto [4]. Asinaci6 lo que hoy es una de las dreas de mayor impacto en la ciencia y
la tecnologia: la manipulacién de materia con luz.

En la década de los 70 y principios de los 80, la atencién de los cientificos que explora-
ban esta nueva 4rea se enfoc6 en comprender mejor los fundamentos fisicos del fenémeno
y en el desarrollo de técnicas para capturar particulas de diferentes materiales, formas y

“Por ejemplo, la presién de la radiacién solar en la superficie terrestre es aproximadamente 10~ veces
menor que la presién atmosférica.

°La coherencia es una propiedad de la luz de la que no nos ocuparemos aqui, pero a grosso modo, la
podemos identificar como una medida de su capacidad para generar interferencia.
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propiedades épticas, no solo en agua sino en aire y en vacio®. También comenz6 a anali-
zarse la posibilidad de atrapar 4tomos, aunque eso es en si mismo, otro tema de la fisica
contemporénea’. Sin embargo, uno de los avances més importantes ocurrié en 1986, nue-
vamente debido a Ashkin y colaboradores (entre ellos Steven Chu, que fue premio Nobel
de Fisica 1997 por sus contribuciones en el enfriamiento y captura de d&tomos con luz). Es-
ta vez desarrollaron una trampa 6ptica muy estable, que permitia atrapar a una particula
en las tres dimensiones espaciales con un s6lo haz de luz fuertemente enfocado [4]. Mas
aun, el afio siguiente sucedi6 a este equipo de trabajo otra serendipia. Al realizar un expe-
rimento para manipular cierto tipo de virus, observaron que algunos especimenes caian
en la trampa Optica, se agitaban frenéticamente por unos momentos y luego quedaban
inméviles. Un andlisis directo ante un microscopio confirmé sus sospechas: la muestra se
habia contaminado con bacterias que, al ser atrapadas, morfan rdpidamente a causa de
la radiacion absorbida®. Reemplazaron entonces el laser de luz verde que habian usado
(0.514 micras de longitud de onda) por un laser infrarrojo (longitud de onda de 1.064 mi-
cras), cuya radiacién no causa dafio a la materia biolégica debido a su baja absorcién. Los
resultados fueron extraordinarios; consiguieron atrapar organismos vivos como bacterias,
levaduras y células de diversos tipos, pero ademads, las pudieron mantener en la trampa el
tiempo suficiente como para observar reproduccién celular sin sufrir dafio aparente. Por
otra parte, combinaron el sistema de enfocamiento del laser y el sistema de observacion,
hasta entonces independientes’, mediante un sélo objetivo de microscopio que cumplia
ambas funciones simultdneamente, lo cual simplific6é mucho el arreglo experimental [4].
Una vez atrapada, la particula puede desplazarse con respecto a su entorno, ya sea mo-
viendo el haz de luz o la muestra como un todo; en este caso se habla de pinzas épticas. Una
configuracién experimental tipica de pinzas 6pticas se muestra en la figura 1a. Hoy en dia
se utilizan muchas configuraciones diferentes dependiendo de la aplicacién, incluso se
puede introducir el ldser directamente a un microscopio 6ptico, lo cual es muy frecuente
en aplicaciones biolégicas.

¢Pero qué es lo que hace posible que una particula sea atrapada con luz? El ingre-
diente clave que permite la captura 6ptica es que existan gradientes en la intensidad de
la luz. Si bien la fuerza 6ptica sobre una particula tiene dos contribuciones, una de ellas,
llamada fuerza de esparcimiento, solo empuja a las particulas en la direccién de propa-
gacion de la luz. La que hace posible atrapar es una componente conservativa, conocida
como fuerza dipolar o de gradiente. Para entender esto, hay que notar que la luz en la
seccion transversal de un laser se distribuye de manera que la intensidad es maxima en
el centro y decae rdpidamente hacia las orillas, lo que se conoce como haz Gaussiano. Si

®Resulta mucho mas dificil atrapar microparticulas a bajas presiones, ya que el medio juega un papel
estabilizador.

"Ver el capitulo “Materia ultrafria”de este libro.

8 A esta muerte provocada por luz le llamaron optocucién, en analogia con la electrocucién.

°Las particulas se observaban lateralmente por la luz que esparcian.
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Figura 1: (a) Una posible configuracién experimental de pinzas pticas. El laser es dirigido con
los espejos E1-E2 hasta un espejo dicroico ED, que sélo refleja la luz del ldser. La muestra esta en
una base de traslacién XYZ. El objetivo de microscopio OM enfoca el ldser al mismo tiempo que
forma la imagen de la muestra en el detector D (cAmara), con ayuda del lente ocular L4. El sistema
condensador SC provee la iluminacién de fondo necesaria para ver las particulas. Las lentes L0-L1
expanden el haz laser si es necesario, mientras las lentes L2-L3 (opcionales) se usan para crear
planos conjugados entre E2 y la abertura posterior del objetivo de microscopio, de modo que
se puede mover el haz de luz sobre la muestra controldndolo mediante el espejo. (b) Esquema
mostrando los gradientes de intensidad en un haz gaussiano enfocado y la direccién de la fuerza
de gradiente (flecha azul).

este haz se enfoca fuertemente, se genera ademas un gradiente de intensidad en la direc-
cién de propagacion, con un maximo en el plano focal (ver figura 1b). Esto provoca que la
magnitud de la fuerza 6ptica dependa de la posicién del objeto con respecto a la distribu-
ciéon de luz. Aunque las fuerzas 6pticas se pueden entender con base en el intercambio de
momento lineal entre luz y materia, el origen fundamental de la interaccién es eléctrico.
Una particula dieléctrica neutra en presencia de un campo eléctrico se polariza, ya que los
centros de carga positiva y negativa se desplazan entre si, induciendo un dipolo o campo
eléctrico en el interior de la particula, opuesto al campo externo. Si el campo externo no
es uniforme, la particula tendera a ubicarse en una posicién que minimice el campo total
(externo mas interno), pues asi la energia de interaccién del sistema también es minima.
Esta posiciéon corresponde a un punto de equilibrio estable y depende de la polarizabi-
lidad de la particula en el medio, o en términos 6pticos, de su indice de refraccién con
respecto al del medio. Lo anterior queda resumido en una expresiéon bastante simple para
la fuerza de gradiente [4]:

3V, (n?—1
?:mj(mug)vnﬁx 1)

donde V representa el volumen de la particula, c la velocidad de la luz en vacio, 1 (7)
la intensidad como funcién de la posicién y n = n,/n,, el indice de refraccién relativo,
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siendo n,, el indice del medio y n,, el de la particula. Si n, > n,,, como en el caso de una
esfera de latex en agua, la fuerza gradiente conducird a la particula hacia las regiones de
maxima intensidad. Por eso en las pinzas Opticas las particulas se atrapan en la regiéon
focal. La magnitud de la fuerza de gradiente es suficiente para equilibrar el peso de la
particula y la fuerza de esparcimiento. Por el contrario, si n, < n,,, como seria el caso de
una burbuja de aire en agua, la fuerza de gradiente se invierte en direccién, dando como
resultado que la particula trate de escapar de las regiones de maxima intensidad. Este tipo
de objetos se pueden atrapar con distribuciones de luz en las que se alternen regiones de
maxima intensidad con regiones oscuras. De hecho, el reto de atrapar particulas con di-
ferentes propiedades Opticas (metélicas, absorbentes, birrefringentes, etcétera), asi como
la posibilidad de atrapar varias particulas simultdineamente, estimularon el uso de dife-
rentes distribuciones de luz. Aunque los procesos fisicos involucrados y su descripciéon
depende de las propiedades del objeto, un resultado general es que las fuerzas 6pticas
son directamente proporcionales a la potencia total del haz de luz sobre la muestra. Si
bien la potencia minima necesaria para atrapar una particula depende de su tamafio'”,
de sus propiedades y de las demads fuerzas involucradas en el sistema (como el peso y el
arrastre hidrodindmico), generalmente unos cuantos miliwatts son suficientes. Las fuer-
zas generadas por la luz son del orden de piconewtons.

La posibilidad de generar diferentes configuraciones en la distribucién espacial de
la luz ha permitido desarrollar una gran versatilidad en las trampas 6pticas modernas,
dando un nuevo y magnifico potencial de aplicaciones [5]. Por ejemplo, por medio de in-
terferencia es posible obtener distribuciones extendidas de franjas o patrones de luz con
periodicidad en dos o tres dimensiones. Estas distribuciones periédicas son conocidas
como redes Opticas, y permiten atrapar un gran nimero de particulas simultdneamente e
incluso manipularlas controlando la fase de las ondas que interfieren. Las particulas se
pueden atrapar ya sea en los méximos o en los minimos de intensidad, dependiendo de
su indice de refraccién y de su tamafio relativo con respecto al periodo. Asi se han desa-
rrollado técnicas que ofrecen importantes aplicaciones practicas, tales como la separacién
y organizacion de particulas dentro de una mezcla polidispersa [6].

Otra forma de moldear un haz de luz es utilizando hologramas generados por compu-
tadora (HGC). Los hologramas son basicamente rejillas de difraccién que codifican la in-
formacién necesaria para que la luz que las atraviesa (hologramas de transmisién) o que
se refleja en ellas (hologramas de reflexién) sea modulada en amplitud y/o en fase y se
redistribuya de acuerdo a una configuraciéon deseada. Mas atn, en la actualidad exis-
ten unos dispositivos llamados moduladores espaciales de luz (MEL), que son pequefias

Para objetos de mayor tamafio la descripcion tedrica de la fuerza éptica es mds compleja; ésta ya no
resulta proporcional al volumen sino a la superficie de la particula, lo que implica que para equilibrar el peso
se necesitarian potencias cada vez mads altas, y esto constituye un limite al tamafio de objetos que se pueden
atrapar.
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pantallas de cristal liquido (también las hay de transmisién y reflexién) que se controlan
mediante una computadora y en las cuales se pueden desplegar los HGC, pero con la
gran ventaja de que pueden reconfigurarse de manera interactiva. Esto se conoce como
holografia dindmica, y cuando se usa para redistribuir la luz que llega a una trampa 6pti-
ca, se habla de pinzas 6pticas holograficas o micromanipulaciéon dindmica [5, 7]. En la fila
superior de la figura 2 se muestran simulaciones numéricas de algunas distribuciones de
intensidad que se han utilizado para manipulacién, mientras que en los cuadros inferiores
se muestran imagenes de particulas atrapadas en tales distribuciones.

Finalmente, otra técnica de micromanipulacién dindmica es mediante las llamadas
trampas de haz compartido (beam sharing) [4, 5]. En este caso se utilizan moduladores
acusto-6pticos, o bien espejos controlados por galvanémetros, que pueden desviar el haz
de luz incidente y recorrer diferentes posiciones en una secuencia determinada que se
repiten con frecuencias hasta del orden de decenas de kHz. En esta forma, el haz de luz
visita una cierta posicién varias veces por segundo y una particula puede ser atrapada
ahi (siempre que su tiempo de difusién sea mayor que el tiempo entre cada visita del
haz). Asi, varias particulas se atrapan de manera simultdnea compartiendo el mismo haz
de luz. Aunque las desviaciones angulares son pequefias, la precisién y rapidez que se
obtienen con este método lo convierten en la mejor opcién para aplicaciones en biologia
donde se requiere mas de una trampa, como en algunos estudios de motores molecula-
res [5].

Cuando se atrapan varias particulas simultdneamente hay un efecto de interaccién
entre ellas, mediada por la luz, que se ha llamado ‘enlace 6ptico’ [8], al margen de otros
tipos de interacciones que puedan ocurrir por efectos térmicos e hidrodinamicos, cargas
superficiales, interaccioén con la superficie, etcétera. Si el haz de luz utilizado en las pinzas
Opticas tiene un diametro de varias veces el tamafio de una particula, es posible atrapar
varias particulas al mismo tiempo en la seccién transversal del haz, que en el caso de
microesferas se distribuyen en una red hexagonal [8]. Por otra parte, mds recientemente
se observo que en una trampa de haces contra-propagantes (que no interfieren entre si),
se llegan a formar cadenas de particulas atrapadas a lo largo del eje comun de propaga-
cién [5]. Estas tienen su origen en las modificaciones de la distribucién de luz incidente
sobre cada particula debido a la presencia de sus vecinas. Es decir, una particula puede
actuar como micro-lente y enfocar la luz que incide sobre ella, lo que sirve como trampa
para una segunda particula y viceversa. Incluso con un solo haz de luz en direccién verti-
cal se ha observado también el apilamiento de particulas a lo largo del eje de propagacion.
Asi, es posible distinguir entre el enlace 6ptico axial y transversal, pero ambos se deben a
la interaccién mutua entre particulas y con el campo luminoso. Aunque conceptualmente
y de manera cualitativa el enlace ptico esta entendido, su estudio cuantitativo es todavia
un problema abierto en el que varios grupos se encuentran trabajando [5].
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Figura 2: En la fila superior se muestran simulaciones de algunas distribuciones transversales de
intensidad generadas con diferentes técnicas 6pticas y en la fila inferior fotografias experimen-
tales de su correspondiente aplicacion en la captura éptica de micro-particulas. Las particulas se
acomodan de acuerdo con la distribucién de intensidad de cada haz.

Las técnicas de micromanipulaciéon se pueden usar también como herramientas pa-
ra investigaciones en otra dreas de la fisica. Por ejemplo, en fisica estadistica las trampas
Opticas han permitido hacer modelos experimentales de sistemas mecédnicos estocasticos
en condiciones controladas, que logran tanto confirmar predicciones tedricas como in-
vestigar nuevos fendmenos. Por mencionar algunos, en 2010 se logré medir la velocidad
instantdnea de una particula browniana, lo que posibilita estudiar su movimiento en un
régimen balistico y fuera de equilibrio, antes de alcanzar el régimen difusivo [9]. Para es-
to se usé una trampa de haces contra-propagantes en a una cdmara con vacio parcial para
atrapar una particula en condiciones de baja presion. Al desviarse de su posicién de equi-
librio, la particula deflecta los haces de luz, de modo que su posicién puede determinarse
midiendo la defleccién de uno de los haces como funcién del tiempo. Ademds, para medir
directamente la velocidad, esta sefial se dividi6 en dos, de tal forma que una mitad llega
con un pequenio retraso respecto a la otra. Asi, se pudo verificar que la distribucién de ve-
locidades instantdneas de la particula satisface la estadistica de Maxwell-Boltzmann. Mas
aun, estos resultados constituyeron una verificacién experimental del teorema de equi-
particién de la energia para una particula Browniana.

Otro ejemplo es el estudio del escape inducido por ruido térmico de una particula
Browniana que se encuentra en un pozo de potencial, conocido como el problema de Kra-
mers. Este tipo de estudios es importante por su relaciéon con diferentes fenémenos fisicos
que involucran el escape de estados metaestables (como difusién en sélidos, doblamiento
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de proteinas, la dindmica de una reaccién quimica en presencia de un solvente) superan-
do una barrera de potencial. La teorfa de Kramers establece que la tasa de escape depende
de la energia potencial y del coeficiente de difusioén de la particula, relacionando la pro-
babilidad de que ocurra el escape con algunos pardmetros experimentales. Para modelar
esto, se us6 un sistema de dos trampas 6pticas contiguas que actuaban como pozos de
potencial separados por una barrera. Aplicando la teoria de Kramers se logré obtener un
mapa tridimensional de energia potencial de la doble trampa 6ptica, midiendo el tiempo
de permanencia de la particula en cada posicién. Por otro lado, el mismo tipo de trampa
biestable sirvi6 también para estudiar experimentalmente el fenémeno conocido como re-
sonancia estocéstica [4].

La micromanipulacién 6ptica también se ha usado para la verificacién experimental
de modelos tedricos. Tal es el caso del modelo de rueda dentada (en inglés: ratchet), en la
misma linea de investigacion de sistemas de dindmica compleja, que permite dilucidar el
mecanismo mediante el cual las proteinas motoras transportan vesiculas en el interior de
las células eucariontes, ademds de que ha encontrado también aplicaciones en el estudio
del transporte y segregacién en medios fluidos y granulados [10]. Este consiste en estu-
diar la dindmica de un objeto inmerso en una regién espacial con variaciones periédicas
de energia potencial, que a su vez son moduladas en el tiempo por otra funcién periddica,
pero alguno de los dos, ya sea el potencial espacial o la funcién de modulacién temporal,
exhibe algtin tipo de asimetria (de ahi el nombre de rueda dentada). La fuerza neta apli-
cada al sistema tiene promedio temporal cero, y sin embargo, debido a la asimetria, bajo
ciertas condiciones es posible activar un movimiento del objeto en una direccién preferen-
cial. Las condiciones necesarias para activar este transporte dependen de varios factores:
las caracteristicas del potencial espacial, la funcién de modulacién temporal, las propie-
dades del objeto que se estudia y su interaccion con el medio en el que se encuentra (si
el objeto se encuentra o no en un régimen sobre-amortiguado, o bien, si el sistema es es-
tocastico o determinista). Las posibilidades que ofrecen las trampas 6pticas para estudiar
diferentes variantes del modelo de rueda dentada son extremadamente versatiles [4, 11].

Por otra parte, dentro de la propia 6ptica, la micromanipulaciéon ha permitido explo-
rar las propiedades dindmicas de ciertos tipos de haces de luz, como aquellos que son
portadores de momento angular, ademds del momento lineal, y por tanto son capaces de
provocar torcas sobre la materia [5, 7, 12]. Un caso relativamente conocido es el de la luz
circularmente polarizada, que puede provocar una torca sobre objetos birrefringentes!!,
atribuida a la transferencia de espin de los fotones. Pero también hay haces de luz que tie-
nen una fase rotante y frentes de onda helicoidales (como sacacorchos); son portadores de
momento angular orbital. Su intensidad es nula en el eje de rotacién y generalmente tienen

UEsto fue desmostrado por primera vez por Richard A. Beth en 1936 en un experimento extraordinario a
escala macroscépica.
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una distribucién de intensidad transversal formada por uno o varios anillos concéntricos
(ver figura 2). Entre éstos estan los llamados haces Laguerre-Gaussianos y haces Bessel;
ambos pueden provocar la rotacién de micro-particulas orbitando con respecto al cen-
tro del haz, en contraste con la rotacién provocada por luz con polarizacién circular, que
siempre es con respecto a un eje interno de la particula. Estos efectos, junto con otros me-
canismos de rotacién controlada basados en la rotacion de distribuciones de intensidad
por interferencia, holografia dindmica o trampas de haz compartido, son candidatos via-
bles para manejar elementos de micro-méquinas [7, 12]. Incluso hay ya micro-rotores que
operan con base en presién de radiaciéon asimétrica (como en un molino) o por transferen-
cia de espin, y se han usado como bombas en sistemas LOC (lab en un chip) y para hacer
estudios de microreologia [7].

Otra 4rea donde las pinzas de luz también tienen una incidencia muy importante es
en la fisica de coloides y materia blanda. Por ejemplo, para estudiar interacciones hidro-
dindmicas, o electrostéticas en el caso de coloides cargados, procesos de cristalizacién y
transiciones de fase, crecimiento de monocapas, etcétera [5]. En fin, asi como los ante-
riores, existen innumerables ejemplos de sistemas fisicos que se han podido investigar
gracias a la micromanipulacién 6ptica. De hecho, algunas de sus aplicaciones més exci-
tantes estdn relacionadas con el estudio de sistemas biolégicos [4, 13], como se discutird en
la seccién 4. La intencién aqui ha sido tinicamente dar una idea de la riqueza de esta he-
rramienta y las posibilidades que ofrece.

Para finalizar esta seccién, no se puede dejar de mencionar una nueva herramienta de
micromanipulacién que se desarrollé durante la primera década del nuevo siglo: las pin-
zas plasmonicas, basadas en la generacion de plasmones de superficie [14]. Los plasmo-
nes de superficie son ondas que se generan en medios cargados eléctricamente (plasma);
la oscilacién colectiva de las cargas se propaga como lo hace una onda en la superficie
del agua. En el caso de los plasmones, la fuente que excita la perturbacién es un campo
Optico evanescente, es decir, ondas de luz que se propagan a lo largo de una superficie en
la que ha ocurrido reflexion total interna (RTI), confinadas muy cerca de ésta, ya que su
amplitud decrece exponencialmente al alejarse de ella. Si la superficie en la que ocurre
RTT esté recubierta por una fina capa de metal, el campo eléctrico de la onda evanescente
provocard la oscilaciéon de los electrones de conduccién en la superficie o, en otras pa-
labras, excitard plasmones de superficie, lo que resulta en una amplificacion del campo.
Esto s6lo ocurre si el campo eléctrico incidente tiene una componente paralela a la direc-
cién de propagacion de la onda evanescente, lo que corresponde a una polarizacién tipo
p (campo eléctrico paralelo al plano de incidencia), también denotada como TM (trans-
versal magnética).

Asi, el campo evanescente (en el caso de que no exista recubrimiento metélico) o el
campo generado por los plasmones, pueden atraer particulas neutras hacia la superficie,
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Figura 3: (a) La flecha azul indica la direccién de la fuerza de gradiente sobre la particula mien-
tras que la roja indica la direccién de la fuerza de esparcimiento (presiéon de radiacién) ejercidas
por la onda evanescente en la superficie. La curva en el lado izquierdo ilustra el gradiente de in-
tensidad de la onda evanescente. (b) Configuracién de luz incidente estructurada y haces contra-
propagantes en una trampa con ondas evanescentes. (c) Ejemplo de confinamiento tridimensional
usando parches metélicos en una superficie para generar plasmones localizados.

donde la intensidad es mayor, y empujarlas en la direccién de propagacion de la onda su-
perficial (figura 3a). El confinamiento con plasmones es mucho mayor que el que se puede
obtener con ondas evanescentes por la amplificacién del campo eléctrico. De este modo
las particulas pueden ser guiadas a lo largo de la superficie, pero no estdn confinadas.
Para lograr atraparlas, se pueden usar ondas evanescentes contra-propagantes con una
estructura de franjas de interferencia en la direccién perpendicular a la propagacién de
las ondas superficiales [6], como se ilustra en la figura 3b, o bien con otro tipo de distribu-
cién de intensidad que facilite el confinamiento. Pero con los plasmones se puede llegar
aun mas lejos, al generar plasmones localizados. Esto es, si en lugar de una capa metélica
homogénea se imprimen en la superficie algunos parches de metal con formas determi-
nadas, el campo eléctrico de los plasmones quedard confinado en las tres dimensiones
espaciales, muy cerca del parche, y asi se obtiene la captura tridimensional de particu-
las [14] (figura 3c). Cabe mencionar que la geometria planar del confinamiento por onda
evanescente o por plasmones, tiene la ventaja de que se puede incorporar més facilmente
a sistemas integrados del tipo LOC, y el haz de luz que se utiliza en estos casos no necesita
estar focalizado. Inicialmente se pensé que este mecanismo permitiria atrapar particulas
nanométricas, por el hecho de que el gradiente de intensidad se localiza en una regién
mucho mds pequefia que la que se puede generar enfocando una onda de luz propagan-
te. Sin embargo, se encontré que los efectos térmicos debidos al calentamiento del medio
causado por los plasmones afectan mucho mas a los objetos nanométricos, impidiendo su
captura, pero condujeron exitosamente a una nueva drea: la termoplasmoénica. Atn asf,
estas investigaciones contintian su curso como un tema de frontera; recientemente por fin
se han logrado atrapar objetos nanométricos con nanoantenas plasmonicas, que se forman
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con la combinacion adecuada de dos 0 méas elementos metalicos [14].

3. Retos y avances en las técnicas de deteccién

Retomemos por un momento la conferencia “There’s plenty of room at the bottom”.
Feynman sefial6 la necesidad de mejorar el microscopio electrénico, que en ese momen-
to era la mejor herramienta disponible para ver a escalas microscépicas. El mensaje més
importante es que no basta con hacer objetos pequefios, ni siquiera con poder manipu-
larlos; para que esto tenga sentido también es necesario observarlos con suficiente detalle.
La buena noticia es que este llamado fue atendido, no tinicamente para el microscopio
electrénico, que tiene algunas limitaciones respecto al tipo y preparaciéon de las muestras
a observar, sino para una mirfada de técnicas de microscopia que pueden aplicarse casi
a cualquier tipo de objeto, y en particular a muestras biolégicas. Aqui concentraremos la
atencion en algunas de las técnicas 6pticas, que han evolucionado draméaticamente en las
altimas décadas.

Si bien hoy contamos con herramientas de imagen con una resolucién que permite
incluso detectar d4tomos individuales, cerca del 80 % de la investigacion en el 4rea de cien-
cias bioldgicas se sigue realizando con técnicas de microscopia 6ptica, debido a que las
células son relativamente transparentes en la regién 6ptica del espectro [15] (luz visible
e infrarrojo (IR) cercano). De hecho, hay técnicas 6pticas muy bien establecidas para vi-
sualizar objetos transparentes, que no trataremos aqui, como la microscopia de contraste
de fase o la interferometria de contraste diferencial, también conocida como microscopia
de Nomarski. Pero lo que hace tan valiosos los métodos 6pticos de imagen en el campo
de la biologia es que resultan no-invasivos, en el sentido de que causan dafios minimos o
nulos a las muestras estudiadas, permitiendo incluso el estudio de muestras in vivo. Sin
embargo, una de las limitaciones histéricas de la microscopia éptica habia sido el llama-
do limite de difraccion, es decir, la imposibilidad de discernir dos puntos que se encuentren
mas préximos entre si que aproximadamente la mitad de la longitud de onda de la luz uti-
lizada, lo cual fue sefialado por Ernst Abbe desde 1873. De hecho, el didmetro FWHM!2
del minimo spot al que se puede focalizar una onda de luz propagante, de acuerdo con
la condicién de Abbe, es [16] Ar ~ \/(2nsina) en el plano focal y Az ~ \/(nsin?a) a
lo largo del eje 6ptico, donde A, o y n denotan, respectivamente, la longitud de onda, el
angulo de apertura de la lente y el indice de refraccién del medio en que se encuentra la
muestra. Estas resoluciones no son suficientes para acceder a los constituyentes celulares,
como organelos, proteinas, lipidos o dcidos nucleicos, cuya estructura y/o funcién son las
interrogantes que desea contestar la biologia moderna.

12 Acrénimo de Full Width Half Maximum, que indica un criterio para considerar el ancho de una funcién
que exhibe un maximo principal
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El reto de la microscopia 6ptica es, de alguna forma, vencer el limite de difraccién en
términos de resolucién espacial. Nos avocaremos entonces a los avances que se han hecho
en esta direccién en las tltimas décadas. Se trata de técnicas de superresolucion y bésica-
mente se pueden separar en dos tipos, que pueden utilizarse de manera combinada [17].
El primero es conocido como microscopia 6ptica de barrido en campo cercano (NSOM o
SNOM por sus siglas en inglés: near-field scanning optical microscopy), y el segundo, por
contraste, es conocido como microscopia de superresolucién en campo lejano.

La NSOM forma parte de un grupo de técnicas orientadas al andlisis de superficies:
la microscopia de pruebas por barrido (SPM, scanning probe microscopy). A este grupo
pertenecen, por ejemplo, el microscopio de barrido y tunelamiento (STM), el microscopio
de fuerza atémica (AFM), el de fuerza magnética (MFM), el de fuerza quimica (CFM),
entre otros [18]. Sin embargo, a diferencia de éstos, que permiten principalmente obtener
detalles topograficos, la NSOM presenta algunas ventajas asociadas con la informacién
que se puede obtener por medios 6pticos, como datos espectroscépicos, datos con reso-
lucién temporal, alto contraste, caracteristicas relacionadas con la polarizacién, imégenes
de fluorescencia, etcétera. Por otra parte, aunque la NSOM no alcanza una resolucién es-
pacial tan elevada como otros instrumentos de la familia de SPM, supera por un orden
de magnitud el limite de difraccién de las imagenes 6pticas convencionales, y se puede
utilizar en condiciones menos demandantes en cuanto a la preparacién de la muestra.

La idea de vencer el limite de difraccién utilizando la luz en campo cercano se le ocu-
rri6 a Edward Synge en 1928, pero en ese entonces no habia la tecnologia para llevarla a
la préctica. El principio fisico es muy simple. El campo 6ptico inmediatemente posterior
a una pequefia abertura en una pantalla opaca estd constituido por ondas propagantes
y evanescentes, pero el campo evanescente decae exponencialmente con la distancia, y
por lo tanto, la luz transmitida aun a distancias del orden de la longitud de onda, ya
es s6lo propagante y serd muy afectada por la difraccion. Especificamente, considerando
una abertura circular de radio a < ), la luz en campo cercano permanece précticamente
colimada dentro de una distancia d tal que (d/a) < 1. Asi, al iluminar una muestra con
esta abertura, la resolucién en campo cercano estard tinicamente limitada por el tamafio
de la abertura, y no por la longitud de onda de la luz [19]. El contraste en la imagen se
obtiene, por ejemplo, por variaciones en indice de refraccién, estructura quimica, estrés lo-
cal, absorcion, fluorescencia, etcétera. Por supuesto, para examinar una muestra con este
principio es necesario, ademds de una abertura de semejantes dimensiones, poder reco-
rrer la muestra para ir formando una imagen bidimensional extendida. Fue hasta 1984
cuando un grupo dirigido por Dieter Phol logré aplicar estos principios en la regién 6pti-
ca del espectro, aunque los primeros instrumentos funcionales aparecieron después de
1992, cuando la tecnologia de barrido ya se habia desarrollado (trasladores piezoeléctri-
cos y mecanismos de retroalimentacién para mantener la punta a una distancia fija de la
superficie). El mayor reto tecnolégico en el NSOM sigue siendo la abertura, que en la ma-
yoria de los instrumentos actuales consiste en una fibra 6ptica monomodo que termina en
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una punta con forma de cono truncado. Alrededor de la abertura se deposita un recubri-
miento metélico, que hace las veces de la pantalla opaca. Recientemente se han utilizado
también puntas muy finas de metal, que incluyen las llamadas nano-antenas, y hay gru-
pos investigando la posibilidad de aumentar el confinamiento y la intensidad de la sefial
colectada excitando plasmones de superficie.

Hay diferentes configuraciones de NSOM. En el modo de iluminacién la punta se usa
para iluminar mientras que la luz transmitida a través de la muestra se colecta en campo
lejano mediante un objetivo de microscopio de alta apertura numérica. Otra posibilidad
es iluminar con condiciones de campo lejano y usar la punta para colectar la luz transmi-
tida (modo coleccién). Si la muestra es opaca se puede usar la misma punta para iluminar
y colectar la sefial reflejada (modo de abertura compartida). Finalmente, en algunos arre-
glos se usa la punta para colectar una onda propagante como resultado de frustrar una
onda evanescente producida en la muestra por RTI, pero este instrumento es conocido
mas bien como microscopio de tunelamiento foténico. La NSOM se ha usado para reali-
zar estudios biolégicos de deteccién de una sola molécula, incluyendo experimentos de
difusién en una interfaz que revelan aspectos novedosos de la dindmica celular, asi co-
mo para investigar la membrana de células y proteinas. Para esto se puede combinar la
NSOM con espectroscopia Raman o microscopia de fluorescencia. Aunque la NSOM per
se no requiere caracteristicas especiales de la muestra a analizar, su desventaja principal
es que s6lo puede utilizarse para la inspeccién de superficies. Cabe mencionar que en la
altima década se estdn desarrollando estrategias de superresolucién en campo cercano
basadas en el uso de super-lentes con base en la refraccion negativa, pero esto atn estd lejos
de convertirse en instrumentos practicos [19].

En cuanto a las técnicas de superresolucién de campo lejano, aplicadas para obtener
imagenes de volumen, hay dos objetivos: incrementar la resolucion axial (disminuir Az)
y la resolucién transversal o lateral (disminuir Ar); y la consecucién de cada uno de ellos
es independiente del otro. Hasta la década de los 90, las estrategias 6pticas que habian
logrado mejorar la resolucién en z eran la microscopia confocal y la de fluorescencia mul-
tifotonica. La primera se basa en usar fuentes puntuales tanto para la iluminacién como
para la deteccion (utilizando pinholes), lo cual permite capturar tnicamente la luz pro-
veniente del plano focal y reduce asi Az en un factor de aproximadamente /2. En la
segunda, se utilizan dos (o mas) fotones que se absorben simultdneamente para excitar
un fluoréforo unido al especimen de interés; al ser un efecto no-lineal, esto ocurre sélo en
la regiéon de maxima intensidad, es decir en el plano focal. Sin embargo, los dos fotones
tienen una frecuencia de la mitad de la necesaria para excitar al fluoréforo, se trata de luz
IR, y por tanto, no produce una mejora sustancial en la resolucién en términos de A.

Un avance mas significativo se hizo a mediados de los 90 por el grupo de Stefan Hell,
con el microscopio 47 (o simplemente 4Pi) [16, 20]. La idea es generar un frente de on-
da lo més cercano posible a una esfera o, en otras palabras, aumentar la recoleccién de
las frecuencias espaciales mds altas en el espectro de Fourier de la imagen, que contie-
nen la informacién de los detalles mads finos del objeto. Para esto Hell propuso aumentar



Karen Volke 17

la apertura numérica del sistema usando dos objetivos yuxtapuestos a ambos lados del
especimen, para expandir la abertura del d&ngulo sélido (el nombre 4Pi viene del angulo
s6lido de una esfera completa). No hay disticion entre iluminacién y coleccion de luz en
esta configuracion, de hecho, se utiliza luz laser y los frentes de onda producidos se su-
man de manera coherente en un punto focal comtn, cuya dimensién en eje es Az ~ \/3n,
incluso menor que Ar. Pero atin en las versiones més recientes de estos intrumentos se lo-
gra como maximo un angulo de apertura de o ~ 74°, que todavia dista bastante del ideal
de 90°, y el precio a pagar por esto es que el spot focal exhibe dos 16bulos, arriba y aba-
jo del plano focal, que deterioran la imagen. Para minimizar este efecto, una alternativa
es utilizar ademads excitaciéon de dos fotones o una configuracién confocal, y las contri-
buciones remanentes de los 16bulos (si las hay) se remueven al procesar la imagen. Con
el microscopio 4Pi se han obtenido imégenes tridimensionales de células con resolucién
axial de entre 80 y 150nm.

Otras técnicas similares, que se usan con iluminacién de campo extendido, son las de
imdagenes por interferencia (denotadas genéricamente como I" M), que también consisten
en el acoplamiento de dos objetivos opuestos para producir interferencia de la ilumina-
cién coherente [20]. En los sistemas I?M se obtiene una sefial de fluorescencia a través
de los dos objetivos y, cuidando que ambas sefiales hayan recorrido trayectorias 6pticas
idénticas, se recombinan en el detector. La interferencia de las sefiales produce un patrén
caracteristico del que se extrae informacién con alta resolucién axial. El plano focal se va
moviendo para obtener una serie de imagenes a lo largo de z. En la técnica I M se genera
un patrén de ondas estacionarias en z, y se obtiene directamente una serie de imagenes
en distintos planos z, correspondientes a los antinodos. Por utilizar iluminacién de campo
extendido, éstas son mds rapidas que la de 4Pi, pero esta tiltima requiere menor procesa-
miento de los datos extraidos, ademas de que la onda estacionaria se degrada en la inter-
accion con tejido grueso. En cualquier caso, ninguna de las anteriores represent mejoria
en cuanto a la resolucién lateral.

Por otro lado, los dispositivos de superresolucién de campo lejano que han logrado
incrementar la resolucién lateral se pueden clasificar en dos grupos, ambos basados en el
uso de marcadores fluorescentes, por lo que se conocen también como técnicas de superre-
solucién funcional [17, 20]. Mas atn, un requisito fundamental para todas ellas es que las
transiciones fluorescentes sean reversibles, ya que se recurre a una modulacién temporal
de la transicién entre dos estados moleculares de un fluoréforo. Aunque hay muchas va-
riantes, para no extender innecesariamente la discusién, sélo detallaremos en un ejemplo
de cada grupo.

Dentro del primer grupo tomaremos como ejemplo el método de ‘Desactivacién por
Emisién Estimulada’(STED: stimulated emission depletion) [16]. El comtn denominador
de estas técnicas es que, ademdas de modular temporalmente las transiciones fluorescen-
tes, se modulan espacialmente usando iluminacién estructurada. El principio de STED,
también introducido por Stefan Hell, consiste en iluminar la muestra con un spot (limita-
do por difraccién) que provoca la transiciéon a un estado excitado B (‘brillante’) de todos
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los marcadores fluorescentes dentro del area en que la intensidad de la luz de excitaciéon
supera un valor umbral. Inmediatamente después, se ilumina la muestra con un haz en
forma de dona (como un Laguerre-Gaussiano), con un nodo de intensidad en el centro.
Este provoca el decaimiento por emisién estimulada (desactivacién) de los marcadores
de la periferia al estado A (‘oscuro’), dejando en el estado B solo aquellos que se encuen-
tran muy préximos al nodo central. Asi se consigue un spot brillante con resolucion lateral
muy por debajo del limite de difraccién (figura 4). Para inducir las transiciones se usan dos
laseres pulsados sincronizados, con duracién de pulsos entre 10 y 300 ps, siendo menor
la duracion del pulso de excitacion. El laser de desactivacion se conoce como haz STED y
su longitud de onda esta ligeramente desplazada hacia el rojo. La formacién de la imagen
se obtiene realizando un barrido sobre la muestra, repitiendo el procedimiento, por eso es
importante que las transiciones sean reversibles. Pero para que este mecanismo sea posi-
ble, es necesario tener en cuenta los tiempos de vida de las moléculas fluorescentes en los
estados A y B, asi como la intensidad necesaria para inducir las transiciones.

Cuando una molécula fluorescente es iluminada para fotoactivar su transicién de un
estado A a uno B, la probabilidad de que permanezca en A decrece exponencialmente al
incrementar la intensidad de la luz de excitacion. La intensidad de saturacion, I, es el um-
bral minimo para inducir la transicién en un ndmero suficiente de moléculas (por ejemplo,
cuando al menos el 50 % pasan de A a B). A medida que la intensidad incidente incremen-
ta por sobre el valor de I, también lo hace la probabilidad de que una mayor cantidad de
moléculas efecttien la transicién. Por supuesto, lo mismo aplica para la transicién inversa
de B a A. Entonces, ambos laseres deben tener intensidades superiores a I, siendo més
crucial la intensidad del ldser de STED, puesto que ésta determina el tamafio de la regién
final iluminada mediante la siguiente relacién [16]:

Ar = A ,

2nsin /1 + (Iymaz/Is
donde I,,,,, denota el maximo de la distribucién de intensidad del laser de STED. Noétese
que, en principio, el tamafio del spot se puede reducir tanto como se desee aumentando
el valor de I,;,42; Si Iymaz = 0 la Ec. 2 corresponde al limite de difraccién de Abbe. La lon-
gitud de onda y duracién del pulso STED se escogen de acuerdo al médximo de emisién y
la I, del flouréforo utilizado. A las intensidades del laser STED (a menudo mayores que
250 MW /cm?), los fluoréforos son desactivados de manera practicamente instanténea y la
emision de fluorescencia se registra con un fotomultiplicador [20].

(2)

Las técnicas que comparten principios similares al STED han sido generalizadas bajo
el acrénimo de RESOLFT (reversible saturable (or switchable) optical fluorescence tran-
sitions) [16, 17, 20]. Las diferencias entre ellas recaen en las estructuras especificas de la
iluminacién, en el uso de diferentes tipos de fluoréforos!® y en algunos aspectos practicos

13 Hay fluoréforos con intensidades de saturacién considerablemente menores que otros.
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Spot

Excitacion STED Superposicidn Resultante
Figura 4: Modulacién espacial de la iluminacién en el proceso de STED. El laser de excitacién
(verde) induce la transicion de los fluoréforos a un estado excitado, y posteriormente el laser STED
(rojo) desactiva la transicién alrededor del nodo central. Aunque ambos l4seres estan limitados en
difraccion, se obtienen resoluciones laterales de hasta 20nm (spot final). Es decir, se logran senales
con superresolucién manipulando la fase (en el haz de STED), el ancho de pulso y la intensidad
de ambos laseres.

como la necesidad de escanear la muestra o no. Por ejemplo, se pueden usar distribu-
ciones de luz con multiples nodos y un detector extendido, siempre y cuando los nodos
estén espaciados entre si una distancia mayor que el limite de difraccién, lo que permite
un proceso de captura en paralelo en distintos puntos. Otros sistemas RESOLFT son el iso-
STED, que es una versiéon 3D del STED acoplada a un sistema 4Pi; el GSD (ground state
depletion), que requiere intensidades considerablemente menores que el STED; el SPEM
(saturated pattern excitation microscopy) y el SSIM (saturated structured-illumination mi-
croscopy). Las dos tltimas tienen el esquema inverso, es decir, se desactiva el estado os-
curo mediante una excitacién saturada y se obtienen imdgenes de puntos negros sobre un
fondo brillante.

El segundo grupo de técnicas de superresolucién funcionales se basa en la deteccién
de moléculas individuales mediante un proceso estocastico de activacioén y desactivacion
sucesiva del estado fluorescente [16, 17, 20]. En un instante dado, se activa el estado fluo-
rescente en una serie de moléculas individuales distribuidas en una muestra y separa-
das entre si por distancias mayores que los limites de resolucién de Abbe, posteriormente
estds moléculas vuelven al estado oscuro y se activa una nueva serie. Las posiciones de las
moléculas son aleatorias, y para cada serie las moléculas activadas se pueden localizar con
gran precision ubicando el centroide de la sefial luminosa. Asi, en dos instantes diferentes
pueden haberse activado moléculas que estdn separadas por una distancia mucho menor
que el limite de Abbe, pero la diferente coordenada temporal permitird localizar a cada
una de ellas por separado. La localizacién de cada molécula fluorescente con precisiéon a
escala nanométrica se hace mediante un conteo de fotones de fluorescencia con detectores
de alta sensibilidad. Para lograr la activacioén de tan sélo unos cuantos marcadores en ca-
da serie se usa un laser de muy baja potencia. Después de obtener la imagen de una serie
los marcadores se desactivan por saturacion, o bien, se destruyen por efecto fotoquimico
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mediante sobreexposicion, y entonces se activa una nueva serie. Entre estas técnicas se
encuentran los esquemas de PALM y F-PALM (fluorescence photoactivation localization
microscopy), STORM (stochastic optical reconstruction microscopy), PAINT (point accu-
mulation for imaging in nanoscale topography), GSDIM (ground state depletion followed
by individual molecule return), entre otros. Todos ellos han sido recientemente agrupados
bajo el acronimo de SMACM (single-molecule active control microscopy) [17]. Aunque la
resolucidn lateral se incrementa notablemente en los sistemas SMACM, la resolucion axial
sigue siendo un reto. Recientemente se han ideado métodos basados en el uso de elemen-
tos astigmaticos para introducir una deformacién en la imagen que depende del plano
axial, también hay otros basados en imagenes generadas por interferencia (iPALM), en
configuraciones tipo 1" M [20].

En resumen, es claro que hay una gran cantidad y diversidad de técnicas de deteccién
e imdgen, y este campo continta creciendo y evolucionando, no sélo con el perfecciona-
miento de los instrumentos, sino con el desarrollo de nuevas ideas. Sin embargo, pese a los
avances y retos en materia de superresolucién, no hay que desestimar las técnicas tradi-
cionales, como la microscopia de campo brillante, cuyas imagenes actualmente se pueden
mejorar mucho con la ayuda de software y que siguen siendo las de mayor rapidez de
adquisicién. Ademads, éstas ofrecen un campo de visién extendido que es muy ttil para la
identificacién de rasgos generales de una muestra. Asimismo, los sistemas tradicionales
de microscopia de fluorescencia, absorciéon multifoténica, contraste de fase, etcétera, si-
guen manteniendo su lugar privilegiado mientras las nuevas técnicas se desarrollan y se
convierten en instrumentos précticos. De hecho, para seleccionar una técnica de imégen
en biologia, hay varios aspectos a considerar, que dependen siempre del tipo de mues-
tra y proceso a investigar. Por ejemplo, para aplicaciones con células vivas y procesos
dinamicos, los aspectos principales a tener en cuenta son: la resolucién, la sensibilidad de
deteccién, la rapidez de adquisicién y la viabilidad del espécimen. Esta tltima se refiere a
mantener la muestra en condiciones adecuadas para garantizar su salud, asi como a limi-
tar el dafio que le pueda ocurrir debido al proceso de imagen. En la mayoria de los casos,
no basta con un solo tipo de microscopio, y es necesario combinar mdas de una técnica,
evaluando los pros y contras de las diferentes opciones [15].

Aqui nos avocamos tnicamente a la superresolucién, pero cabe mencionar que las
técnicas de imagen médica y bioldgica también han evolucionado en escalas macroscépi-
cas, como la tomografia de coherencia 6ptica (OCT, optical coherence tomography). En
la figura 5 se muestra un resumen de algunas técnicas y su escala de resoluciéon. En la
red existe una gran riqueza de recursos para ver ejemplos de imadgenes obtenidas con
diferentes métodos [20-22].
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Figura 5: Esquema de la escala en la que se utilizan algunas técnicas de imagen (tomada de la
referencia [20]). PET y MRI indican tomografia por emisién de positrones y resonancia magnética
nuclear, respectivamente, para las demads abreviaturas referirse al texto.

4. Investigacion multidisciplinaria y sistemas integrados

En las secciones anteriores se construy6 una visién general de los tres aspectos princi-
pales involucrados en la miniaturizacién: fabricacién, manipulacién y deteccion a escalas
micro y nanométricas, ahora veremos como se pueden integrar en un contexto multi-
disciplinario. Aunque aqui nos enfocamos en técnicas que hacen uso de la luz como su
principal herramienta, no hay que olvidar que hay otras herramientas igualmente impor-
tantes, como el uso de campos actsticos, eléctricos, magnéticos, efectos termodindmicos e
hidrodindmicos, etcétera.

Cuando se demostré la micromanipulacién de muestras bioldgicas in vivo con un laser
IR, se abrieron nuevas y excitantes oportunidades de investigacién en disciplinas como
biologia celular y molecular, biotecnologia, biofisica, bioquimica e incluso en medicina.
Por ejemplo, la captura 6ptica ha permitido caracterizar propiedades mecanicas de sis-
temas biolégicos, como la elasticidad de células, componentes celulares y biomoléculas
aisladas, como el ARN y el ADN, y entender su influencia en los aspectos funcionales.

Hasta hace un par de décadas, los estudios de biologia molecular se basaban en anali-
sis de volumen, es decir, en los datos obtenidos a partir de una coleccién de un enorme
numero de moléculas. Esto daba valores promedio para los pardmetros estudiados, que
realmente no permitian poner a prueba los modelos teéricos. En cambio, los estudios de
una sola molécula han revolucionado esta drea [4, 23]. Como prueba de ello, la manipu-
lacién directa y estiramiento de moléculas de ADN ha contribuido a entender sus inter-
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acciones mecénicas con proteinas y enzimas, ademds de que permiten probar modelos
tedricos que sirven también para otro tipo de materiales poliméricos. Los experimentos
con micromanipulacién éptica también han revelado la existencia de formas helicoida-
les adicionales del ADN estabilizadas por fuerzas y torcas, y han permitido entender las
bases mecdnicas de las interacciones entre el ADN y la maquinaria molecular involucra-
da en la transcripcién, replicacién y recombinacién [23]. Adicionalmente, los ingenieros
han tomado lecciones de la naturaleza; el entender el funcionamiento de la maquinaria
biolégica a nivel molecular ha servido de inspiracién para impulsar el disefio y desarrollo
de sofisticadas nanomdquinas utilizando los mismos principios.

Una manera de estirar el ADN es adherir uno de los extremos de la molécula (previa-
mente marcada con un fluoréforo) a una microesfera de latex que es atrapada con pinzas
Opticas. Posteriormente se utiliza la fuerza hidrodindmica de un fluido para estirar la
molécula [13]. Otra posibilidad es adherir los dos extremos de la molécula a microesferas
que son confinadas en trampas contiguas; una de ellas permanece fija mientras la otra se
mueve de manera controlada.

Otro ejemplo impresionante es el estudio de los procesos de transporte por motores
moleculares, como la cinesina o la miosina, que utilizan la energia liberada en algunas
reacciones quimicas en el interior de la célula (como la hidrélisis del ATP) para realizar
trabajo mecanico. La molécula de cinesina, encargada del transporte de cromosomas a
través del citoplasma, se compone de dos cadenas pesadas entrelazadas, lo que le da una
forma alargada, y uno de sus extremos funciona como un par de “piernas”con las que
recorre su camino a lo largo de filamentos proteicos llamados microtibulos. Para estudiar
su dindmica, un extremo de la cinesina se adhiere a una esfera transparente atrapada con
luz, y conforme se empieza a desplazar a lo largo del microtibulo, arrastra consigo a la
esfera. Midiendo el desplazamiento de la esfera respecto a su posicién de equilibrio en la
trampa Optica se logra caracterizar el movimiento de la cinesina [13].

A nivel celular, se han estirado glébulos rojos, cuyas propiedades de elasticidad no
solo estan relacionadas con su estado de maduracién, sino también con la presencia de
algunos padecimientos. Si bien estas investigaciones se pueden realizar utilizando micro-
pipetas, la micromanipulacién 6ptica ofrece la ventaja de poderse combinar facilmente
con otras técnicas, como espectroscopia Raman'4, que permite monitorear los cambios
quimicos a medida que la célula se somete a un esfuerzo externo o durante el proceso de
administracién de una droga. También se ha combinado el uso de las pinzas 6pticas con
lo que se conoce como bisturi o escalpelo 6ptico, que consiste basicamente en enviar un
pulso corto y controlado de luz laser de muy alta energia, usualmente de longitud de on-
da ultravioleta. Asi se ha realizado fertilizacién in vitro, taladrando un agujero en la zona
peltcida de un 6vulo con gran precision, para facilitar la llegada del espermatozoide, el
cual a su vez es llevado hasta el 6vulo utilizando pinzas 6pticas [13].

Para realizar mediciones de elasticidad, las pinzas 6pticas deben ser adaptadas como

“Esta combinacién ya ha recibido incluso un nombre propio: las pinzas Raman.
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micro-transductores mediante un cuidadoso procedimiento de calibracién. Cerca de la
posiciéon de equilibrio de la trampa, la fuerza 6ptica de gradiente se puede modelar por
la ley de Hooke, F' = — Kz, de modo que para calibrarla hay que determinar la constante
de restitucién de la trampa K midiendo el desplazamiento x de una particula atrapada
cuando se somete a una fuerza conocida (por ejemplo, la fuerza de arrastre ejercida por
un flujo constante). Para medir desplazamientos generalmente se utiliza un ldser auxi-
liar, aunque también se puede utilizar el mismo de la pinza. Cualquier desviacién de la
particula de su posicién de equilibrio provocara una desviacion correspondiente de la luz
difractada, que se colecta en un fotodiodo de cuadrante. Estos dispositivos tienen un arre-
glo de cuatro detectores en forma de cuadrantes; cada uno de ellos integra la luz que le
llega produciendo una sefial eléctrica. La magnitud relativa de las cuatro sefiales estd en
correlacién directa con el cambio de posicion de la particula, que puede caracterizarse con
presicion de nanémetros.

Sin embargo, estas configuraciones experimentales de las pinzas 6pticas no son com-
patibles con la geometria planar de un chip o de un dispositivo compacto en general. Por
esta razon, con el propdsito de integrar las pinzas a sistemas LOC se han ideado otras
configuraciones que si satisfacen tales requisitos. Quizds la més simple es una trampa de
haces contra-propagantes, pero introduciendo la luz a través de fibras 6pticas. Por otro
lado, las trampas 6pticas también se pueden introducir como mecanismos de control en
circuitos microfluidicos. Estos son microcanales integrados sobre un sustrato, a manera de
chip, por los que circulan voliimenes muy pequefios de fluido, del orden de microlitros a
femtolitros. Estos dispositivos son ideales para el desarrollo de la tecnologia LOC, ya que
permiten tareas como el transporte ordenado, andlisis en paralelo, clasificacién y sepa-
racién de componentes biolégicos como células, bacterias y proteinas. Aqui las trampas
Opticas pueden usarse para controlar elementos integrados a los chips como microbom-
bas, microvalvulas, microtamices, etcétera. [6]. De hecho, la combinacién de la 6ptica con
la microfluidica ha sido tan exitosa que dio lugar a lo que hoy se llama optofluidica. La
termoplasmoénica también se puede integrar en estos dispositivos para elevar localmente
la temperatura del fluido o de las particulas que circulan en él, como parte de un anélisis
o tratamiento.

Un objetivo general en el desarrollo de sistemas LOC es conseguir dispositivos que
permitan un andlisis rdpido y poco invasivo de fluidos biolégicos complejos con el propési-
to de realizar diagnosticos y monitorear terapias in situ [24]. Pese a que ya hay muchas
piezas del rompecabezas, atin es mucho lo que falta por hacer, especialmente en materia
de integrar todos los elementos necesarios en dispositivos compactos y portétiles. Esta es
un area de investigacion abierta, que ofrece enormes posibilidades y es inminentemente
multidisciplinaria.

Hay gran cantidad de retos abiertos, que no solo involucra a fisicos, quimicos y biélo-
gos, sino a especialistas en diversas dreas, como desarrollo de software y algoritmos ma-
tematicos y/o numéricos para el procesamiento de datos, investigacién de materiales,
instrumentacién y disefio, etcétera. Esto hace necesario contar con personas capaces de
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entender diferentes lenguajes cientificos y jugar el importantisimo papel de traductores,
asi como también aportar su conocimiento més integral para ubicar problemas relevantes
que se pueden abordar desde una perspectiva multidsciplinaria. Mientras en otros paises
hace ya varias décadas que se incluyen carreras con un perfil multidisciplinario, México
ha dado los primeros pasos en esa direccion hace relativamente poco tiempo, pero ya con
algunos ejemplos exitosos. De hecho, resulta muy alentador atestiguar que, cada vez mas,
las nuevas generaciones tienen interés por el enfoque multidisciplinario de la ciencia.
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