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RESUMEN

La comunicacién que se da entre células generalmente la relacionamos a dos tipos de estimulos:
sefiales eléctricas y sefiales quimicas. No obstante, en la Ultimas décadas se ha acumulado evidencia
suficiente para sugerir la aparicién de un tercer tipo de sefial, los estimulos mecdnicos, fuerzas que
pueden ser generadas, capturadas o transmitidas por diferentes sistemas moleculares al interior de la
célula. Los estimulos provocados por este tercer tipo de seial son considerados actualmente como un
factor regulatorio fundamental de la célula, que incluso pueden llegar a funcionar en coordinacién con
los otros dos estimulos eléctricos y quimicos. Este es el caso de la mecanotransduccién, fendmeno que
toma lugar en la célula donde por medio de proteinas especializadas acoplan un estimulo mecanico
para desencadenar una respuesta quimica.

La comprension de los mecanismos que gobiernan a estas sefiales mecdnicas podria permitir entender
procesos biolégicos de pequefia escala pero que estan relacionados a diferentes patologias, muchas de
ellas emergentes o de amplia distribucién. La hipertensidon, arteriosclerosis, distrofia y titinopatias
musculares, cancer y metdstasis o la colonizacion de epitelios por parte de bacterias patogénicas, son
solo algunos de los ejemplos donde rutas moleculares relacionadas a la mecano-deteccidn o generacién
de fuerzas se encuentran alteradas.

La espectroscopia de fuerza es una técnica ampliamente empleada en biofisica y biologia mecanica
para entender el funcionamiento de este tipo de sefiales y su impacto sobre el funcionamiento de la
célula. Esta técnica permite la manipulacién de moléculas de manera analitica y en tiempo real,
permitiendo estudiar el comportamiento de la molécula, frente a diferentes condiciones que emulan
el comportamiento celular. Existen diversos instrumentos que permiten realizar esta técnica, dentro
de estos se encuentran el microscopio de fuerza atdmica y las pinzas magnéticas. A diferencia del
microscopio de fuerza atdmica, las pinzas magnéticas tienen una serie de ventajas que
fundamentalmente se basan en poder aplicar fuerzas en el rango fisiolégico—entre los 0.1 y los 10 pN-—
y de permitir poder ensayar continuamente una misma molécula por largos periodos de tiempo.

En este proyecto se desarrolld un instrumento inspirado en una pinza magnética, capaz de medir
perturbaciones mecdnicas de rdpida ocurrencia y eventos transicién plegado-desplegado en tiempo
real, utilizando el constructo de la proteina L (HaloTag-(ProtL)8-AviTag). El instrumento desarrollado
logro medir eventos de (des)plegamiento en periodos menores a los 200 ms. Ademas logro medir la
tasa de replegamiento de la proteina L, utilizando pulsos controlados por software de manera
automatizada. Se realizaron experimentos con duraciones de hasta 1 hora, utilizando la misma

molécula simple, la cual mantuvo sus propiedades mecdnicas a lo largo de todo el ensayo.



SUMMARY

Cell communication is generally understood through two major signals: electrical and chemical cues.
However, in the last decades, evidence has accumulated to suggest the appearance of a third kind of
signal, mechanical cues, or forces that can be generated, captured, or transmitted by different
molecular systems within the cell. The stimuli caused by this third type of signal are currently
considered a fundamental regulatory factor and may even be operating in coordination with the other
two stimuli, as mechano-transduction pathways where the proteins involved couple the mechanical
stimulus to trigger a chemical response.

Understanding the mechanisms that control these mechanical signals could allow us to comprehend
small-scale biological processes related to different pathologies, many of which are emerging or widely
distributed. Hypertension, arteriosclerosis, muscular dystrophy and titinopathy, cancer, metastasis, or
the colonization of epithelia by pathogenic bacteria are just some examples of molecular pathways
related to mechano-sensing altered.

Force spectroscopy is a technique widely used in biophysics to understand the functioning of these
mechanical signals and their mechano-transduction in the cell. This technique allows the manipulation
of molecules analytically and in real-time, permitting to study of the behavior of the molecule under
different conditions. Several instruments enable the application of mechanical forces on single
molecules and cells, including the atomic force microscope and the magnetic tweezers. Unlike the
atomic force microscope, magnetic tweezers allow the manipulation of molecules without physically
interacting with the sample, manipulate one or more molecules simultaneously, work in physiological
force ranges-between 0.1 and 10 pN-and finally perform repeated tests on the same molecule.

In this project, we developed an instrument based on a magnetic tweezer, capable of measuring fast-
occurring mechanical perturbations and folding-unfolding transition events in real-time, working with
the protein L construct (HaloTag-(ProtL)8-AviTag). The developed instrument was able to measure
(unfolding) events in periods shorter than 200 ms. Also, it was able to measure the refolding ratio of
protein L using automated software-controlled pulses. Experiments with durations up to 1 hour were
conducted using the same single molecule, which maintained its mechanical properties throughout the

entire experiment.



1. INTRODUCCION

1.1 Biomoléculas y su relacion con la fuerza

El cuerpo humano esta formado por mas de diez billones de células (1). Cada una de estas pequefias
entidades bioldgicas posee en su interior una cantidad practicamente incontable de biomoléculas;
lipidos, hidratos de carbono, acidos nucleicos y proteinas, que de manera conjunta y organizada
permiten el adecuado funcionamiento de la célula. Para comprender el funcionamiento y regulacion
de estas biomoléculas, comiunmente se utilizan técnicas experimentales in vitro que requieren el
empleo de soluciones y otros medios, de modo de emular la situacién donde estas biomoléculas
desempefian sus funciones. Siguiendo esas estrategias ha sido posible estudiar y describir, por ejemplo,

como las células generan, interpretan y transmiten sefiales usando estas biomoléculas.

A lo largo de las ultimas décadas hemos aprendido que una célula se comunica usando sefiales
eléctricas —neurona y el potencial de accion— o quimicas —célula beta y la secrecion de insulina—, No
obstante, evidencia emergente ha comprobado la importancia de un tercer tipo de sefial, que
corresponde a la fuerza y el estrés mecdnico que poseen los sistemas biolégicos (2). Estos ultimos
estarian actuando a lo largo de diferentes escalas bioldgicas, desde moléculas simples —estiramiento y
sobre enrollamiento del ADN—, hasta células e incluso organismos completos —division celular—. Por esta
razén, es que los estimulos o fuerzas mecdnicas son consideradas actualmente como un factor

regulatorio fundamental en los procesos celulares junto a las sefiales eléctricas y quimicas (3).

Los ejemplos donde las respuestas celulares tienen relacidon con la fuerza y el estrés mecanico son
bastante variados, cubriendo procesos tan cruciales para el adecuado desarrollo embrionario y la
fisiologia celular incluyendo diversas enfermedades (4,5). La hipertensidn, arteriosclerosis, distrofia
muscular, miopatia e incluso el cancer son sélo uno de los ejemplos donde sefiales mecanicas
desempefian algun tipo de funcidn (6—9). No obstante, existen otros tipos de enfermedades en donde
el estrés mecanico es protagonista, pero involucra a microrganismos patogenos como figura central de
la patologia. Aqui bacterias con la habilidad de colonizar los tejidos implementan una estrategia
altamente sofisticada para poder adherirse a la superficie del hospedero y comenzar con la colonizacién

del tejido. Estos patdgenos infecciosos deben sortear las grandes demandas o solicitudes mecdnicas
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impuestas por el hospedero que intenta constantemente desgarrarlo desde el tejido afectado (10). La
tos, la movilizacién del moco y tantas otras estrategias del hospedero, son intentos por desalojar a la
bacteria patégeno desde la superficie celular. A pesar de esto, en muchas ocasiones estos mecanismos

no son suficientes.

La falta de informacion detallada respecto como una bacteria patdgena es capaz de sobrellevar estos
fendmenos mecanicos o como una célula interpreta adecuadamente una sefial mecdnica, limita
nuestro avance en la generacidn de terapias humanas efectivas contra este tipo de bacterias patdgenas.
No obstante, grupos de investigadores han trabajado en la implementacién de técnicas y estrategias
que permitan conocer por ejemplo las fuerzas que bacterias o células epiteliales experimentan durante
la adhesién de superficies. Inicialmente, uno de los primeros métodos empleados para estudiar
procesos de este tipo, fue el uso de células adheridas a una matriz extracelular o entre ellas mismas,
para determinar con qué fuerzas se adherian (11-13). Los métodos utilizados en estos estudios
permiten observar fenédmenos de adhesidn celular, pero solo de manera cualitativa. Debido a que estos
métodos funcionan por lavados con soluciones tampdn, se provoca la liberacidn de algunas células de
la superficie y, por ende, permitiendo observar distintas cantidades de células adheridas cuando se
aplican distintas soluciones o distintas gradientes. Estos métodos permiten identificar mejores
superficies de adhesidn o condiciones, pero no permiten medir cuantitativamente la fuerza que son

capaces de soportar estas células.

1.2 Espectroscopia de Fuerzas

A partir de la implementacién del primer microscopio, los ultimos dos siglos no han sido mas que la
acumulacién de grandes saltos tecnolégicos en el campo de la microscopia. El desarrollo del
microscopio éptico moderno, el microscopio electrénico y barrido son testigos de estos grandes
avances. Desde hace tres décadas la microscopia se ha desarrollado de manera sorprendente,
entregando la posibilidad de incluso poder visualizar y manipular células y moléculas de manera
individual (14-17). Los instrumentos implementados con estos fines han permitido poder acceder al
mundo de las microescalas y nano-escalas, habilitando a los laboratorios para cuantificar biomoléculas

complejas de manera muy precisa.

Hoy en dia conocemos la ultraestructura de células individuales, pero también las propiedades

mecanicas de proteinas, ADN, ARN, y otros biopolimeros (18-20). El microscopio de fuerza atdomica
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(AFM) (21), las pinzas Opticas (22) y las pinzas magnéticas (23), son los sistemas mas populares para
estudiar las propiedades estructurales de células y biomoléculas. Todas estas técnicas tienen en comun

en que comparten el uso de la microscopia como estrategia para el estudio del espécimen biolégico.

1.3 Microscopio de Fuerza Atomica

Sin duda el AFM, es el instrumento mas popular que ha realizado su transicién hasta el campo de la
biologia (21). Este microscopio ha permitido manipular células, ADN, ARN, hidratos de carbono y
proteinas (18,24), con la extraordinaria habilidad de aplicar fuerzas entre los 10 pN hasta 10° pN
(25,26). Este gran amplio rango de fuerzas y la simpleza de su puesta en marcha explica su popularidad
en biologiay el gran abanico de tematicas donde es empleado (19). De todos modos la principal funcién
del AFM no fue en un principio la espectroscopia de fuerza, sino que, mas bien fue creado para tomar
imagenes topoldgicas de gran resolucidn de superficies (27). La caracteristica principal de estas
imagenes es la nula necesidad de tefiir la muestra debido a que este instrumento escanea la superficie
de ésta, utilizando una punta llamada micro-viga o “cantiléver”. Esta pequefia palanca se posa sobre la
superficie de la muestra mediante la accién de un cristal piezo-eléctrico de tres dimensiones x-y-z, el
cual permite tocar la superficie y generar una topologia de la muestra en cuestién. Posteriormente, la
sefial de la deformacién del cantiléver es registrada por un detector sobre el cual llega un haz laser
incidente reflejado en la punta del cantiléver. La deconvolucidn de la sefial eléctrica del detector es
transformada mas tarde en una imagen tridimensional (Fig. 1A) (27,28), que en muchas ocasiones
ofrece resolucién por debajo de un nandmetro. Por otro lado, la capacidad de deformarse o curvarse
del cantiléver al entrar en contacto con una superficie o por tirar de él por la accién de una molécula
atada entre la punta y la superficie, permite ser usado para la estimacién de fuerzas en sistemas
biologicos (Fig. 1A) (24,29). De este modo, el cantiléver se comporta como un verdadero resorte, por

lo que la fuerza que experimenta puede ser calculada utilizando la ley de Hook,

F =k Az

(Ecuacion 1)

donde k es la constante de resorte del cantiléver y 4z es la distancia de la flexion total del cantiléver

en nandmetros (30,31).
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Figura 1.1. Esquema simple del mecanismo de accién de un AFM y un MT. Mecanismos utilizados por cada
instrumento para generar una perturbacion mecdnica en la muestra. A) La deteccion del sistema del AFM funciona
gracias a un laser que incide en el cantiléver, que luego es reflejado hacia un fotodiodo sensitivo de posicién
(PSPD) de cuadrantes que determina la posicidn actual del laser. Cuando existe una perturbacion en el cantiléver
(lineas punteadas), el laser cambia su posicion en el PSPD, que finalmente es enviada como sefial a un controlador.
B) La pinza magnética se basa en la aplicacion de un campo magnético generado por dos imanes permanentes
(en este caso), que atraen a una esfera paramagnética unida a la muestra, la cual es constantemente rastreada
por un piezo eléctrico complementado por un objetivo. El piezoeléctrico constantemente envia sefiales a un
controlador sobre la posicion de la esfera paramagnética.

Cerca de una década después de la implementacion final del primer AFM, se percataron de que esta
caracteristica del cantiléver podria ser utilizada como un método para determinar la propiedades
mecanicas de moléculas simples (32,33). Utilizando un AFM se hizo posible por ejemplo determinar las
fuerzas de cambios conformacionales de proteinas elasticas (34,35), desplegamiento de proteinas (36)
y elongacién de ADN (37). En la actualidad también permitié estudiar la mecanica de adhesién de
patégenos (10,38,39).Ademas en diversos estudios, el uso de este instrumento permitié caracterizar
las propiedades mecanicas de nanomateriales y polimeros sintéticos para la creacion de nuevas

tecnologias (40-43).



1.4 Pinzas Magnéticas

Aunque el AFM probablemente el sistema mas empleado para la manipulacién de células y moléculas,
existen una serie de instrumentos con habilidades equivalentes. Las pinzas magnéticas o popularmente
conocidas como “Magnetic Tweezer” (MT) es un instrumento relativamente nuevo implementado por
primera vez a finales de la década de los “90 con el propdsito de estudiar la elasticidad del ADN (23). El
disefio del primer MT era simple, una celda de fluidos con el ADN unido a la superficie de la celda y en
el otro extremo de la molécula estaba unido a una esfera paramagnética. Por arriba de la celda se
encontraban un par de magnetos permanentes, que generaban un campo magnético estable, estos
eran controlados por un motor externo que permitia acercarse o alejarse de la celda. En la actualidad
han surgido nuevos disefios, con cdmara de microfluidos sofisticadas, distintos tipos de magnetos—
permanentes rotatorios y electro magnetos—, diversos tratamientos para la muestra, pero
principalmente enfocados en la espectroscopia de fuerzas y especialmente en el uso de moléculas
simples (Fig. 1B).

A diferencia del AFM, el MT tiene la habilidad de controlar con gran precision la fuerza aplicada por
medio de la modificacidon del campo magnético, por ejemplo, aumentando o reduciendo la distancia
entre el magneto y la superficie de la cdmara de fluido. De este modo es posible medir en un rango de
fuerzas que su ubican entre 0.1 pN y >100 pN (44,45), un limite inferior cerca de 10 veces menor al
explorado en el AFM. Esto se traduce en una ventaja estratégica enorme, ya que muchos de los
fendmenos bioldgicos que involucran el desarrollo de procesos de fuerza ocurren entre 1y 20 pN (46—
49). Motores moleculares celulares como dineinas, quinesinas y miosinas generan fuerzas en el rango
de entre 1 a 10 pN (50), mientras que proteinas elasticas tales como talina, catenina y titina se estima

que exploran fuerzas en el rango de 1 a 20 pN al interior de la célula (51-54).

Por otro lado, el AFM y las pinzas dpticas requieren de un intrincado sistema de retroalimentacion y
control electrénico para poder responder a protocolos donde la fuerza aplicada se debe mantener
constante. Cuando la molécula se despliega o cambia de extensién, el sistema de retroalimentacion
debe compensar de modo que la tensién se mantenga constante en la molécula, moviendo actuadores—
piezos—que reestablezcan las fuerza. AFM y pinzas dpticas tardan cerca de 1 a mas de 10 ms en poder
reestablecer la fuerza original. En el caso del MT, gracias a que la fuerza aplicada depende del campo
magnético, siguiendo una ley exponencial que requiere grandes cambios de distancia (magnetos
permanentes) o intensidad (corriente en el caso de electromagnetos), frente a un cambio de extensidn

en la molécula, no es necesario un sistema de correccion (55,56).



En un experimento comun de MT, la microesfera paramagnética es seguida a través del sistema 6ptico

del instrumento en el eje z, lo cual puede llevarse a cabo por medio de multiples estrategias, pero
siendo la mas popular la de comparacién contra una libreria de imagenes previamente capturadas a
distintas distancias focales. La imagen de la microesfera es sometida a una transformada rapida de
Fourier (FFT), donde se registran un conjunto de amplitudes provenientes de la dispersién de anillos
concéntricos que tiene una microesfera al dispersar la luz incidente (57). Este patrén de amplitudes es
comparado en tiempo real con la libreria de imagenes tomadas al inicio del experimento, determinado
cuanto se ha desplazado la microesfera desde el inicio del experimento (58). Ademads, a lo largo de la
medicién se registra una segunda microesfera de naturaleza distinta—poliestireno—que no se vea

afectada por la incidencia del campo magnético y que se emplea con el fin de poder descontar

variaciones del sistema completo producto de perturbaciones en la nanoescala (44,59).

Existen 3 elementos importantes que afectan a la eficiencia de un MT:

1. Amplitud y direccién de la fuerza;
2. Escala de tiempo, en el que la fuerza necesita mantenerse;

3. Eltamafio de la muestra.

La amplitud de la fuerza esta principalmente dada por dos componentes, las esferas paramagnéticas y
el tipo de magneto que se emplee. Ademas, en el caso de los sistemas equipados con magnetos
permanentes, la distancia entre la esfera paramagnética y los magnetos también influird
sustancialmente en el resultado final de la magnitud de la fuerza que se quiera aplicar. Tal como se
menciond anteriormente la amplitud de fuerzas que normalmente ejerce un MT, pueden variar entre
unos pocos pN hasta decenas de nanonewtons (nN) (60). Dentro de la variedad de magnetos, se pueden
utilizar magnetos permanentes, unidos a un actuador lineal (Fig. 1B) que pueda alejar y acercar el
conjunto de magnetos a la muestra o también un electromagneto de tipo solenoide que puede generar
una mayor amplitud dependiendo del voltaje y corriente que se le induzca (61). Esto permite tener un
control extraordinario del campo magnético generado y por ende dar la posibilidad de generar un rango
de fuerzas bastante amplio. Sin embargo, el componente clave a la hora de atravesar distintas escalas
de fuerzas, recae mayoritariamente en el tamafno y composicién de las esferas magnéticas utilizadas.
Normalmente se utilizan esferas de 2.8 um de diametro (59,62,63), que permiten aplicar fuerzas

pequeiias de entre 0,1 — 10 pN con extraordinario control. Bajo ciertas circunstancias en el campo



magnético, incluso es posible aplicar varias decenas de pN de fuerza. No obstante, para lograr aplicar
fuerzas de magnitudes cercanas a los 10 nN ha sido necesario emplear microesferas de 4.5 um de
diametro (60), que aseguran un centro magnético mayor y por lo tanto una fuerza aplicada mayor. Las
microesferas comunmente utilizadas, de 2,8 0 4,5 um, estan formadas por una matriz de latex esférica
gue contiene nano particulas magnéticas de composicion patentada, en las cuales, la polidispersidn de
la confeccion es muy baja lo que asegura que las fuerzas aplicadas no varien de microesfera a
microesfera. La magnitud de la fuerza escala directamente con el porcentaje de nanoparticulas
magnéticas que poseen cada esfera. Los porcentajes varian dependiendo de la marca de las esferas y

de su volumen (64).

El tiempo del ensayo es un parametro muy escalable en este instrumento, ya que, por su forma de
realizar una espectroscopia de fuerza tan particular y no invasiva, permite realizar largas mediciones
de incluso se extienden hasta varios dias con la misma molécula (56,65). Esta es una habilidad
completamente ausente en las pinzas épticas y AFM, donde en el mejor de los casos una molécula
puede ser ensayada sélo unos pocos minutos (55,66,67). Esto cobra relevancia ya que muchos procesos
biolégicos ocurren en escalas de tiempo de varios segundos y minutos (68,69). Por otro lado, ademas
de grandes escalas de tiempo, su amplio ancho de banda en la adquisiciéon de datos permite discernir
entre eventos que ocurren en las escalas de decenas de milisegundos (ms). El uso de cdmaras de video
a alta velocidad, permiten capturar mas de 800 imagenes por segundo, asegurando un ancho de banda
de 1kHz que permite estudiar fendmenos moleculares que ocurren precisamente en esta escala de

tiempo (44,59).

Gracias a la caracteristica principal de la pinza magnética, que permite generar campos magnéticos
estables y uniformes, es posible controlar el drea en el cual se realiza el ensayo (mismo campo
magnético en toda el area). Esta drea puede variar entre los micrémetros, hasta los centimetros (61).
Modificando la distancia que existe entre el polo positivo y el polo negativo del magneto, se puede
incrementar el area en el cual se puede llevar a cabo el ensayo. Entre mayor es la distancia entre ambos
polos menor sera la gradiente del campo magnético, pero habra una mayor area de trabajo. Aplicando
este concepto se ha podido alcanzar distancias de campos magnéticos uniformes de hasta 2

centimetros con una gradiente de 40 T/m (70).



Este instrumento posee ventajas inigualables al momento de someter a una biomolécula bajo
perturbacién mecanica. Considerando los pardmetros mencionados anteriormente, este es capaz de
realizar fuerzas increiblemente bajas. EI AFM solo puede llegar hasta 20 pN, en cambio un MT puede
controlar sin ningun problema entre los 0,1 pN y 10 pN, permitiendo reconocer eventos de escalas de
muy baja resolucién mecdnica. Generalmente al realizar un experimento en el AFM, por cada evento
de desplegamiento de una molécula la posibilidad de mantener a la misma molécula bajo fuerza se
limita a temporalidades no mayores a 30-60 segundos (55,66,67). Esto ocurre debido a la gran deriva
mecanica intrinseca que posee este tipo de instrumentacién, donde el cantiléver, el piezo y multiples
piezas del microscopio oscilan alejando lateralmente a la molécula (55,71). Entonces, en un AFM sdlo
es posible explorar breves escalas de tiempo y restringiendo el estudio un simple ciclo desplegamiento
y replegamiento de la molécula, imposibilitando la posibilidad de realizar ensayos de plegamiento y
desplazamientos multiples sobre la misma molécula. En el caso de la pinza dptica, la situacidn es similar,
fuerzas constantes se pueden mantener por unos pocos minutos sin el efecto de la deriva mecdnica
proveniente de componentes del microscopio (55,72). Por otro lado, en el MT es posible realizar
multiples ensayos sobre la misma molécula por una gran cantidad de horas, logrando obtener un mayor
detalle de las caracteristicas de esa molécula abriendo la posibilidad de estudiar fenémenos que

ocurren en la escala fisioldgica relevante para los procesos bioldgicos de minutos, horas y dias (73).

El “Magnetic Tweezer’, ademas posee una serie de caracteristicas que lo diferencian de las pinzas
Opticas y AFM, que lo convierten una herramienta muy valiosa al interior de los laboratorios de
investigacion. Debido a la distribucién del campo magnético ocurre sobre toda la muestra, el MT es
capaz de realizar tensién mecanica no solo a una simple esfera paramagnética si no que puede aplicar
tensién mecanica en varias esferas al mismo tiempo (74,75). De este modo, el MT es el Unico de los
instrumentos destinado a la aplicacién de fuerzas que operan como un sistema de alto rendimiento
(del inglés high-throughput), lo que facilita el estudio de grandes volumenes de ensayo muy util en la
busqueda de drogas terapéuticas (56,76). Por otro lado, por medio de modificar la orientacién del
campo-rotando los magnetos—el MT permite aplicar torque sobre las moléculas, especialmente util en
el caso de estudios que involucran ADN y maquinaria relacionada al empaquetamiento del ADN. Strick
y cols. en 1996, pioneros en el desarrollo del MT-torque describieron la elasticidad del ADN
superenrollado (23). Finalmente, el MT es capaz de generar un desplegamiento de la molécula sin la

necesidad de entrar en contacto directo con esta. Esta propiedad de no entrar en contacto con la



muestra permitio estudiar la viscoelasticidad de diversas células de forma intracelular, cuando los otros

instrumentos ya mencionados, pueden Unicamente estudiar fendmenos de forma extracelular (60,77).

Actualmente el MT ha sido utilizado en diversos estudios que incluye comprender la elasticidad del
ADN (62,78), motores moleculares (53) y fundamentalmente la mecdnica de proteinas (52,53,65,79—
81). Estos ultimos han permitido entender, por ejemplo, la dindmica de plegamiento de proteinas
elasticas, el efecto del envejecimiento molecular sobre la elasticidad, o la heterogeneidad estructural
gue poseen las proteinas al ser expresadas desde el ribosoma (68,82). Especificamente, durante el
ensayo se varia el campo magnético, aplicando una fuerza vertical en la proteina que permitira estirarla,
identificando el cambio de extensidon de la molécula—desplegamiento de cada dominio— como un
cambio en el patrdon de difraccion de la microesfera paramagnética (68,83). Debido al gran desempefio
en el rango de fuerzas fisioldgicas, la extraordinaria estabilidad a la deriva mecanica y simplicidad de
montaje es que las técnicas de espectroscopia de fuerza basada en MT han cobrado relevancia
convirtiéndose en un candidato apropiado en la investigacion de biofarmacos mecdnicos que, por
ejemplo, entorpezcan o prevengan la unién de bacterias a las superficies de epitelios y otras superficies

de hospederos.

1.5 Proteina L como modelo de estudio

La proteina L es una proteina comunmente utilizada como modelo para estudiar el plegamiento y
desplegamiento de multiples dominios mediante la espectroscopia de fuerza (65,84). Es una proteina
de membrana celular que fue aislada de la bacteria anaerébica Peptococcus magnus (85). El nombre
de proteina L viene dado por un dominio realmente llamado B1, que esta compuesto por 4 laminas
beta agrupadas sobre una hélice alfa, que conforman su estructura terciaria tipo a/b. La poliproteina L
es un constructo que contiene por 8 dominios B1 arreglados de manera tdandem (20). Esta molécula es
utilizada como proteina modelo, debido a el pequefio tamafio de cada dominio (64 aminoacidos) y por

no poseer puentes disulfuro ni cofactores conocidos (86,87).

1.6 Proyecto de Tesis

En este proyecto de tesis hemos planteado el disefio, ensamblaje e implementacién de un instrumento
capaz de estudiar las propiedades elasticas de biomoléculas, incluidas poliproteinas elasticas y otras

moléculas. Para esto nos inspiramos en el montaje “Magnetic Tweezer” mencionado anteriormente. A
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diferencia de los MT comunmente utilizados actualmente, en este proyecto no se adaptard un
instrumento ya existente para su uso, sino que mas bien, se generard una estructura base desde cero,
utilizando piezas disefiadas en este proyecto, que serdn impresas en una impresora tridimensional
utilizando filamento de plastico PLA+ (acido polilactico). Ademads, para la estructura se utilizaran perfiles
de aluminio estructural, que permitirdn generar una base sélida donde ensamblar los componentes.
Para el software controlador del instrumento se modificarda un programa de C++, previamente

generado por el laboratorio liderado por el Dr. Fernandez, Columbia University (EE. UU.) (88).

Para la implementacién y calibracion del equipo, se usard poliproteina L con 8 de sus dominios
repetidos en tandem, por lo que es necesario clonar y expresar el constructo en el sistema
recombinante Escherichia coli del genotipo ERL. Esta proteina permitira realizar la calibracién del
equipo para determinar la fuerza que este esta ejerciendo sobre las microesferas paramagnéticas y
ademads permitird realizar ensayos de desplegamiento y plegamiento. De modo de prueba de concepto
y para poner en perspectiva las capacidades del instrumento, también se utilizaran chaperonas, que

permitan intervenir en el desplegamiento y plegamiento de la proteina L.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipétesis

“Eventos rdpidos de desplegamiento en la proteina L de Peptostreptococcus magnus pueden ser

I”

capturados gracias a la implementacién de pinza magnética de alta resolucién tempora

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General:

- Desarrollar un instrumento capaz de aplicar perturbaciones mecanicas de rapida

ocurrencia y medir eventos de transicidon plegado-desplegado en tiempo real.

2.2.2 Objetivos Especificos:

1. Expresar, purificary biotinilar la poliproteina L, flanqueada por anclas moleculares que

permiten el funcionamiento del instrumento.
2. Disefar, ensamblar y calibrar un instrumento basado en una pinza magnética que sea
capaz de aplicar perturbaciones mecanicas de alta resolucién, a través de campos

magnéticos.

3. Caracterizar el comportamiento de la proteina L, como consecuencia de la

perturbacién mecanica aplicada por el instrumento desarrollado.
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiales

3.1.1 Componentes Electrénicos

En el desarrollo de este proyecto se utilizd, una computadora ( CPU AMD Ryzen 7, GPU NVIDIA 2070
super, 16GB RAM, SSD M.2), un piezoeléctrico (P-725.CDD) de Physik Instrumente, un actuador lineal
de enfoque ( LFA10+) de Equipment Solutions, una tarjeta de adquisicidon de datos (DAQ NI USB-6341)
de National Instruments, cables BNC estandar, un circuito PID para el actuador lineal de enfoque, un
led de luz blanca (MCWHL6-C1 - 6500 K, 548 mW, 1200 mA) de ThorLabs y una cdmara de alta velocidad
(MQ013MG-ON, 1.3 Mpix Monochrome CMOS) de XIMEA.

3.1.2 Componentes Estructurales y Mecanicos

Para el funcionamiento del instrumento se utilizaron diversos componentes estructurales como,
diversas monturas (CP0O6 - 30 mm Cage Plate), montura tipo U (CBB1/M - 30 mm Cage System U-Bench),
ejes lineales de aluminio (ER6 - Cage Assembly Rod), cubo dptico para espejos y filtros (CM1-DCH/M -
30 mm Cage Cube with Dichroic Filter Mount) y adaptador de anclaje para la cdmara al resto de
componentes Optico-mecdnico (CPO7 - @2" Outer Diameter Round Cage Plate with SM1 Internal
Thread). Para uno de los mecanismos de movimiento en el eje vertical se utilizé un actuador lineal
manual (SM1ZA - Z-Axis Translation Mount, 30 mm Cage Compatible). Para el movimiento en el eje
horizontal se utilizé un micro ajustador horizontal de alta precisién (XY Linear Stage, Miniature, 0.125
in. Travel, 0.55 Ib. Load, Newport). Como magneto se utilizd el Neodimio N52, adquiridos desde K&J
Magnetics. Para la base estructural se optd por una plataforma de acero inoxidable obtenida desde
ferreterias locales de 90 x 90 cm (100 kg), tapones de silicona para ajustar la plataforma sobre la mesa,
perfiles de aluminio 30 x 30 mm con ranura tipo V, perfil 4080 de aluminio 6063-T5 V-Slot (utilizados
para la torre principal) y una plataforma de aluminio de 20 x 20 cm con perforaciones para perfiles de

aluminio (utilizado para anclar la torre a la plataforma de acero).
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3.1.3 Componentes Opticos

En la construccién del instrumento se utilizaron diversos componentes épticos. Dentro de estos
podemos encontrar, lentes de tipo plano convexo con diversos puntos focales (LA1951-B - ¢25.4 F=25.4
N-BK7 B Coated Plano Convex Lens, LA1608-B -@25.4 F=75.0 N-BK7 B Coated Plano Convex Lens,
LA1509-B - #25.4 F=100.0 N-BK7 B Coated Plano Convex Lens). También fue necesario el empleo de un
espejo 50:50 que permite reflejar y transmitir la luz al mismo tiempo (BSW10R - 50:50 UVFS Plate
Beamsplitter), se utilizé un filtro de luz azul (FGL495 - 325 mm GG495 Colored Glass Filter, 495 nm Long
Pass).Para amplificar la muestra se utilizd un objetivo ZEISS 100x de inmersion (Objective EC "Plan-
Neofluar" 100x/1.3 Oil M27). También se utilizaron 2 cubre objetos diferentes para preparar las
camaras de fluidos (SuperSlip® Cover Glass, 24 x 40 mm y Micro Cover Glass, 22 x 22 mm, de TED PELLA
INC.) y por ultimo se utilizdé un diafragma que permite incrementar o disminuir la cantidad de luz que

incide en el objetivo (CP20S - 30 mm Cage System lIris Diaphragm).

3.1.4 Reactivos Quimicos

En el trabajo experimental se usaron los siguientes reactivos, (3- aminopropil)trietoxisilano (APTES),
agarosa, PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific), agua destilada agua libre de
nucleasas, amortiguador fosfato salino (PBS), ampicilina, azul de Coomassie, acido acético glacial,
albumina de suero bovino (BSA), ligando del HaloTag (amino-cloro-alcano HaloTag, 5 mg/mL), Alexa488
cloro-alcano (ligando fluorescente del HaloTag, 1 mM), metanol de grado técnico, glicina, acido
clorhidrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), cloranfenicol, cloruro de calcio (CaCl2), dodecil
sulfato sédico (SDS), etanol, Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), fosfato de sodio, cloruro de sodio,
imidazol, 40% acrilamida, tris- (hidroximetil)-aminometano (TRIS), glicerol, glutaraldehido, Hellmanex
Ill, kanamicina, leupeptina, isopropil- B-D- 1-tiogalactopirandsido (IPTG), persulfato de amonio,
N’,N’,N’,N’- tetrametil-etilendiamina (TEMED), tetraciclina, silano. Ademas, para la calibracién y uso del
instrumento se emplearon microesferas de polimero superparamagnéticas funcionalizadas con
estreptavidina de 2,89 um (DynaBeads M-270 Streptavidin, Invitrogen) y también microesferas de
poliestireno de 2,5 um funcionalizadas superficialmente con grupos amino (SPHERO Polystyrene

Particles, Spherotech).
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3.1.5 Amortiguadores

Para llevar a cabo las diferentes actividades relacionadas a la expresidn y purificacién de proteinas y
otros ensayos, se emplearon diversos amortiguadores. Para la purificacién de proteinas se usé el
amortiguador de unidn (fosfato de sodio pH 7,4 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, imidazol 20 mM), el
amortiguador de elucidn (fosfato de sodio pH 7,4 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, imidazol 50-500 mM);
mientras que para la separacion electroforética de ADN y de proteinas se usaron los amortiguadores
de TAE (Tris-acetato de 0,04 M, EDTA 1mM, pH 8,0) y TGS ( 25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS a pH
8.3) respectivamente. También se utilizaron los amortiguadores de carga para electroforesis de
agarosa—ADN—(Gel Loading Dye 6x - NEB) y de poliacrilamida—proteinas— (Loading-Buffer 5x — Tris
60mM pH 6.8, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 10%, glicerol 25% y urea 2 M).
Ademas, se utilizé un amortiguador para la funcionalizacion de la cdmara de fluidos Tris/BSA 1% (Tris-

HCI 20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, MgCl,2 mM, BSA 1% p/v ).

3.1.6 Medios de Cultivo

Para la produccion de la proteina, se utilizé una estrategia de sistemas de expresiéon recombinante, por
lo que fue necesario emplear medios de cultivos para el crecimiento de bacterias E. coli ERL. Para ello
eso empled el medio liquido Luria-Bertani (LB) (Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de
sodio 5 g/L) y medio agar LB (Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 5 g/L y agar
15 g/L), obtenidos desde la compafiia BD. Los medios fueron suplementados con ampicilina 10 mg/mL
y tetraciclina 3 mg/mL, en caso de ser necesario. Ademas, estos medios también fueron suplementados

con 1 mM de IPTG, para inducir la expresidn de la proteina recombinante.

3.1.7 Enzimas

Las enzimas utilizadas en el trabajo experimental fueron las siguientes: Fosfatasa Alcalina intestinal de
ternera (CIP), Ligasa del fago T4, ADN polimerasa Taq y algunas enzimas de restriccién tales como,
BamHI, Bglll y Kpnl obtenidas desde la compafiia New England Biolabs (MA, EE. UU.). Ademas, se
empled la enzima Biotina Ligasa BirA (BirA500: BirA biotin-protein ligase standard reaction kit, Avidity)

gue permitié biotinilar la poliproteina L.
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3.1.8 Sistemas de Purificacion

Para realizar la purificacion de bandas de las electroforesis se utilizé el Kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega). Por otro lado, para realizar la purificacion de ADN plasmidial se utilizé el
Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System de Promega. Para realizar la purificacién de
proteinas, se utilizaron columnas de purificacion (Syringe Plungers, GST Fusion Protein Purification Kit)

constituidas con resina NTA-Sefarosa (IMAC Sepharose 6 Fast Flow) y cargadas con Niquel.

3.1.9 Cepas Bacteriana

Para la propagacion del vector de expresion del constructo que contenia a la proteina recombinante
poliproteina L, se utilizd la cepa de E. coli ERL (obtenidas desde el laboratorio del Dr. Robert Sauer, MIT:

EE. UU.), las que fueron obtenidas desde el cepario de bacterias del laboratorio.

3.2 Métodos

3.2.1 Transformacion y Expresidn de las proteinas

Para la expresion de la Proteina L (Fig. 3.1, panel 1, 2 y 3) (8 repeticiones en tandem del dominio B1),
se utilizo el plasmido pFN18a-Halo-(ProtL)s-Avi (Fig. Sup. 1), que contiene los 8 dominios de la proteina
L, flanqueados rio arriba por Halo-Tag (89), y rio abajo por la secuencia Avi-Tag (GLNDIFEAQKIEWHE).
Ademas, este plasmido cuenta con un promotor de induccidon bajo el control del operdn Lac (Promotor
T7), que permite controlar su expresion por la adicién del andlogo no hidrolizable IPTG. Para expresar
este vector conteniendo a la poliproteina, se transformaron células competentes Escherichia coli ERL,
las cuales fueron preparadas por métodos quimiocompetentes con CaCly, segiin Sambrook y cols. (90).
Se utilizaron 2 uL de vector por cada 100 pL de células competentes. Las células se mantuvieron en frio
en un tubo de microcentrifuga y se golpearon suavemente los tubos para homogeneizar,
manteniéndolas en hielo por 30 minutos. Finalizado el tiempo de incubacidn, se aplicé un golpe térmico
a 42 °C por 90 segundos, y luego se trasladaron al hielo por 2 minutos. Posteriormente se les aiadieron
200 pL de medio LB fresco y fueron incubados por 60 minutos con agitacidn constante a 37 °C. Luego
una alicuota de 50 pL fue trasladada hasta una placa LB-Agar suplementada con ampicilina, la cual fue

incubada por 16 horas a 37 °C.
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Para la expresion de la proteina L, fueron pre-inoculados 10 mL de LB con una colonia de la bacteria
transformada y estos se incubaron con agitacidn por 16 horas a 37 °C. Luego se inocularon en medios
de cultivo LB-Ampicilina de 400 mL y se dejaron en agitacion hasta alcanzar una densidad dptica (OD)
de 0,6. Una vez alcanzada esta OD cada cultivo fue inducido con 1 mM de IPTG, para expresar las

proteinas recombinantes.

@ Transformacién @ Seleccion @ Expresion Proteica @ Lisis Celular

Plasmido con el
gen de interés

/ \ } .
_— | — j ’ —

Pinzas Magnéticas @ Biotinilacion @ Andlisis @ Purificacion

Figura 3.1. Metodologia aplicada para obtencion y biotinilacién de la proteina L. La metodologia comienza con
la transformacidén de una bacteria quimiocompetente con el pldasmido que contiene el gen de la proteina L, luego
se realiza una seleccidn de bacterias transformadas. Las bacterias seleccionadas se expresan utilizando IPTG y se
realiza una purificacion. La presencia del gen de interés se comprueba mediante un gel de poliacrilamida.

3.2.2 Purificacion de la Proteina L

La purificacion de la proteina L (Fig. 3.1, panel 4y 5), se realizé a partir de los cultivos previos, en donde
las bacterias fueron centrifugadas a 12.000 RCF y fueron suspendidas en 20 mL de PBS. Antes de la
sonicacidn, se les agregd PMSF 10 uM y leupeptina 50 mM para inhibir la actividad de las proteasas.
Posteriormente se les aplicd un protocolo de sonicacién para romper las células de la bacteria,
mediante 30 ciclos de sonicacidn con 30 segundos de descanso entre cada ciclo, a una amplitud del

25% del sonicador (QSonica 55 watts). Todo este procedimiento fue realizado en hielo para evitar el
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aumento de la temperatura al interior de la preparacidn y por lo tanto la desnaturalizacién de las
proteinas. Mas tarde, se centrifugé a 12.000 RCF durante 30 minutos, rescatando el sobrenadante y
manteniendo el extracto crudo en hielo. Finalmente, se purificd la proteina mediante cromatografia de
afinidad (Fig. 3.1, panel 5), utilizando columnas de gravedad cargadas con NTA-Sefarosa y niquel. Se
paso el extracto crudo por las columnas y posteriormente se lavé con amortiguador de unidn. Luego se
eluyd la proteina utilizando amortiguador de elucidn (suplementado con un gradiente de imidazol,
entre 50-500 mM), recolectando 5 fracciones de 1 mL aproximadamente por cada concentracidon de

imidazol.

3.2.3 Andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

Para analizar el grado de homogeneidad de la purificacién de proteina realizada, se cargaron alicuotas
de las fracciones provenientes de la cromatografia en geles de poliacrilamida denaturantes al 12%.
Previamente, las proteinas fueron denaturadas en buffer de carga con urea e incubadas a 95 °C por 5
minutos. Las proteinas ya denaturadas fueron cargadas en los pocillos del gel (Fig. 3.1, panel 6). La
separacion electroforética se llevé a cabo bajo un protocolo de voltaje constante aplicando 100 volts
por cerca de 2 horas o hasta que el marcador del frente de separacién —azul de bromofenol-indicara el

fin de la separacion.

3.2.4 Biotinilacion de la Proteina L

La biotinilacién de la proteina L es un paso fundamental para permitir la inmovilizacién de la proteina
a la microesfera paramagnética y, por tanto, evaluar el adecuado funcionamiento del instrumento. En
esta reaccion, una molécula de biotina se une de manera covalente al grupo amino de uno los residuos
contenidos en la secuencia Avi-Tag® (Fig. 3.1, panel 7). Este procedimiento, se realizé empleando el kit
de reaccion BirA 500-RT de Avidity, que permite la unidn entre la biotina y la secuencia Avi-Tag® gracias
al uso de ATP y la enzima biotina ligasa (biotin-protein ligase). Posteriormente se les agregé glicerol al
30%, se alicuotd en tubos separados y fueron guardadas en el congelador de -80 °C, para su correcto

almacenamiento y posterior uso.
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3.2.5 Diseio e Impresion 3D de Sistema Movil

Nos basamos en el desarrollo de un microscopio acoplado a pinzas magnéticas implementado
inicialmente por el grupo del Dr. Fernandez, Columbia University (56,80). Para el desarrollo apropiado
del instrumento, usaremos las herramientas ya disponibles en el laboratorio, la experiencia del
laboratorio en instrumentacién y el desarrollo de estrategias para la manipulacién de moléculas

individuales.

El disefio y modelado de las piezas fueron desarrollados en la plataforma Fusion 360 de AutoDesk (Fig.
3.2). Para transformar los disefos tridimensionales a un formato que la impresora 3D pueda
interpretar, se utilizé el programa Ultimaker CURA, que fue configurado con pardmetros para aumentar
la calidad de la impresidn y dar una terminacion limpia a la pieza (Repositorio, ver Anexos). Posterior
a la transformacion del archivo tridimensional, se imprimieron las piezas del instrumento, utilizando la
impresora 3D Ender 3 Pro de Creality que disponia el laboratorio. En general, para la impresion de los
multiples componentes, se utilizaron filamentos PLA+ de la marca ESUN, el cual asegura una adecuada

estabilidad mecdanica y ademas aumenta la resistencia de la impresién final.

CREALITY —
= AUTODESK =y
" FUSION 360°

Disefio y Modelado Parametros de Impresion Impresién 3D Resultado

Figura 3.2. Diagrama de flujo desde el disefio hasta la impresidon de piezas tridimensionales. El disefio y
modelado fue realizado en el programa Fusion 360. Luego se configuré el modelo tridimensional para ser impreso
con ciertos parametros (Repositorio, ver Anexos), con el programa CURA. Posteriormente se imprimieron en la
impresora Ender 3 pro, utilizando el material PLA + de la marca ESUN. Los componentes impresos y empleados
para la implementacion del MT han sido adjuntos como anexos de este trabajo de tesis.

3.2.6 Optimizacidn del software del instrumento

Existen multiples “software” de libre acceso para el control de instrumentos tipo MT. En nuestro caso,
decidimos basarnos en el programa publicado y depositado en GitHub (88), el cual ya exploraba el
empleo de cdmaras de alta velocidad y un tratamiento de imdgenes que aseguraban un gran ancho de

banda (adquisicion de imagenes por unidad de tiempo). El software estd escrito en C++ (91) y
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desarrollado utilizando el “framework” Qt (92), que permite desarrollar interfaces graficas utilizando
C++ como lenguaje de programaciéon. Debido a que el software considera diferentes componentes
pertenecientes al instrumento, se decidid corregir, optimizar y mejorarlo segin necesidades que
involucra este trabajo de tesis. Todos los cambios fueron realizados en la plataforma Visual Studio 2019,

en adicién de un complemento desarrollado por la plataforma de Qt que permite generar interfaz

grafica mientras se utiliza el ambiente de desarrollo integrado o IDE (del inglés “integrated development
environment”) de Visual Studio. El software adecuado a nuestro instrumento ha sido incluido como

anexo de este trabajo de tesis (Repositorio, ver Anexos).

3.2.7 Preparacion Camaras de Fluidos

Para realizar un experimento en el instrumento MT, se requiere de un entorno en el que exista una
interaccion entre la microesfera (conectadas e inmovilizadas a la superficie mediante una biomolécula
y un ancla molecular) y los campos magnéticos generados. La camara de fluidos permite crear una
interfase, en la cual ocurra el experimento (Fig. 3.3A) mientras que la cdmara captura la evolucion del
patrén de difraccién de la microesfera en respecta al campo magnético. La cdmara es previamente
funcionalizada con el ligando del HaloTag, molécula que permite inmovilizar de manera covalente

proteinas de fusiéon HaloTag, como ocurre en el caso de HaloTag-(ProtL)s-AviTag.

Para preparar estas camaras se utilizaron cubreobjetos de vidrio N.2 1, de 24 x 40 mm el cual funciona
como plataforma para la funcionalizacidn y donde ocurrira la inmovilizacién de las proteinas, y segundo
vidrio mas corto de 22 x 22 mm, el cual funciona para cerrar la cdmara y generar la interfase (Fig.3.3 B
y C). Antes de armar la cdmara, ambos cubreobjetos son limpiados con el detergente Hellmanex al 2%
por 30 minutos, seguidos por sucesivos lavados con agua destilada. Los cubreobjetos cortos, de 22 x 22
mm, fueron lavados en etanol y secados con la ayuda de una estufa a 80 °C. En el caso de los
cubreobjetos largos, 24 x 40 mm, con la ayuda de una rejilla especificamente disefiada para lavado de
cubreobjetos, se sumergieron en acetona por 30 minutos. Luego, se lavaron nuevamente con agua
destilada y después se sumergieron en etanol (100%) de grado HPLC, para finalmente ser secados con
la estufa a 80 °C. A continuacidn, los cubreobjetos fueron amino-silanizados, empleando trietoxyamino-
silano al 1% en una solucién alcohdlica por 20 min. Seguido a esta funcionalizacién de amino, los

cubreobjetos se lavaron con etanol (100%) y se secaron nuevamente en una secadora a 80 °C.
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Con los dos cubreobjetos limpios y funcionalizados, se formd la cdmara entre ambos vidrios usando
como espaciador una seccion delgada de parafilm de 40 x 20 mm (Fig. 3.3B), estirada sobre las orillas
superior e inferior del cubreobjetos largo. Debido al grosor del parafilm se forma una interfase de
aproximadamente 200-300 um, entre el cubreobjetos largo y el corto (Fig. 3.3 Ay C). Para sellar esta
unién evitando el filtrado de los fluidos por los bordes del parafilm, se calentaron a 80 °C en un bloque
térmico. Posteriormente, sobre el vidrio superior o cubre objeto corto, con un |apiz hidrofdbico se

delimito una frontera para evitar filtraciones de solucion por sobre el cubreobjeto (Fig. 3.3).

Una vez formada la cdmara de fluidos, la funcionalizacién de esta se continuo con la adicidon de
glutaraldehido diluido al 1% en PBS e incubado por 1 h. A continuacién, y sin lavar, se agregaron 100
uL de esferas de poliestireno con amino de superficie a una dilucién 200x por 20 min. Luego se
agregaron 100 pL de Halo-amino-ligando a una dilucién de 500x por al menos 5 horas, para después
lavar la camara con el amortiguador Tris/BSA 1%. Las camaras se guardaron en una caja humeda,
dejando pasivar los grupos aldehidos reactivos no modificados con los grupos amino presentes en el
BSA. Las de microesferas paramagnéticas estreptavidina DynaBead M270, se encontraban preparadas
y bloqueadas con anterioridad tomando 6 uL de la suspension original y diluyéndolas en 200 uL de
amortiguador Tris/BSA 1%, después las microesferas paramagnéticas fueron llevadas a un rotor y se
mantuvieron en agitacion toda la noche antes de su uso. En la mafana siguiente y previo al inicio del
experimento, la proteina L previamente biotinilizada se diluyé 1:1000 en Tris/BSA al 1% y se incorpord
a la cdmara de fluidos, utilizando 100 uL y se dejo reposar por 20 min. A continuacion, una alicuota de
100 pL de las microesferas se agregaron a la camara y se incubaron en la ausencia de campo magnético
por 2 minutos, para que ocurriese la unién de las esferas a la proteina y finalmente se procedié a realizar

la medicidn.

3.2.8 Andlisis Estadistico de Datos

En el caso de los ensayos de mecdnica, se empled histogramas y modelos ad-hoc para interpretar el
comportamiento de distribuciones provenientes de ensayos de moléculas individuales. Para los
experimentos que permitian la calibracion de la ley del magneto, fue necesario el uso del modelo de
elasticidad de polimeros de cadena libre—del inglés Freely Jointed Chain —(93), mientras que para las
tasas de replegamiento fue necesaria la simple inspeccidn de eventos antes y después del pulso de

replegamiento.
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El andlisis estadistico se basd en registros de moléculas individuales con un minimo de longitud, que
asegure que toda la proteina fue sometida a la perturbacidon mecdnica, ademds de contabilizar los 8
eventos de desplegamiento de cada dominio. Los histogramas fueron ajustados a distribuciones

Gaussianas, analizando los valores de los promedios y del ancho de la distribucién (valor medio + error).

A)
Magneto
\ \ Cubreobjetos Cortty /
A
Interfase generada
por el grosor del
parafilm
Proteina
A 4 6
Cubreobjetos Largo
D)
Limpieza de los ) Ensamble de la » Preparacion de } Proteina y Microsferas
Cubreobjetos Interfase la Interfase Paramagnéticas

Figura 3.3. Diagrama y metodologia de las camaras de fluidos. A) Diagrama representativo del entorno generado
por la cdmara de fluidos. La interfase es generada por el grosor del parafilm derretido (200 um aprox.). La proteina
se encuentra anclada por ambos extremos, uno unido al cubreobjetos largo, por la unién del Halo-tag con su
ligando y por otro lado, el Avi-tag y la biotina unidos a la esfera paramagnética. B) Imagen de los componentes,
necesarios para formar la interfase. C) Imagen de la cdmara de fluidos montada y sellada por el parafilm. D)
Diagrama de flujo de la metodologia para montar las cdmaras de fluidos.
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4. RESULTADOS

4.1 Expresion y Purificacion de la Proteina L

El primer objetivo propone la expresion y purificacion de una proteina modelo, que sea capaz de
responder a un estimulo aplicado por el instrumento. Por tanto, se procedid a transformar bacterias
de expresion usando el plasmido pFN18a-HaloTag-(ProtL)s-AviTag. En particular decidimos usar la cepa
E. coli ERL, la cual ha probado ser adecuada para lidiar con la expresién de proteinas de secuencia
repetida, de gran largo y que incluyen el Halo-Tag. El pldsmido contiene la secuencia de proteina L
arreglada en 8 dominios en tandem (B1 de P. magnus) (Fig. 4.1A), rodeado por dos secuencias de
anclaje que permiten tanto la inmovilizacién (Halo-tag y Avi-Tag, Fig.4.1A). Mientras la secuencia del
Halo-Tag, permite el anclaje covalente de la proteina L al vidrio largo funcionalizado de la cdmara de
fluidos, la secuencia Avi-tag biotinilada, permite la unidn con la estreptavidina ubicada en la superficie

de la microesfera paramagnética.

Las células E. coli ERL transformadas con el vector se crecieron en medio LB suplementado con 100
ug/mL de ampicilina, con el fin de seleccionar solo las bacterias que habian incorporado exitosamente
una copia del plasmido. Para la expresidn se crecieron y cosecharon las células transformadas, tal y
como se explica en la seccion de métodos. La purificacidn de la proteina L se realizé por cromatografia
de afinidad en resinas NTA-sefarosa, gracias a la secuencia de histidinas contenidas en el plasmido. En
el andlisis de la electroforesis SDS-PAGE, se encontrd una banda que migré aproximadamente hasta los
100 kDa, en las diferentes fracciones analizadas de la purificacion (Fig. 4.1B). Ademas, se realizé un
marcaje con Alexa 488 conjugada al ligando del Halo-Tag, lo que permitid visualizar Unicamente las
bandas que tuvieran el Halo-Tag en la proteina de interés. En el mismo gel ya mencionado (Fig. 4.1C),
se verificd la presencia de del Halo-Tag en todas las fracciones y ademas correspondiendo con la banda
de 100 kDa. Luego estas fracciones fueron reunidas, concentradas y purificadas como se explica en la
seccion de metodologia. Posteriormente se realizé la biotinilacién de la proteina, seglin lo mencionado
en la metodologia. La muestra biotinilada resultante fue cuantificada mediante la estratégica
colorimétrica de Bradford. Usando la absorbancia a 595 nm y con una curva de calibracion previamente
confeccionada en el laboratorio (y = 16,157x + 0,6195), se interpold a partir de la absorbancia obtenida,
la concentracion de la proteina L. Se obtuvo una concentracion final de 4.2 pg/ul de la preparacion de

proteina L la cual fue suplementada con glicerol al 30% y congelada a -80 °C.
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Figura 4.1. Expresion, purificacion y analisis del constructo de la proteina L. A) Diagrama del constructo de
interés con sus respectivos tamafios moleculares. Se representan ademads las anclas moleculares utilizadas. B) Gel
de poliacrilamida al 12% SDS, de las primeras siete fracciones obtenidas a partir de la cromatografia de columnas
y del estandar utilizado (Page Ruler 10 kDa hasta 250 kDa, Thermo Scientific). C) Gel de poliacrilamida visualizado
con luz azul, previamente tefiido con Alexa 488 conjugado con el ligando del Halo-tag. La flecha blanca indica la
presencia del constructo con un peso molecular de 100 kDa aprox. La flecha azul indica la presencia del Halo-tag,
pero sin el resto de la proteina.

4.2 Estructura Base del Instrumento

Para dar inicio a la implementacion del microscopio MT, lo primero fue preparar un espacio en el
laboratorio adecuado para la confecciéon de piezas y prototipado. Se habilité una habitacion del
laboratorio para su desarrollo (Fig. 4.2A), la cual contaba con una mesa rigida fabricada, en base a un
esqueleto confeccionado con perfiles de acero y por la parte superior un tablén de madera de 30 mm.
Esta mesa considera un tamafio apropiado para el desarrollo del instrumento (105 x 85 x 90 cm), ya
que permite alojar al microscopio, parte de la electrénica y la computadora que controla el

instrumento.

23



Debido a que las vibraciones ambientales, no intencionales del edificio, podrian llegar a afectar en las
mediciones futuras del instrumento, se decidio incluir una plataforma de acero inoxidable (60 x 60 x 3
cm, Fig. 4.2A). Esta plataforma de acero de 100 Kg, ayuda a disminuir las vibraciones mencionadas
anteriormente. Rodeando el instrumento, y por arriba de la plataforma, se implementé una cdpsula
clbica de acrilico transparente soportada por perfiles estructurales de aluminio (30 x 30 mm, Fig. 4.2A).
Esta cdpsula disminuye la entrada de aire, sonido o cualquier alteracion mecanica que pueda influir

sobre el instrumento.

La estructura base de este instrumento se compone de una torre guia, formada a partir de dos perfiles
estructurales tipo C, que estan unidos mediante un par de acopladores (Fig.4.2B). Las dimensiones de
la torre guia son de 8 x 8 x 50 cm, lo que contempla un espacio suficiente para acomodar todos los
componentes del instrumento. La torre permite a cualquier componente compatible desplazarse por
esta, Unicamente en el eje vertical, evitando otro tipo de movimientos. Esto es posible gracias a unos
rieles estructurales que posee la torre, que solo permiten el movimiento en una direccién (Video 1,
Anexos). La torre en su parte inferior esta anclada a un base de aluminio, perforada con agujeros, para
unir la torre con la plataforma de acero base (Fig. 4.2B). Esta unidn permitié dejar la torre firmemente
anclada a la plataforma de acero y asi disminuir las vibraciones totales. Ademas, la plancha de acero
estd suspendida por 4 pies de goma que permiten disipar algunas de las vibraciones del edificio (Fig.

4.2C).

4.3 Disefio e Impresién 3D

Utilizando el programa Fusion 360 se realizé el modelado de las piezas necesarias para ensamblar el
instrumento. En primera instancia se modeld la torre guia (Fig. 4.3.1A), con el fin de utilizarla como
punto de referencia para el modelado de las plataformas de montajes, permitiendo que estas fueran
lo mas precisas posibles y que deslizaran de manera correcta sobre la torre. Las plataformas de
montajes fueron disefiadas completamente sin modelo de base, con un disefio de una longitud de 130
mm y un ancho de 70 mm (Fig. 4.3.1B). En su cara principal, presenta 9 agujeros con un didametro de 5

mm, inspirado en sistema dptico-mecanicos que permiten el anclaje de componentes.
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Figura 4.2. Estructura base del instrumento. Componentes principales de la base del instrumento. A) Habitacion
habilitada para el ensamble del instrumento con los componentes esenciales de la base (capsula, torre guia y
plataforma de acero). B) Torre de aluminio, formada a partir de 2 perfiles estructurales unidos por un acoplador.
C) Plataforma de acero con sus 4 pies de goma, que disminuyen las vibraciones no intencionales del edificio.

También, se modeld una plataforma de montaje especial para soportar el actuador lineal (LFA-10) y
para al mismo tiempo para brindar una superficie para la camara de fluidos (Fig. 4.3.1B). Esta
plataforma posee las mismas dimensiones que la plataforma anteriormente mencionada para alojar

los componentes dpticos, pero posee dos superficies horizontales con agujeros; la primera para el
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actuador lineal, que posteriormente desplazara el magneto y las segunda para el paso del objetivo
hasta la cdmara de fluidos (Fig. 4.3.1. C y E). Ademas, posee un espacio cerca de la superficie de la
muestra, que permite el anclaje del micro ajustador horizontal de alta precisién (XY Linear Stage,
Newport). Ambas monturas en su parte posterior poseen un espesor de 15 mm y ademas unas
extensiones con forma trapezoidal que permiten el desplazamiento por la torre guia, evitando asi, el

movimiento en otras direcciones (Fig. 4.3.1Ay B).

Por otro lado, se disefiaron también perillas que actian como un bloqueador del desplazamiento
vertical de las monturas, permitiendo asi, fijar la posicidon final de estas (Fig. 4.3.1C). También, se disefd
un porta-muestras, para transmitir el movimiento de micro ajustador horizontal a la cdmara de fluidos
(Fig. 4.3.1D). Con el fin de establecer un disefio previo del instrumento ensamblado, se confeccionaron
los archivos tridimensionales de cada componente del instrumento y se implementd una version
modelada tridimensionalmente de este (Video 1, ver Anexos). Este modelo digital permite visualizar y
verificar, si es que existe algln problema previo a la impresidon de piezas y ensamblaje. Esto evitd la
compra de algin componente no deseado o el cambio de un componente que no fuese necesario.
Finalmente se disefid un contenedor para encapsular un circuito PID junto a la fuente de poder (Fig.
4.3.1E), que son necesarios para el funcionamiento del sistema eléctrico del instrumento—posicionador

LFA10-.

La impresidn tridimensional de las piezas se realizé con pardmetros, que fueron optimizados para una
mejor resistencia mecanica y un acabado suave, para evitar problemas en el deslizamiento durante las
mediciones (Repositorio, ver Anexos). El tiempo de impresion de cada pieza y la cantidad de material
utilizado, varié dependiendo del tamafio y complejidad de cada pieza en cuestidn. Las plataformas de
montaje se tardaron alrededor de 20 horas por cada montura y se gastd aproximadamente 250 g del
filamento PLA+. La plataforma para alojar el actuador lineal LFA-10, fue la mas compleja debido a su
disefio. Para imprimirla, fue necesario el uso de soportes por parte de la impresora. Debido a esto,
aumenté el tiempo final de impresidn a 30 horas y la cantidad de material en 350 g aproximadamente.
El contenedor del circuito se demord 15 horas en imprimir y gasto 100 g de filamento PLA+ de color
negro. El resto de las piezas disefiadas, no poseen una mayor complejidad, por lo que fueron impresas

en una tanda que demoré alrededor de 1 hora y gasto no mas de 30 g de material.
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Figura 4.3.1. Diseiio de piezas tridimensionales en Fusion 360. A) Disefio de la torre guia, que fue generado
Unicamente para mejorar la precisidn de las otras piezas. B) Disefio plataforma de montaje ubicada sobre la torre
guia. C) Disefio plataforma de montaje especial para alojar el actuador lineal y la muestra. D) Vista superior de la
torre y plataforma de montaje, permite visualizar los carriles (V-Slots) involucrados en el desplazamiento a lo
largo de la torre guia. E) Vista lateral de la plataforma de montaje especial para el actuador lineal. F) Disefio de la
perilla, que permite fijar las monturas en la torre guia. G) Disefio porta-muestras, que ira anclado al micro
ajustador horizontal. H) Disefio de la carcasa para el circuito del actuador lineal y para su fuente de poder. Los
disefos de cada pieza han sido incluidos en formato digital en anexos.
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Figura 4.3.2 Piezas creadas con impresion tridimensional. A) Plataforma de montaje impresa ubicada sobre la
torre guia. By D) Plataforma de montaje impresa visualizada desde el frente y arriba. Cy E) Plataforma de montaje
para alojar el actuador lineal impresa ubicada en la torre guia. F) Perilla impresa anclada a un perno M4. G) Porta
muestras impreso visto desde arriba. H) Carcasa para el circuito impresa en color negro, anclada a una montura
normal, con el circuito y la fuente de poder ya posicionados en esta
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4.4 Ensamble de Estructura Principal

La estructura, se refiere principalmente al esqueleto del instrumento que contiene componentes como
los disefiados e impresos (Fig. 4.3.1y 4.3.2), y componentes éptico-mecdnicos, que fueron adquiridos
principalmente de Thorlabs, tal como se menciond anteriormente en la seccién de materiales. Esta
estructura serd la base para acoger los componentes funcionales del instrumento—iluminacién,
camara de alta velocidad, piezo-posicionador y actuador lineal—. En concreto, la estructura cuenta de

dos plataformas de montaje y una plataforma de montaje especial para el actuador lineal.

En una de las dos plataformas de montaje, se ensamblé la estructura de lo que compondria el sistema
6ptico del instrumento, lo que incluye el LED, los lentes plano convexo, el filtro de luz azul y el diafragma
del haz de luz (Fig. 4.4). Para esto se utilizé una de las monturas tipo U de Thorlabs, unida mediante
tres pernos de hilado M6. Ademas, se utilizaron cuatro ejes lineales que posteriormente seran usados
para ordenar y fijar los componentes funcionales de esta seccidn del instrumento (Fig. 4.4). Estos ejes
lineales permiten ajustar la posicién de los componentes anclados a ellos de manera vertical. En el
medio de la montura tipo U y soportado por los ejes lineales, se afiadieron dos monturas tradicionales

de Thorlabs, que permiten fijar los lentes de tipo plano convexo y también el filtro de luz azul.

En la siguiente plataforma de montaje, se ensamblé la estructura del sistema movil y de visualizacidn
del instrumento (Fig. 4.4). En este se encuentra la cdmara de video, el objetivo, el piezo eléctrico y el
espejo dicroico (50:50). Al igual que en el caso anterior, nuevamente se utilizé una montura tipo U
anclada a la plataforma de montaje con tres pernos de hilado M6. En el centro de esta montura tipo U
y soportada nuevamente por 4 ejes lineales, se anclé un cubo éptico (CM1-DCH) para lentes con una
fijacion de espejos de un dngulo de 452. Desde el mismo cubo dptico se anclaron 4 nuevos ejes lineales
de manera perpendicular a los anteriores, de modo de crear una salida lateral desde el cubo (Fig. 4.4).
A estos ejes lineales se les afiadieron dos monturas de Thorlabs; la primera para soportar un lente plano
convexo Yy la segunda para recibir el adaptador que permite anclar la cdmara de alta velocidad a esta
montura. Por la parte superior del cubo 6ptico, se anclaron nuevamente 4 ejes lineales hacia la parte
superior del cubo. Por otro lado, la plataforma para alojar el sistema de posicionamiento (Fig. 4.3.2C),
no requiere de ninglin componente estructural externo y por ende no se anclaron nuevos

componentes.
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Figura 4.4. Componentes de la Estructura Principal del Instrumento. Distribucion de los componentes que
conforman la estructura o esqueleto principal del instrumento, que permitira el anclaje de los componentes
funcionales de éste.

4.5 Implementacion del Sistema Optico

Dentro del disefio del instrumento, se optd por un sistema de iluminacidn que persigue la difraccion
del espécimen ubicado en la muestra. De este modo, el sistema dptico del microscopio considera una
ruta de iluminacién donde los haces de luz son conducidos por multiples lentes desde el LED hasta el
objetivo, el cual condensa la luz hasta la muestra (Fig. 4.5). Cdmo los objetos iluminados en nuestro
caso son microesferas de 3 um, se generardn una serie de anillos concéntricos producto de la difraccién

de los rayos incidentes sobre la microesfera (Fig. 4.5A). Algunos de estos rayos seran conducidos de
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regreso hasta el espejo dicroico por el mismo lente, desde el cual, la imagen sera reflejada hasta un

tercer lente que enfoca hasta el chip CMOS de la cdmara (Fig. 4.5.A).

Por la parte inferior de la estructura ensamblada (Fig. 4.5B), se anclé una fuente de luz LED de alta
potencia que emite luz de color blanco (6500 K). Utilizando una de las plataformas de montaje
empleadas dentro de la montura tipo U, se instalé un filtro de luz azul, que evita el paso de luz de
longitud de onda inferiores a los 495 nm. Para dirigir la luz hacia el objetivo a través del instrumento,
se anclaron 3 lentes de tipo planos convexo. El primero de ellos, estd ubicado entre el LED vy el filtro de
luz azul, con una distancia focal F = 25 mm (Lente 1). El segundo lente se encuentra sobre el filtro de
luz azul, pero esta vez con una distancia focal F = 50 mm (Lente 2). Por ultimo, el tercero se encuentra
luego del espejo dicroico a la salida del cubo dptico, conduciendo los rayos que provienen del objetivo

hasta la cdmara. En este caso, este ultimo lente posee una distancia focal F = 100 mm (Lente 3).

El cubo dptico donde se encontraba el espejo dicroico 50:50 (Fig. 4.5B), permite reflejar el 50% de los
rayos generada por el LED y transmitir el otro 50% hacia el objetivo y por lo tanto en direccién a la
muestra—estos porcentajes son tedricos y no consideran los haces de luz perdidos del instrumento—.
Una vez iluminada la muestra, los haces de luz son comunicados de regreso por el mismo objetivo hasta
el espejo. Una vez mas el espejo transmite el 50% de la luz que incide y reflejar el otro 50%, pero esta
vez los rayos son reflejados hacia la cdmara de alta velocidad. Entonces, teéricamente el 25% de la luz

emitida por el LED arriban hasta el chip de la camara.

Adicionalmente, se instaldé un diafragma dptico en la parte inferior del instrumento, en la seccidon
superior de la primera montura tipo U. Este diafragma permitié controlar los haces de luz dirigidos
hacia el espejo y por lo tanto controlar parcialmente la cantidad de luz transmitida hasta la muestra.
Desde la seccion superior del cubo y utilizando los ejes lineales se instalé un actuador lineal manual con
un rango de 2 mm de movimiento total en el eje Z (SM1ZA). Sobre este, se instalé el piezo eléctrico
utilizando un adaptador SM1 a M27 y sobre este mismo, se instald el objetivo de inmersidn en aceite

de 100x (EC “Plan-Neofluar" 100x/1.3 Qil) (Fig. 4.5B).
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Figura 4.5. Sistema Optico del instrumento. A) Diagrama que representa el recorrido de la luz o también conocido
en inglés como “Light Path”, este permite identificar el recorrido que realizan los haces de luz, cuando estos son
reflejados o transmitidos por el espejo dicroico. B) Distribucién de los componentes funcionales que permiten al
instrumento actuar como un microscopio invertido.

La distancia focal de los lentes utilizados, la distancia de la cdmara hasta el cubo 6ptico y la amplitud
del led utilizada, fueron establecidas con la ayuda de un objetivo simple 40x de la marca Olympus LSy
una muestra de tejidos prefijada disponible en el laboratorio. El lente plano convexo de F= 100 mm
(Lente 3), se posiciond lo mas cercano al espejo posible, para poder captar la mayor cantidad de haces
de luz provenientes de la muestra. Este fue ubicado a 1 cm del espejo dicroico. Debido a que la distancia
focal de este lente es de 100 mm, la cdmara de alta velocidad debiese encontrarse a esa distancia
aproximadamente, por ende, la posicidn final de esta fue de 11 cm desde el espejo dicroico. El lente de
F =50 mm (Lente 2), fue ubicado a 4 cm desde el espejo dicroico, con el fin de dirigir los haces de luz
hacia el objetivo. Finalmente, la distancia del lente cercano al LED (F = 25 mm o Lente 1), se corrigid
ajustando su posicién con la ayuda del software del fabricante de la cdmara hasta que la imagen de un
objeto o espécimen se visualizard de manera correcta. La distancia final de este lente fue de 13.5 cm
desde el espejo dicroico. En cuanto al LED, se ajustd la corriente maxima utilizada hasta 1 A. Durante
los experimentos, la potencia de la LED se limité por medio de un potenciémetro, generalmente al 70%

de su capacidad.
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4.6 Sistema Mecdanico de Movimiento y Enfoque

Para el sistema de movimiento en el eje vertical (eje Z), se implementaron tres mecanismos diferentes
(Fig. 4.6). El primero ya fue descrito anteriormente como el movimiento de las plataformas de anclaje
confeccionadas por medio de impresion tridimensional. Este corresponde a un mayor desplazamiento
por la torre guia, pero sin duda con precision limitada. El segundo mecanismo es un actuador vertical
lineal mecanico mencionado anteriormente (SM1ZA), que se encuentra posicionado por la parte
superior del espejo 50:50. Este permite obtener una mayor precision (50 um/vuelta) para lograr un
enfoque rdpido de la muestra en el plano axial deseado. El tercer mecanismo es el que posee una mayor
precision y es la pieza de mayor valor del instrumento. Esta corresponde a un piezoeléctrico de alta
precision desarrollado por Physik Instrumente (Pl; PIFOC P-725)(Fig. 4.6). Este componente es
controlado andlogamente por una tarjeta de adquisicién de datos tipo DAQ convertidor analogo digital,
tarjeta desarrollada por National Instruments (DAQ NI USB-6341). Esta tarjeta transforma sefiales
digitales en analogas y viceversa, de modo de que por medio de un control digital operado mediante
un software se pueden enviar voltajes que deforman el cristal piezo eléctrico movilizando el objetivo
en el microscopio. Este cristal tiene un rango total de 18 um y un tiempo de respuesta de 5 ms. Ademas,
segun el fabricante, el piezo posee una resolucién de espacial de 0.2 nm, lo que permite mantener
enfocado cualquier plano de eje vertical a pesar de derivas mecdnicas que ocurren durante una

medicidn.

Para los movimientos en los ejes horizontales (X/Y), se adicioné un actuador manual lineal
micrométrico de dos ejes X/Y que permite mover la cdmara de fluidos en los ejes horizontales (XY Linear
Stage, Newport). Debido a su precisién, permite realizar pequefios desplazamientos de 0.5 um. Este
fue implementado en la misma plataforma que aloja al actuador lineal de enfoque, gracias a un surco
que permite anclar el actuador XY micrométrico (Fig. 4.6). Unido a él se encuentra el porta-muestras
impreso que permitio sostener y mover las camaras de fluidos. Como magnetos, se utilizaron imanes
de neodimio N52 en formato de columnas (Fig. 4.6). Se utilizaron dos columnas, cada una con tres
imanes N52. Las columnas fueron ubicadas en el centro del actuador lineal, arregladas como dos
columnas antiparalelas—de polos opuestos—. El movimiento vertical del magneto para acercarse o
alejarse de la muestra, se realizé con un actuador lineal de enfoque de Equipment Solutions (LFA10),
gue posee un recorrido vertical de 10 mm y una precision de 50 nm. Este actuador también permite
ser controlado a través de la misma tarjeta de adquisicién de datos que controla el piezo posicionador.

En su cara inferior posee una lamina de acero circular que permite fijar los magnetos al actuador lineal.
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Figura 4.6. Sistema de movimiento y enfoque del instrumento. Distribucion de los componentes funcionales
utilizados para el sistema de movimiento de la muestra y enfoque de la misma. En este caso los componentes
principales excepto por el piezo y el objetivo, fueron anclados a la montura especial impresa.

4.7 Sistema Mecanico y Eléctrico del Instrumento

Para el funcionamiento del actuador lineal de enfoque mencionado anteriormente, se requiere de un
circuito eléctrico que permita controlar su posicionamiento constantemente, con el fin de poder
acercar o alejar el magneto de la muestra. Para esto se utilizé la plantilla de un circuito confeccionado
anteriormente por el Laboratorio del Dr. Fernandez (Fig. 4.7A), el cual permite establecer un sistema
controlador tipo PID que entrega movimientos de alta precisidon y controlados del actuador lineal de
enfoque en el rango de 0.8 mm y con temporalidades de aproximadamente 100 ms La placa de circuito
impreso (PCB) fue fabricada y poblada por la empresa ENSA Electronics SPA (Fig. 4.7B). Dentro de los
componentes principales de este circuito se encuentran, los canales de entrada y salida analoga por
cable tipo BNC (Bayonet Neill-Concelman), una resistencia de 2KQ y el sistema de PID (controlador de
retroalimentacion). El sistema controlador PID, o proporcional, integral y derivativo, implementa un
sistema de retroalimentacion en que se le entrega una sefal de entrada y se consigue una sefial de
salida deseada. En este caso, se utilizé este sistema para conseguir una sefial de entrada similar a la de

salida, pero con una respuesta mas suave que la sefial de entrada (Fig. 4.7C). Este circuito se alimenta
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con 3 canales de voltaje (+15V, -15V y Tierra), que fueron obtenidos a partir de una fuente de poder de
3 salidas (+15V, -15V, Tierra), conectada directamente a 220V. Para poder ajustar el controlador PID,
se requiere de la manipulacidon de cada uno de los tres componentes del PID (Fig. 4.7B). Durante la
puesta en marcha y calibracion del circuito se realizd un ajuste manual, suministrando una sefial de
entrada mediante un generador de ondas e interpretando la sefial de entrada y salida con el uso de un
osciloscopio. Se ajusté la posicidn del tornillo de cada componente PID hasta que la sefial de salida y la
de entrada fueran similares a la imagen de la figura 4.7C. El funcionamiento del circuito, de igual
manera se vio reflejado en el movimiento del actuador lineal de enfoque, que ya poseia un movimiento
suave y sin golpes repentinos. Para mejorar la estética del circuito y de la fuente de poder, se diseiid e
imprimio tridimensionalmente una caja que permite alojar ambos componentes y que sus cableados
no interrumpan en las mediciones futuras (Fig. 4.7D). Finalmente se fabricd un interruptor para el

encendido y apagado de este circuito, que fue ubicado en la parte frontal del mesdn de trabajo.

Mediante cables del tipo BNC, se conectaron los puertos de entrada y salida del circuito con la tarjeta
de adquisicion de datos (DAQ), en los canales A0 y AO1 respectivamente (Fig. 4.7E). Por otro lado, el
piezoeléctrico también funciona con un controlador PID, pero este viene incluido, junto con su fuente
de poder al adquirir el piezo y ademas viene configurado por la misma fabrica (1000 Hz, Error en la
linealidad <0.05%). El piezo solo necesita de una sefal del DAQ, debido a que la otra sefial de salida va
directamente hacia el controlador del piezo. Esta sefial también se conecta mediante un cable tipo BNC
desde el controlador del piezo hasta el DAQ. Este cable fue conectado al puerto AO1 (Fig. 4.7E).

Finalmente, el controlador del piezo fue conectado al suministro de energia eléctrica (220V).

El DAQ de igual manera fue conectado al suministro de energia de la habitacion y se conecté mediante
USB 3.0 al computador disponible en la habitacion. Se instalaron los controladores necesarios para su
funcionamiento y ademas utilizando el osciloscopio se verificd el envio de las sefiales correspondientes.

La cdmara de alta velocidad también fue conectada al computador mediante un cable USB 3.0.
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4.8 Calibracion y Optimizacidn del Software

Como se mencioné anteriormente, el programa que se utilizara para controlar el instrumento y
visualizar las esferas, fue adaptado de Popay cols. 2016 y Tapia-Rojo y cols. 2022 (56,88). Este programa
fue modificado para adecuarse a nuestros componentes y para mejorar ciertas funciones que controlan
el instrumento (Fig. 4.8). Los cambios fueron realizados en la plataforma de Visual Studio. Lo primero
gue se realizé fue un ajuste de los canales de entrada y salida que conectaban con el DAQ, debido a
qgue los que estaban ajustados previamente no correspondian con las entradas de nuestro DAQ. Lo
siguiente fue adecuar botones de la aplicacion, de modo de que se realizaran multiples funciones como
la adquisicién de datos, guardar datos, o simplemente para evitar que el programa se interrumpiera
producto de un error provocado su cierre inminente. Todo esto fue implementado mediante la
reescritura del codigo que conectaba los botones con ciertas funciones del programa. También se
reestructurd la ventana principal del software de control del instrumento, adecuando botones y
funciones para facilitar el empleo del programa durante las mediciones. Ademas, se modificd la estética
de la interfaz grafica por una version mas reciente (Fig. 4.8). En esta misma seccidn se afiadieron dos
barras deslizantes que facilitan el control del piezo (Focus) y de la posicién del magneto (MP). Para el

uso de estas barras deslizantes se necesitd agregar un cddigo, que permite transformar de nimeros

enteros (del inglés “Int”) a nimeros coma flotantes (del inglés “Float”). Se cambié la caja del pulso
(Pulse), para que posea un mayor espacio y se puedan introducir mas caracteres. Se elimind la funcidn
de cambiar la exposicion de la cdmara, debido a que no tenia ningun efecto y utilizaba memoria RAM,
gue terminaba ralentizando el programa. Se cambid el rango maximo al que funciona el piezo eléctrico
P-725 y se ajustd el voltaje necesario para mover su posicion en 1 nm. Se ajustaron los canales de

comunicacién con la tarjeta de datos (DAQ).
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) 4.9 Funcionamiento del Instrumento

Magnet Pos.  Focal Pulse Protocol Finalmente, el instrumento posee todos los
2.5f27L; . . .
2 5/30/C: componentes necesarios para funcionar (Fig.
Sl 49.1) dem3 bé la funcion del
MP (mm) OP{nm) 5.5/30/C: .9.1) y ademas se comprobd la funcién de
|550|- |gnnu|-L°CkD =

sistema eléctrico y su comunicacién con el

software. El programa funciona mediante la toma

ROI Measure Stack Save off de una serie de imagenes en el eje vertical, de 2
esferas una paramagnética y una de poliestireno,

Run Pulse previamente seleccionadas Yy que se encuentren
Rivas Pardo Lab MT_OptimusV 1

en el mismo campo visual del microscopio (Fig.
Figura 4.8. Software del instrumento modificado.
Estructura del software utilizado para controlar la pinza
magnética. Esta version corresponde a la version  cyando la preparacion de la camara de fluidos ya
modificada por este proyecto de tesis. MP = posicidn
del magneto, OP = posicién optica. Pulse Protocol =  contiene la proteina, por ende, se encontrara
sistema de aplicacion de pulsos automaticos. Por
conveniencia los comandos y botones del software

estan citados en inglés. pero en libre movimiento pendular. Por otro lado,

4.9.2). La microesfera paramagnética se anade

idealmente acoplada a la proteina de interés,

la esfera de poliestireno ya se encuentra anclada
al cubreobjetos funcionalizado desde la preparacidn de la cdmara de fluidos. Esta serie de imagenes se
toman en distintos cortes del eje vertical con el fin de formar una libreria de imagenes de ambas
microesferas, como si se tratase de una reconstruccién 3D de las microesferas. Esta libreria permite
establecer un punto de partida para el experimento, donde se forma una alineacién virtual de ambas
esferas. Esto servird mas tarde para eliminar cualquier deriva mecanica generado por el instrumento o

algun factor externo que entorpezca con la medicion.

Para tomar las imagenes y mantener el foco en las esferas, se utiliza el piezo eléctrico que permite
cambiar el punto focal del objetivo de manera muy precisa y controlada por el software del programa.
Entonces, durante la construccion de la libreria, el piezo eléctrico eleva el objetivo 20 nm por cada
imagen, modificando el foco constantemente. En total se toman 125 imagenes por cada microesfera,
por lo que se realiza un viaje de 2500 nm totales que se inician por debajo del ecuador de la microesfera

y se acerca hasta el limite superior de la esfera.
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Una vez generado esta libreria, el programa aplica
una transformada rapida de Fourier (FFT) sobre las
imagenes provenientes de cada microesfera,

permitiendo un analisis de los anillos de difraccién en

base de intensidades (Fig. 4.9.2A). Comparando la

imagen de la posicidn actual con la libreria permite

estimar la posicién de la microesfera durante los

ensayos (Fig.4.9.2B). Ademas, esta FFT permite fijar

la posicién de foco deseada a lo largo el ensayo,

fijando cierto valor de frecuencias usando la

microesfera de referencia. En el caso de que el FFT
de la microesfera de referencia cambie, el piezo
eléctrico modificara la posicion del objetivo con
pasos de 10 nm en busqueda de la adecuada posicion
para restituir el patrén de difracciéon y mantener esa

microesfera en enfoque constante.

Debido a que ambas microesferas se encuentran en

Figura 4.9.1. Resultados final ensamble del
instrumento.  Distribuciéon de  todos los
componentes utilizados en el ensamble de la pinza  aplicacién del magneto. El cual también es
magnética. El circuito del actuador lineal se
encuentra por la parte posterior del instrumento. El
controlador del piezo eléctrico se encuentra fuera
de la cubierta de acrilico.

la misma posicidn virtual, se puede comenzar con la

controlado por el software y es capaz de desplazarse
verticalmente en un rango de 8 mm. Cuando el
magneto es aproximado a la camara de fluidos
(previamente tratada con la proteina y las esferas paramagnéticas), este genera un campo magnético
gue a su vez genera una fuerza de atraccidn de las esferas paramagnéticas presentes en la cdmara de
fluidos. Si esta atraccién ejerce una fuerza suficiente, permitird desplegar la proteina y el programa sera
capaz de estimar su posicion en cada momento, comprando cambios en el patrén de difraccién de la
microesfera con la libreria. Asi, es posible cuantificar la dindmica de biomoléculas, incluyendo medir
los eventos rdpidos que estan ocurriendo al desplegar esta proteina. El programa ird guardando todos
los datos en un archivo binario, que puede ser abierto simultdneamente por otro programa de analisis
de datos, como Igor 8 (WaveMetrics). Este graficara los datos entregados por el programa del

instrumento en tiempo real, permitiendo su analisis y estadistica (Fig. 4.9.2B).
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Figura 4.9.2 Funcionamiento del programa e instrumento. Guia de uso del software utilizado por el instrumento.
A) Se utiliza la funcion “ROI” (del inglés Region Of Interest), para enfocar la cdmara de fluidos y con la accién de
los manipuladores moverse a través de esta, para encontrar las esferas correspondientes. Una vez seleccionadas
(paramagnética y poliestireno), se cierra la funcién del ROI. B) Se abre a continuacion la funcion de “Measure”,
gue permite realizar la medicidn de las esferas seleccionadas. El primero se genera un conjunto de imagenes con
la funcidon “Stack” y luego enfocar las esferas nuevamente en donde la correlacion de las transformadas de Fourier
tenga relacion entre ambas esferas. Finalmente se puede aplicar el campo magnético.

40



4.10 Calibracion de la Fuerza del instrumento

Para la calibracién de la fuerza del instrumento se utilizd la proteina L, biomolécula estandar para
estudiar procesos de transicion plegado-desplegado (65,84). La proteina se preparé como constructo
HaloTag-(ProtL)s-AviTag y fue expresada y purificada tal como se menciona en las secciones anteriores.
Para esto lo primero fue preparar las cdmaras de fluidos, segin lo descrito en la seccidon de
metodologia. La proteina se agregd a la cdmara de fluidos en una dilucién de 1:1000 de la concentracion
obtenida en el paso de purificacién. Posteriormente se agregaron las microesferas paramagnéticas a la
camara de fluidos y finalmente, la camara se trasladado hasta el instrumento. Una vez asegurada la
posicién del objetivo y los magnetos sobre la muestra, se inici6 la busqueda de microesferas
paramagnéticas que experimentasen pequefias fluctuaciones en los ejes XY, reflejo del torque
horizontal generado por los magnetos (59) y de la comunicacion de la proteina Unica anclada a la

microesfera (Fig. 4.9.2A).

Para realizar la calibraciéon del instrumento entonces fue necesario recurrir a una medida que nos
permitiera relacionar la elasticidad del polimero y la fuerza aplicada. Existen varios modelos de
elasticidad, incluyendo el modelo de cadena vermiforme—o worm-like chain—o el modelo de cadena
libre—o freely-jointed chain—(78,94). Cualquiera de estos dos modelos puede ser empleado para
determinar exactamente cudl es la fuerza que estd experimentando un polimero si es que se conoce la
extensidon maxima tedrica de éste—también conocido como largo de contorno—-. En el caso de nuestro
instrumento, es posible utilizar la variacion de la extensién del desplegamiento de un polimero ya
conocido respecto a la separacidn del par de magnetos desde la cdmara de fluido y desde ahi estimar
la fuerza aplicada. Desde aqui se construye la Ley del Magneto, la cual relaciona la separacion del par
de magnetos con la fuerza aplicada calculada, estrategia ya implementada con anterioridad para el

montaje de espectrémetros de fuerza (52,56).

Para la confeccion de esta Ley del Magneto, se registré experimentalmente el comportamiento
mecanico de al menos ocho moléculas diferentes en experimentos independientes, las cuales fueron
sometida a ciclos iterativos de desplegamiento y plegamiento (Fig. 4.10A). El protocolo escogido
consistid en dejar en reposo la proteina (con el magneto alejado) por 30 segundos, luego se acercd el
magneto a una distancia variable (0.5 mm — 4 mm) de la cdmara de fluidos por 30 segundos, para
nuevamente volver a una distancia que permita el replegamiento de la proteina por cerca de 30

segundos. El ciclo se repite por la cantidad de ensayos necesarios o hasta que ocurra el desanclaje de
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la molécula desde la microesfera. Para la construccién de la relacidon entre la separaciéon de los
magnetos vy la fuerza, la distancia se aumentd desde los 0.5 mm hasta los 4.0 mm, considerando que
0.5 mm es una de las posiciones en donde el par de magnetos ejercen mayor campo magnético y por
lo tanto fuerza sobre la microesfera paramagnética. Por otro lado, a la distancia de 4 mm, el campo
magnético es relativamente bajo, lo que se traduce en pequeiias fuerzas que raramente logran
desencadenar el desplegamiento de proteinas y se limitan a mantener el polimero bajo tensién. Para
cada medicidn incluida en la estimacién de la Ley del Magneto, se contabilizaron al menos 10 eventos
de (des)plegamiento por cada posicion de magneto explorada, los cuales fueron promediados e

incorporados para el calculo de la relacidn distancia magnetos vs extensién de la transicién.

Para determinar de manera precisa la dimension de cada uno de los eventos de desplegamiento se
utilizé una rutina desarrollada localmente en el laboratorio escrito en Igor v8.0 (Repositorio, ver
Anexos). Este programa cuenta con una interfaz grafica que permite facilmente ubicar la posicidon de la
microesfera—y por tanto de la molécula—antes y después del evento por medio de histogramas,
incluyendo una posicidn suavizada considerando un total de 100 puntos (aproximadamente 100 ms de

medida).

En la figura 4.10B, se resume el total de medidas obtenidas para la construccién de la relacidon tamafo
de la transicion y posicién del magneto. A partir de este grafico se realizé una estimacion de la fuerza
correspondiente para las diferentes posiciones del magneto. La relacién no lineal entre la posicion del

magneto y la fuerza puede ser explicada por la siguiente ecuacion:

(Ecuacidn 2)
Donde F es la fuerza calculada, PM la posicion del par de magnetos, b un pardmetro de ajuste que
determina la pendiente de la relaciéon, y finalmente a un factor pre-exponencial, parametro que
también es deducido del ajuste de los datos. No obstante, para poder establecer esta relacidn F vs PM
se hace necesaria calcular la dependencia de PM sobre la extensién de la transicion de
(des)plegamiento de proteina L. Para esto se empled el modelo FIC que permite relacionar la PM con

la extension del polimero (56):
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_ (65 - "0 D). kI kT
PM(x) = Lc - {coth( T > — ((65 e : Kl))}

(Ecuacidn 3)
Donde PM es la posicidon del magneto, x es el tamafio de la transicién (variable dependiente), L. es el
largo de contorno de la proteina, K/ es el largo de Kuhn (95,96), b es un parametro del ajuste, y kT es
la constante térmica que puede ser reemplazada por 4.11 pN-nm (68). Esta ecuacién fue empleada para
ajustar los datos colectados experimentalmente para el desplegamiento de proteina L (linea sélida
negra, Fig. 4.10B). De este modo se determind el valor del largo de contorno (L. =20.6 + 4.6 nm) y el
valor del largo de Kuhn (0.2 + 0.1 nm), dos parametros esenciales para comprender la elasticidad del
polimero, ademds del valor del pardmetro ajustable b (K/ = 0.46 + 0.15). Conociendo los pardmetros L.
y Kl del polimero es posible entonces determinar su comportamiento elastico en un rango determinado
de fuerzas. De este modo se puede relacionar facilmente la longitud obtenida a una particular posicién
de magneto con la fuerza aplicada. Esto se llevé a cabo modelando los datos obtenidos y usando el

modelo de elasticidad FJC:

F(x)=Lc - [coth (x k,;(l> - (x kI];a)]

Donde F es la fuerza y x es el tamafio de la transicion; L. y KI corresponden a los pardmetros de

(Ecuacidn 4)

elasticidad del polimero, largo de contorno y largo de Kuhn, valores deducidos anteriormente, y
finalmente kT la constante térmica (4.11 pN nm). Los datos fueron modelados y representados por la
curva de la figura 4.10C. Segun esta curva se obtuvieron las fuerzas a las que ocurren las diferentes
transiciones medidas experimentalmente por la variacion del PM (linea sélida negra, Fig. 4.10B). Asi los
datos pueden ser ahora transformados desde PM a fuerza aplicada. Finalmente, se confecciond una
relacién entre la PM y fuerza aplicada, o Ley del Magneto, curva que permite calcular efectivamente la

fuerza aplicada en todo el rango de accién del microscopio:

F(PM) = e(Ln(65)+ax(0.99-PM))
(Ecuacidn 5)
Donde F(PM) es la Fuerza dependiente de la PM, PM la posicién del magneto y a un parametro de
ajuste que dicta la curvatura de la relacidon entre F y PM. El valor 65 pN y 0.99 mm, corresponde a
parametros ya estimados anteriormente, y corresponde a la transicion B-S, que el ADN experimenta

bajo fuerza (56,97).
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desplegamiento y plegamiento con relacion a la posicion del magneto (puntos azules; las barras de error indican

la desviacidn estandar, de los 10 eventos obtenidos por cada posicidon de magneto). La linea negra solida indica

el ajuste realizado por la Ecuacién 3 a los datos obtenidos. Las lineas punteadas indican un 95% de confianza de

contorno. C) Curva de ajuste de la fuerza por el tamafio de posicién obtenida por la Ecuacion 4. D) Ley del Magneto

derivada desde el grafico en B y C (linea negra, Ecuacidon 5). Los puntos azules representan la fuerza calculada

desde el modelo FJC, por cada tamaio de transicion medido a diferentes posiciones de magneto (B).
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(98)4.11 Error y Suavizado del Registro del Instrumento

Utilizando los datos obtenidos de la calibracién del instrumento, se realizd una prueba para verificar y
explicar el error de este, su estabilidad y la habilidad de resolver eventos de transicién rapidos. Esta
pinza magnética basada en un microscopio invertido posee un ancho de banda—cantidad de datos por
unidad de tiempo—, que depende de la frecuencia o cuadros por segundo (FPS) adquiridos por la
camara. A pesar de que la cdmara empelada tiene la habilidad de adquirir cerca de 2000 FPS, el
procesamiento de las imagenes y comparacion en tiempo real del FFT con la libreria, limita el ancho de
banda hasta 1.2 KHz. Por otro lado, no todas las medidas poseen la misma adquisicién de datos, debido
a que como es necesario realizar dos lecturas en el chip de la cdmara—microesfera paramagnética y de
referencia—, que entre mads separadas estén una de otra, mayor de nimero de lineas del chip deben
ser ejecutadas perjudicando el ancho de banda (< FPS). No obstante, y con la idea de maximizar las
condiciones intentamos considerar mediciones donde ambas microesferas se encontraban préximas,
favoreciendo el nimero de imagenes adquiridas. Este conjunto de datos fue graficado usando Igor
WaveMetrics 8, donde ademads se realiza un suavizado de los datos utilizando el tipo de filtrado

“Savitzky—Golay”(98), con un indice de 101 puntos.

El error del instrumento o incertidumbre de la posicidn a lo largo de la medicidn, se calculé tomando la
cantidad de datos que existen entre dos puntos determinados, separados por 20 segundos (Fig. 4.11A).
A continuacion, se generd un histograma a partir de la cantidad de datos que existian entre esos 20
segundos, para verificar la amplitud de la posicidn—incertidumbre o error de la medida-. Esto permitié
establecer una amplitud de 62 nm para fuerzas bajas— 4 mm o 16 pN—, en donde no se utilizé ningin
tipo de filtrado de datos. El mismo procedimiento se repitid, pero a una fuerza bastante alta— 1.5 mm
0 51 pN—, en la cual la proteina L si es capaz de desplegarse por completo (Fig. 4.11B). El resultado de
la amplitud a esta fuerza fue de 40 nm, nuevamente sin aplicar ningun filtrado de los datos. Este
procedimiento se repitié una vez mas, pero esta vez se utilizé el desplegamiento de uno de los dominios
de la proteina L, por ende, la ventana de tiempo para ambos puntos ya no fue de 20 s, sino que el
tiempo que demord en extenderse ese dominio (~10 s), considerando la posicién de antes y después
de la transicién. En este caso el histograma debiese sugerir la aparicién de dos distribuciones que
deberian poder ajustarse sin problemas con distribuciones normales. A pesar de esto, el ajuste a
distribuciones gaussianas apenas sugiere la aparicidon de distribuciones independientes y por ende

considera una Unica distribucion gaussiana, de una amplitud de 64 nm (Fig. 4.11C).
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Por otro lado, se realizé exactamente el mismo procedimiento empleando los mismos datos, pero esta
vez con el suavizado de los datos usando el algoritmo Savitzky—Golay (la cantidad de datos no cambia
a pesar de la aplicacién del suavizado). Este tratamiento de los datos mejord substancialmente los
resultados obtenidos de todos los ensayos (Figura 4.11 D, E y F, lineas negras solidas). De este modo,
la amplitud de la sefial a bajas fuerzas disminuyé desde 62 a 32 nm (Fig. 4.11D), mientras que para
fuerzas altas la amplitud disminuyé desde 40 a 12 nm (Fig. 4.11E). Por ultimo, para el ensayo de
desplegamiento, el empleo de la suavizada mejora sustancialmente la resolucion espacial permitiendo
una identificacién clara de ambas distribuciones. En este caso, la primera distribucion arrojé una

amplitud de 9.2 nm mientras que la segunda 10.4 nm (Fig. 4.11F).

Otra manera de conocer sobre la incerteza en la identificacidon de sefiales, es precisamente analizar la
relacién que posee la medida al explorar el ancho completo de la sefal o también conocido “Peak to
Peak” (PtP). Previo al suavizado de los datos, el PtP no pudo ser determinado debido al vago
reconocimiento de distribucidon independientes, mientras que luego de emplear el algoritmo de
suavizado la distancia fue de 16.3 nm, que corresponde a la misma magnitud del desplegamiento de

un dominio de la proteina L.

4.12 Eventos de Ocurrencia Rapida

El uso de una cdmara de alta velocidad en un instrumento como la pinza magnética no es trivial. Esta
camara puede capturar mas de mil cuadros por segundo, lo que se traduce en mil datos de posicién
por segundo. De este modo, dada ciertas circunstancias es posible en teoria medir transiciones que
ocurren en las decenas de milisegundos. Sin duda, esto es de suma importancia ya que muchos
procesos bioldgicos, tales como arreglos conformacionales, catalisis o desplegamiento de moléculas,
transitan en esta escala de tiempo. Con el fin de comprobar las capacidades de la instrumentacién

recién desarrollada, implementamos un ensayo que nos permitiera evaluar este tipo de eventos.

Utilizando las mismas camaras de fluidos usadas para la calibracidon del instrumento, se disefid un
ensayo mecanico donde la proteina L fue sometida a una fuerza de 51 pN por 30 s. Una vez terminado
ese tiempo, se llevé la proteina a un estado de equilibrio (20 pN), en el cual se dejé a la proteina explorar
multiples transiciones entre el estado desplegado y plegado, desencadenando transiciones de rapida
ocurrencia (Fig. 4.12A). Se detectaron eventos con tiempos de vida desde los 100 ms hasta los 150 ms

(Fig. 4.12B), que corresponden con la distancia (9.5 nm) de uno de los dominios desplegados que habita
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en ese estado, dada la fuerza aplicada. Dentro del mismo ensayo utilizado, se obtuvieron mas de 50

eventos de rapida ocurrencia con caracteristicas similares a los ilustrados en la Figura 4.12B.
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Figura 4.11. Determinacion del
error del instrumento y su filtrado.
Comparacidn de conjuntos de datos
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A) Conjunto de datos en el estado
de menor fuerza (7.5 pN), sin
aplicacion de  suavizado. B)
Conjunto de datos en el estado de
mayor fuerza (51 pN), sin aplicacion
de suavizado. C) Conjunto de datos
con el desplegamiento de un
dominio de la proteina L a una
fuerza de 51 pN, sin suavizado. D)
Conjunto de datos en el estado de
menor fuerza (7.5 pN), con
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Conjunto de datos en el estado de
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Figura 4.12. Captura de eventos de ocurrencia rapida. La resolucion espaciotemporal del instrumento esta dada
por la precisién del piezoeléctrico y por la frecuencia a la que es capaz de llegar la cdmara. La frecuencia de la
camara para este ensayo fue de 850 KHz. A) Desplegamiento de la proteina L a una fuerza estandar de 51 pN,
posteriormente un pulso de equilibrado a 20 pN. B) Acercamiento del pulso del equilibrado, en donde se
obtuvieron eventos de 100 ms y 130 ms, con longitudes de 9,5 nm respectivamente, que corresponden con el
tamafiio de un dominio de la proteina L, para la fuerza aplicada.

4.13 Desplegamiento y Replegamiento de la Proteina L

(56,68)Una de las ventajas de este instrumento es que permite realizar multiples ensayos, transiciones
entre el estado desplegado y replegado, utilizando la misma molécula de proteina. Esto es gracias a
una combinacién entre enlaces covalentes—HaloTag— o de enlaces con similar afinidad—AviTag— vy
la manipulacidn precisa de los campos magnéticos aplicados por el actuador lineal. Ambos combinados,
permite estudiar la dindmica de plegamiento de una misma proteina por varios minutos, horas e incluso
hasta dias (56,68), abriendo la posibilidad de estudiar procesos lentos o que ocurren bajo
temporalidades que por otro tipo de técnicas es imposible de ensayar. En otros instrumentos, como el
AFM y pinzas dpticas, la deriva mecanica o la imposibilidad de mantener la fuerza constante por largos

periodos de tiempo, limita el tipo de experiencias a ensayar.
Para estudiar la dinamica de plegamiento de proteina L bajo fuerza, se prepararon nuevamente
camaras de fluidos usando el mismo protocolo empleado en la seccidn anterior. En el ensayo mecanica,

la proteina fue sometida a un triple pulso (Fig. 4.13A):

) Pulso de desplegamiento (D): 49 pN durante 60 segundos, la proteina es desplegada y la

presencia de 8 dominios confirma la presencia de una molécula unica.
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)] Pulso de replegamiento (P): 16-26 pN durante 120 segundos, la fuerza es disminuida a una
fuerza donde coexisten transiciones de plegamiento y desplegamiento.
) Pulso de confirmacion (D’): 49 pN durante 60 segundos, donde se confirman los dominios que

logran plegar durante el pulso de replegamiento.

A partir de los datos obtenidos por estos ensayos, se contabilizaron la cantidad de transiciones de
desplegamiento, experimentados por la proteina L, antes y después del replegamiento (Fig. 4.13Ay B).
Esto hace posible determinar la tasa de replegamiento de la proteina L, que nos permite entender cémo
se comporta ésta, en situaciones de replegamiento a bajo estrés mecdnico. Por ejemplo, si en el tercer
pulso existen 4 eventos de desplegamiento, estos se comparan con los 8 originales del primer pulso de
desplegamiento, arrojando una tasa de replegamiento del 50% (Fig. 4.13C). Para cada fuerza ensayada
en el rango de 16-26 pN, se realizaron al menos diez ensayos. Las tasas de replegamiento fueron
evaluadas en relacidn con la fuerza explorada encontrando una relacidn no lineal; la probabilidad de
replegamiento cae de 1 a 0 cuando la fuerza aumenta desde 16 hasta 26 pN.

De otro modo, podemos entender que existen fuerzas donde el replegamiento es altamente
favorecido, cerca de los 16 pN (Curva azul, Fig. 4.13D), mientras que otras fuerzas hacen
completamente poco probable el replegamiento, >26 pN (Curva celeste, Fig. 4.13D). Para fuerzas
intermedias (20 pN), conviven transiciones de plegamiento y despegamiento, ubicando la posicién de

equilibrio de acuerdo con la fuerza aplicada (Curva morada, Fig. 4.13D).

4.14 Estabilidad del instrumento y Dinamica de proteina L

Como ya mencionamos anteriormente este instrumento, pose la increible capacidad de no entrar en
contacto directo con la muestra y al mismo tiempo aplicar una perturbacidn mecdnica en ella, a través
de campos magnéticos. Debido a que este fendmeno no altera fisicamente la muestra, sumado a la
capacidad del instrumento por realizar multiples ensayos en la misma microesfera paramagnética, se
pueden obtener experimentos de larga duracidn con reiterados pulsos magnéticos. Estos experimentos
pueden extenderse por largos periodos de tiempo, solo dependiendo de la unidn de las anclas

moleculares y también del comportamiento de las muestras utilizadas.
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Figura 4.13. Desplegamiento y Replegamiento de la Proteina L. Ensayo de desplegamiento y replegamiento
mediante pulsos distintos aplicados por un protocolo en ciclo. A) Diagrama ilustrativo de las etapas del ciclo de
pulsos aplicados. Comenzando el ensayo en un estado de reposo (R), luego sigue un pulso de desplegamiento
inicial (D). Pasados 60s, este disminuye su fuerza después, para permitir el replegamiento (P) y por ultimo un
ultimo pulso de desplegamiento final (D’). Finalmente se repite el pulso de reposo reiniciando el ciclo. B)
Representacion de un ciclo completo de desplegamiento y replegamiento de la proteina L. En este evento se
desplegaron 8 dominios en total en el primer pulso (flechas negras). En el pulso de replegamiento se plegaron 5
dominios, segun se observa (flechas rojas) y finalmente en el siguiente pulso de desplegamiento (D’), se
desplegaron esos 5 dominios previamente replegados, utilizando la misma fuerza que en el primer
desplegamiento (49 pN). C) Tasa de replegamiento segln los eventos analizados (eventos totales > 100), en donde
se dividid la cantidad de dominios replegados por la cantidad de dominios desplegados en el primer pulso. Se
utilizaron fuerzas desde 16 pN hasta los 26 pN. D) Conjunto de eventos realizados en pulsos de plegamiento (P),
con distintas fuerzas aplicadas.

Para confirmar esta idea se realizé un ensayo de multiples desplegamientos de la proteina L (Fig. 4.14),
utilizando una herramienta del software que permite realizar pulsos de manera automatizada sobre la
misma microesfera (Pulse Protocol, Fig. 4.8), con el fin de ensayar el comportamiento de la proteina L
después de una abundante cantidad de pulsos. Para este ensayo se determiné un pulso inicial de 49 pN
con una duracidn de 40 segundos, seguido por un pulso de equilibrado a 20 pN por 120 segundos.
Finalmente, se volvid de desplegar desde el estado de equilibro ejerciendo una fuerza de 49 pN. Este
ciclo de pulsos se repitié indefinidamente por 1 hora aproximadamente (4000 s). Durante este periodo
se lograron realizar 13 ciclos de pulsos de la misma microesfera paramagnética. La proteina L ensayada

en este experimento mantiene su estabilidad a lo largo de las 13 repeticiones realizadas. Luego de los
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4000 s que duré este ensayo, la esfera paramagnética desaparecié del plano y se detuvo la herramienta

de protocolo de pulsos automaticos.
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Figura 4.14. Eventos de larga duracion. Experimento de larga duracion realizado con la herramienta de pulsos
automaticos. Se realizaron 13 ensayos con una duracion total de 4000 segundos. Cada ensayo considera un
periodo de 40 s de desplegamiento a 49 pN, luego se lleva a la proteina a un estado de equilibro a 20 pN por 120

s y finalmente se vuelve a desplegar por 40 s.

51



5. DISCUSION

Las fuerzas mecanicas son sefiales celulares emergentes en el campo de la biologia. La exocitosis,
endocitosis, crecimiento celular, migracién, proliferacién celular, diferenciacién y apoptosis, son sélo
algunos ejemplos donde las fuerzas mecanicas participan modulando procesos moleculares (2,99,100).
Todos estos procesos tienen relacidon con la mecanotransduccion, conocido como el proceso de
conversion de fuerza mecanica en informacion bioquimica, que permite el funcionamiento de una
célula (101). Sin embargo, no es el Unico lugar donde la fuerza desempefa un papel relevante, también
participa en la regulacién de actividades enzimaticas, induce cambios estructurales tanto en proteinas
como en acidos nucleicos y modifica la cinética de los enlaces moleculares (102—-104). De este modo,

hoy entendemos que la fuerza es una sefal de gran relevancia para comprender la fisiologia de la célula.

En la dltima década multiples instrumentos se han desarrollado, con la finalidad de estudiar la mecano-
transduccion y el fendmeno por el cual de biomoléculas son moduladas por fuerzas mecanicas (105).
Sin duda, la instrumentacidn mas popular de este tipo es el microscopio de fuerza atémica (AFM). A
pesar de su gran popularidad y distribucidn a nivel global, el AFM posee una serie de desventaja que le
previenen de poder realizar ensayos de fuerzas calibradas en el rango fisiolédgico—por debajo de los 20
pN—, o la inhabilidad de poder mantener por grandes periodos de tiempo una molécula bajo fuerza,
simulando los tiempos de vida y comportamiento de una molécula elastica en la célula (106—-108). Para

una pinza magnética (MT), estos son parametros facilmente manejables por el instrumento, facilitando

la comprension de procesos bioldgicos de los que aln no se tiene acceso por medio de otras técnicas.
Ademas, la aplicacion de campos magnéticos evita el contacto directo con la muestra, por ende se evita
cualquier tipo de alteraciones fisicas sobre las biomoléculas.

Una pinza magnética tiene como ventaja poder estudiar la dindmica de proteinas que ocurren
en escalas de tiempo de los milisegundos y ademas poder interactuar con la misma proteina en diversos
ensayos que pueden prolongarse por horas. En este proyecto propusimos el desarrollo de un
instrumento capaz de aplicar perturbaciones mecanicas de alta resolucion, en las escalas de tiempo
antes mencionadas, utilizando como modelo a proteina L. Esta molécula fue expresada a partir del
plasmido pFN18a HaloTag-(ProtL)s-AviTag, que contiene 8 dominios B1 de proteina Ly rodeado por dos
anclas moleculares para inmovilizacién. Su tamafio molecular fue comprobado mediante un gel de

poliacrilamida (Fig. 4.1B) dando un estimado de 100 kDa, que corresponde a la masa molecular

esperada, ya que cada dominio posee una masa molecular estimada de 8 kDa, derivado de los 72
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aminoacidos (109,110). El marcador de anclaje Halo-Tag posee un peso molecular de 33 kDa con 297
aminoacidos (89) y por ultimo, el marcador de anclaje AviTag posee 15 aminoacidos, por lo que su peso
molecular no sera relevante, pero es aproximadamente de 1.5 kDa. Considerando los 8 dominios de
proteina Ly el Halo-Tag, la masa estimada tedrica deberia ser aproximadamente 98 kDa, coincidiendo
con la masa molecular obtenida a partir de los geles de poliacrilamida (Fig 4.1). Las muestras incluidas
en el mismo gel fueron previamente tratadas con ligando de Halo-Tag conjugado con AlexaFluor-488,
de modo de permitir confirmar la presencia de Halo-Tag mediante epi-iluminacion del gel. En el ensayo
usado con las fracciones pertenecientes a la purificacién se confirmé la presencia del constructo Halo-
Tag-(ProtL)s-AviTag en el tamafio esperado, pero ademas revelé bandas fluorescentes que no
corresponden con el peso molecular predicho. La banda inferior de la primera fraccion (F1, Fig. 4.1B),
coincide con el tamafio molecular de la molécula de Halo-Tag, por lo que hipotetizamos que nuestra
preparacidn experimenta una hidrolisis parcial en al menos una fraccién escindiendo a la molécula del
resto de la cadena polipeptidica. Por otro lado, en el resto de las fracciones se ve un bandeo escalonado
a masas moleculares inferiores que podria deberse a una degradacidon de la proteina L por la accidn de
protestas (111,112). Sin embargo, esto no afecta a los futuros procedimientos, debido a que una
expresion incompleta no debiese incluir al Avi-Tag biotinilizado y por ende la proteina no podra ser

tomada finalmente por la microesfera paramagnética durante las mediciones.

Proteina L ha sido un modelo ampliamente usado en espectroscopia de fuerza (68,84,113). Su gran
habilidad de plegar, la gran disponibilidad de mutantes y la profunda caracterizacién termodinamica
como mecanica la hace perfecta para su empleo como para la puesta en marcha de nuestro
instrumento. Proteina L posee una ruta de desplegamiento sencillo, practicamente de dos estados, y
gue puede ser ensayada mecdnicamente con excelentes resultados en ingenieria proteica, si es
utilizada como proteina tdandem. Esta estrategia facilita la manipulaciéon de la molécula de manera
individual, al desplazar el punto de inmovilizacién de la microesfera lejos de la superficie del vidrio
ademas de multiplicar la sefial de desplegamiento de acuerdo con el nimero de dominios incluidos en

el polimero—ocho dominios entregan ocho eventos de desplegamiento—.

Por otro lado, el instrumento incluido en esta propuesta tenia como gran motivacién desarrollar una
tecnologia aln en desarrollo en nuestro pais, que habilita el estudio de sistema relacionados a la
Biologia Mecanica. En particular, nuestro MT debia incluir la capacidad de estudiar la dindmica de

proteinas y biomoléculas en el rango fisioldgico de fuerzas junto con la habilidad de poder resolver
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eventos rapidos en la escala de la decena de milisegundos. Generalmente al construir espectrometros
de fuerzas, se utilizan microscopios que cumplen una funcidn particular y se adaptan de modo que
permiten la adicién de una funcion diferente o adicional (114). En el caso de las pinzas magnéticas
generalmente, se utilizan microscopios previamente comercializados que posean un sistema de imagen
y de iluminacién bajo un montaje de tipo invertido, con el fin de agregar el magneto por la parte
superior de este. En algunos casos se ha utilizado el Olympus IX70 (115-117), microscopio invertido
originalmente pensado para trabajar con muestras de tejidos e inmunofluorescencia. Removiendo la
torre de iluminacion desde el microscopio, se permite la instalacion de un componente capaz de
generar campos magnéticos. Este tipo de estrategias tiene la ventaja de que no es necesario determinar
distancias focales ni adaptar rutas de iluminaciéon o puntos para la instalacién de lentes y cdmaras,
haciendo de que todo el montaje sea mads sencillo de completar. No obstante, esta estrategia tiene
cierte limitaciones. Dificilmente se pueden mejorar las derivas mecanicas, la iluminacion tiende a ser
comercial y la implementacidn de filtros u otras estrategias estan limitadas al fabricante y por ultimo,
probablemente lo mas importante, es necesario contar con un microscopio donador de chasis para
montar la pinza magnética. Estas restricciones motivo a muchos grupos a desarrollar sus propios (118),

los cuales entregan plasticidad, ciertamente son mas versatiles y econdmicos.

El disefio de nuestro instrumento fue principalmente una pinza magnética vertical, ésea que aplica las
fuerzas en el eje Z. Sin embargo, también existen otras configuraciones como las pinzas magnéticas
horizontales (114,119) o las pinzas magnéticas de torque (120,121), que si bien mantienen la misma
orientacién, los magnetos pueden rotar desencadenando un campo magnético que permite aplicar
torque rotacional sobre moléculas, como los acidos nucleicos (121,122). Para la estructura base de
nuestro instrumento se optd por componentes de bajo precio, que permitieran reemplazar

componentes normalmente utilizados para el desarrollo de instrumentos.

Nuestro MT se ubicd sobre una plataforma de acero con cuatro pies de goma, los cuales permiten
absorber las vibraciones transmitidas desde el edificio hasta el microscopio. Este problema
normalmente se resuelve utilizando mesas dpticas que poseen un aislamiento contra las vibraciones
ambientales mediante sistemas pasivos o activos (123), pero su coste puede llegar a ser muy elevado
dependiendo del tipo de aislamiento. Sin duda la placa de acero cumple su funcién, debido a que en
las mediciones realizadas, no se observaron influencias en la toma de datos por vibraciones (Fig. 4.11).

Sin embargo, en este margen de error o el conocido “Peak-to-Peak signal”’, no solo influyen las
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vibraciones ambientales. Naturalmente, toda molécula experimenta fluctuaciones debido al bafio
térmico, lo mismo para la microesfera que al estar atada a la superficie mediante la molécula describe
un movimiento pendular (124,125). Este movimiento dependera principalmente de la fuerza aplicada
como del largo de la proteina—a mayor tamafio, mayor movimiento pendular, lo que aumenta el
“Peak-to-Peak” (PtP)—. Es por esto, que a mayores fuerzas (Fig. 4.11), el PtP, o error de la medida,
disminuye ya que el aumento de tensién provocada por el campo magnético sobre la proteina evita
que ésta pueda moverse con total libertad, confinando el movimiento pendular. De igual forma, para
esta proteina y con los componentes actuales del instrumento, el PtP no posee demasiada amplitud y
es facilmente suavizado empleando algoritmos como el de Savitzky—Golay (126,127) (Fig. 4.11D, Ey F).
Este es un suavizado digital aplicado luego de que la medicién es registrada y permite suavizar los datos
sin la necesidad de perder precisidén de los mismos, debido a que no perturba la tendencia de la sefial.
El uso de este algoritmo de suavizado (ventana de 101 puntos), permitié corregir ampliamente el PtP
registrado por el instrumento sobre la dindmica de plegamiento de proteina L, ademas de identificar

sin problemas transiciones de desplegamiento del dominio B1 de la proteina L (4.11F).

Varios componentes del instrumento fueron disefiados y fabricados gracias a la impresién 3D. Esta ha
sido una disciplina que se ha desarrollado enormemente en la ultima década (128-130). La diminucién
de los costos y el mejoramiento de las tecnologias—componentes y software—ha llevado a la
masificacion de este tipo de dispositivos en la poblacién. Hoy en dia, los avances técnicos han empujado
hasta el desarrollo de impresoras tridimensionales que utilizan componentes bioldgicos, como su
principal material de construccién(128,131). Sin duda el material utilizado mayormente por las
impresoras es el plastico. Uno de estos plasticos es llamado PLA (acido polilactico), tiene un muy bajo
costo y es muy popular, debido a que puede ser reciclado (132). En nuestro caso, los componentes
disefiados e impresos que utilizaron este plastico, permitieron disminuir los costes totales del
instrumento de manera significativa. Por el coste de una de componente de aluminio comercializado
para la construccion de microscopios—pilar estructural o plataformas de montaje—, fuimos capaces de

costear toda la estructura mecanica base del instrumento.

Los resultados del disefio e impresidn fueron altamente positivos, ya que tal como se menciond
anteriormente permitié implementar un microscopio de alta resolucion de bajo costo, pero también
trabajar en la confeccion de otros componentes y proyectos. Cada pieza fabricada requirié prototipado,

etapa en la cual logramos ajustar las dimensiones y sortear inconvenientes, que Unicamente se vuelven
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obvios luego de incluir el resto de componentes al microscopio en cuestion. La funcidon de cada pieza
fue ensayada y evaluada: las plataformas de montaje mostraron un rigidez adecuada junto con la
capacidad de deslizarse y fijarse con la ayuda del tornillo de fijacién al riel de la torre guia (Fig. 4.3.2).
El acabado de cada pieza puede ser mejor, utilizando otros pardmetros de impresién (tiempo,
velocidad, temperatura, etc.) o la resolucién de la misma impresora, pero esto no influye en la precision
y el funcionamiento del instrumento. Al ensamblar la estructura principal, se comprobd la precisién de
las piezas impresas tridimensionalmente, ya que estas debian anclarse componentes dpticos no
disefiados por el propio laboratorio. Esto se comprobd cuando cada componente comercial fue
correctamente ajustado a cada una de las piezas impresas (Fig. 4.4 y Fig. 4.9.1). En otros ensambles
Opticos se suelen utilizar rieles y carriles dpticos, que permiten dar resultados muy parecidos a los

obtenidos, pero sin duda su coste es bastante mas elevado (133,134).

Para la iluminacidn se escogid la estrategia de microscopio invertido, con el LED desde la parte inferior
del instrumento. De este modo la parte superior queda libre para la ubicacién del posicionador de
magnetos. Ademas, en la parte central se encuentra la cdmara de alta velocidad que permite visualizar
laimagen en un computador. Debido a esto se disefid el sistema 6ptico considerando una configuracion
como la presentada en la Figura 4.5A, ubicando la fuente luminica en la parte inferior del microscopio
y con un cubo equipado con un espejo dicroico para reflejar los rayos hasta la cdmara de video. Sin
embargo, este no es el Unico recorrido que podria tener la luz en una pinza magnética. En algunas
pinzas magnéticas el sistema de iluminacién esta por la parte superior y los magnetos se encuentran
por los costados (118,135), pero esto solo funcionaria para pinzas magnéticas horizontales. En otros
casos, también se han utilizado configuraciones invertidas, tanto la cdmara como el led se encuentran
por la parte inferior, requiriendo dos espejos dicroicos como separador (126). Las distancias finales de
cada lente podrian cambiar eventualmente para captar una mayor cantidad de haces de luz, pero para
esto habria que cambiar algunos componentes como los ejes lineales, debido a que limitan la distancia

a la cual se puede fijar el lente en el instrumento.

El sistema de movimiento y enfoque de la muestra se basé en dos componentes que permiten un
posicionamiento adecuado de las microesferas. Sin embargo, se ha estimado como posible
modificacion, la implementacion de un sistema de movimiento motorizado automatico en los ejes
horizontales XY, permitiendo a la muestra ser rastreada en todo momento y en los 3 ejes de

coordenadas. Sin duda esto podria beneficiar el empleo del instrumento, ya que podria permitir la
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implementacion de un sistema de busqueda de microesferas y ensayo mecanico automatizado, tal
como se ha hecho en otros instrumentos disponibles comercialmente (136). Por otro lado, el porta
muestras disefiado e impreso por el laboratorio, a pesar de que es funcional y adaptables a diferentes
camaras de fluidos y muestras, sera actualizado por otro disefio de aluminio estampado que permita
mejorar la adherencia de la cdmara con el micro ajustador XY, favoreciendo el desplazamiento de la
camara de fluidos por la superficie de la pieza impresa (Fig. 4.7). Esto mejorard la exploracién de la

muestra, uno de los puntos aun por mejorar en el instrumento.

Una de las ventajas mads relevantes de las pinzas magnéticas, son la gran estabilidad y la habilidad de
poder ensayar una moléculas hasta por dias (137). En nuestros resultados, pudimos realizar un
experimento por mas de 1 hora, en el cual la proteina se mantuvo estable (Fig. 4.14), pero este rango
podria mejorar significativamente, si se emplean ciertas condiciones que permitan una mejor
estabilidad de la proteina. Una de las limitaciones que atenta contra la posibilidad de ensayar una
molécula por horas y dias es la temperatura. Dada ciertas circunstancias la temperatura puede
favorecer el crecimiento de microorganismos, también la evaporacién de la solucién tampdn y por
ultimo la desnaturalizacién de la muestra, si esta es una proteina con una estructura terciaria débil
(138-141). En el estudio de Popa y cols. 2016, se lograron realizar experimentos de hasta una semana
de largo, pero cambiando el buffer repetidas veces para lograrlo. Los 3 factores mencionado, podrian
solucionarse parcialmente mediante la adicion de un bactericida y de un sistema de control de
temperatura integrado en el instrumento. Ya existen diversas maneras de realizarlo que podrian

adecuarse a nuestro instrumento, incluso algunas muy econémicas (142,143).

El circuito de retroalimentacion PID implementado para el funcionamiento del actuador lineal del
magneto, fue correctamente ajustado utilizando un osciloscopio y un generador de ondas. Aun asi, el
ajuste de los tres canales del PID (Fig. 4.8C), requirié bastante trabajo y se ajusté de modo de tener un
movimiento suave y que transmitiera minimas vibraciones al instrumento. A pesar de esto, la
sintonizacién de parametros en los tres amplificadores operacionales no entrego una condicidon
completamente libre de oscilaciones. Se escogidé una posicion y voltajes que minimizaran la transmision
de perturbaciones hasta el experimento a la vez que permitia un movimiento 4agil del par de magnetos
sobre la cdmara de fluido. Esto puede ser facilmente solucionado en un futuro, mejorando el circuito
electrénico o sustituyendo el posicionador por un electromagneto que no se basa en movimientos

mecanicos sino que altera su campo magnético por cambios en la corriente sobre la bobina. De todos
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modos, se logré obtener un resultado satisfactorio ya que las vibraciones afectaron minimamente las
mediciones (Fig. 4.11). El piezo eléctrico también funciona con un sistema PID, pero este viene
corregido desde la empresa que lo comercializa, por ende, viene con los pardmetros adecuados para

utilizar.

Como bien mencionamos, originalmente el software utilizado para este instrumento fue desarrollado
el laboratorio de Fernandez y obtenido desde un repositorio (88). Sin embargo, este fue modificado
localmente de modo de adaptarlo a nuestros componentes y a nuestros requerimientos. En otros
montajes, se han utilizado programas conocidos como LabVIEW y algunas de sus extensiones, para
poder realizar el seguimiento en tiempo real de las microesferas (144). El uso de estos programas
resulta mas facil, debido a que ya existen complementos que se dedican Unicamente al seguimiento de
microesferas en un campo de visidon (145-147). Sin embargo, algunos de estos complementos tienen
muchas limitaciones, que no permiten al usuario el desarrollo de ensayos mds complejos que requieren
de la automatizacion. Sin duda, nuestro software aun se encuentra en estado de desarrollo, pero con
el cédigo actual ya es capaz de realizar mediciones de manera rdpida y precisa—ancho de banda de 1
kHz y resoluciéon espacial de 5 nm—(Fig. 4.12). Las nuevas funciones agregadas, permitieron mejorar la
relacién de la interfaz con el usuario, facil manipulacién del posicionador de magnetos, y la exportacion

de datos.

Las camaras de fluidos son cominmente utilizadas para realizar ensayos en instrumentos donde se
necesita de una interfaz liquida (148,149), pero en una pinza magnética son de gran relevancia. Gracias
a la aplicacién de campos magnéticos y debido a que estos no tienen que entrar en contacto fisico con
la muestra, es posible utilizar las cdmaras de fluidos. Estas permiten intercambiar la soluciéon tampén,
renovandola constantemente, para que la camara no pierda hidratacidn o incluso para permitir la
adicién de una nueva solucién que contenga algiin componente de interés (150). Anticuerpos han sido
incorporados a la solucién, en ensayos que estaban siendo medidos en tiempo real, permitiendo
determinar el efecto de tales anticuerpos sobre la muestra utilizada (65). La confeccion de nuestras
camaras de fluidos podria mejorar enormemente, tanto en sus componentes como en su preparacion,
permitiendo mejoras para realizar los ensayos. La fabricacidn de ellas se hace partir de un espaciador
de Parafilm y vidrios funcionalizados, pero con un gran grado de trabajo manual en su confeccidn.
Hemos considerado que algunos componentes de las cdmaras podrian ser preparados en lotes o incluso

con la ayuda de sistemas equipados con CNC o control numérico computarizado, que facilitarian el
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proceso de fabricacién. En un estudio se han desarrollado mejoras en la permeabilidad de estas,
permitiendo el flujo directo de pequefias moléculas y iones, pero evitando el flujo de biomoléculas mas
grandes, como la muestra a estudiar (151). Ademas, se podrian implementar membranas permeables

con componentes antimicrobianos que eviten el crecimiento de microorganismos en la cdmara (152).

Para calibrar instrumentos de este tipo se utilizan diversos modelos que permiten estimar
correctamente la cantidad de fuerza aplicada a la molécula por el cambio de campo magnético usado
sobre la esfera paramagnética. Estos modelos se basan en las propiedades eldsticas de polimeros, y
logran relacionar la fureza y la extension tedrica que posee el polimero en cuestiéon. Los modelos
vermiforme o “Worm Like Chain” (WLC) y de cadena libre o “Freely Jointed Chain” (FJC) son
probablemente los dos modelos mas usados en el campo. Ambos modelos permiten relacionar la
elasticidad de un polimero, pero utilizan suposiciones distintas: mientras el WLC refleja cdmo cambia
la fuerza dado un cierto valor de extension de la molécula, el FIC ilustra como cambia la extensién del
polimero dada una fuerza aplicada. Si bien ambos podrian ser utilizados para realizar la calibracion,
preferimos utilizar el FIC debido a que nuestra variable dependiente es precisamente la extension de
la transicidon de (des)plegamiento mientras que la fuerza, o posicién de magneto (PM), es nuestra
variable independiente. Al implementar el modelo obtuvimos un largo de contorno (Lc) 20.4 de nmy
largo de Kuhn (KI) de 0.22 nm. Comparamos estos valores con los reportados por otros estudios
anteriores, donde también se utilizaron este tipo de modelos de elasticidad, proteina L y las mismas
microesferas paramagnéticas. Nuestros resultados no distan de manera significativa a los reportados
en los estudiaos revisados (84,113), a pesar de que en ellos se decidié el modelo WLC el cual arroja
largos de contorno mas pequefios ( ~17 nm), que coincidirian con el largo de contorno calculado
tedricamente. Dado este escenario, se propuso en restringir el largo de contorno al valor tedrico de un
dominio de la proteina L, para realizar el ajuste de los datos mostrado en la figura 4.10B. No obstante
nuestros datos no se ajustaron adecuadamente a ese Lc seleccionado, por ende, decidimos dejar el
ajuste de los datos con el menor nimero de restricciones. Para futuros proyecto planeamos mejorar la
ley del magneto tomando mas datos para cada posicién del magneto o elaborar exhaustivos calculos
de distribuciones de poblaciones (>100 eventos por posicidn), con el fin de hacer mas robusta la ley del
magneto. En estudios anteriores (56,68), se realizaron alrededor de 50 medidas por cada posicién de
magneto por lo que decidimos aumentar este nimero para mejorar la relacion entre el Lc tedrico y el
Lc obtenido del ajuste de datos. Los datos obtenidos por estos estudios explican una curva de fuerza

con una dependencia mas exponencial que la deducida desde nuestros datos (Fig. 4.10D), indicando
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gue a posiciones de magneto mds lejanas, son capaces de aplicar entre 1-10 pN, cuando nosotros
utilizando las mismas posiciones de magneto, no somos capaces de llegar al mismo rango de fuerzas

(16-26 pN).

La fuerza aplicada sobre la microesfera en términos practicos no varia, a pesar de que en realidad
existen pequefios cambios producto del cambio de extensién de la molécula. Si la proteina se despliega
la molécula se hace mas larga, aproximandose sélo unos cuantos nandmetros al campo magnético. Sin
embargo, este cambio es tan pequefo, que los cambios en la fuerza aplicada estan en el orden de los
0.001 pN (56). Uno de los parametros que si afectan de manera significativa la fuerza son las
microesferas magnéticas, el tipo de magneto utilizado o la distancia que existe entre ambos magnetos
(119,153). Todos estos, pueden afectar la curva de relacidn entre la distancia y la fuerza aplicada.
Entonces, al sustituir cualquiera de ellos seria necesario volver a aplicar el modelo FJC para obtener

una calibracidn particular para la nueva configuracién.

La velocidad en la adquisicion de datos es una de las limitaciones claves que tiene la ciencia para
estudiar los procesos biolégicos involucrados en multiples procesos moleculares incluyendo
fendmenos patoldgicos. Muchos de estos eventos ocurren en escalas muy breves de tiempo y ademas
utilizando cantidades de fuerzas muy pequefias. Las translocasas FtsK, se mueven con velocidades de
5 kilobases/s proceso que ocurre en fracciones de segundo (154,155). Por otro lado, los motores
relacionados al movimiento molecular de cargos como las miosinas y las quinesinas, poseen
temporalidades para las transiciones que bordean los 10 ms (107,156). Nuestro instrumento es capaz
de resolver eventos menores a 200 ms (Fig. 4.12), que corresponden con el tipo de ensayo realizado.
Probablemente la resolucion temporal de nuestro instrumento permita resolver transiciones aiin mas
rapidas, pero seria necesario ensayar biomoléculas que posean eventos en escalas menores a los 100
ms. En el ensayo realizado en la figura 4.12, se utilizé una ancho de banda de 850 Hz, pero la cdmara
es capaz de entregar anchos de banda de hasta los 1200 Hz, por lo que la cantidad de datos aumentaria
sustancialmente permitiendo resolver procesos en la decena de ms. En estudios se obtuvieron
resoluciones espacio-temporales bastante similares a las nuestras utilizando componentes similares,
pero ensayando en horquillas de ADN como muestra principal (118,157). En estos estudios se alcanzd
una resolucion temporal de eventos entre 1-100 ms. No obstante, en los ultimos afios se ha perseguido
impulsar el desarrollo de tecnologias para aumentar la resolucidn espacio-temporal de las pinzas

magnéticas (76,158). En la publicacién de Lansdorp y cols. 2013, se ha introducido una camara de alta
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velocidad, que es capaz de capturar mas de 30.000 cuadros por segundo (30 KHz) en un campo de vision
tipico (256 x 256 pixeles). Ademas, incluyen una fuente de iluminacidn de alto poder, basada en un
super diodo luminiscente. Con ambos componentes y utilizando la aceleracién por unidades de
procesamiento grafico (GPU), lograron visualizar eventos de aproximadamente 10 ms y con un error

de precisiéon de 0.6 A (76).

Entender el plegamiento de proteinas es crucial para la aplicacidn de terapias, sobre todo al considerar
el envejecimiento molecular y de tejidos. Este ultimo estd dado por modificaciones oxidativas
irreversible de las proteinas que lo componen (159,160). Por otro lado, las proteinas pueden también
pueden ser mal plegadas, probablemente debido a una alteracion genética o modificaciones oxidativas,
dando paso a diversas enfermedades (82). La proteina L esta conformada por un octamero del dominio
B1, que permite estudiar facilmente su elasticidad a distintas fuerzas, incluso si la variacidn de esta es
pequeiia. En nuestros experimentos se realizd un protocolo de desplegamiento, seguido por uno de
plegamiento y finalmente un ultimo desplegamiento confirmatorio para evaluar la tasa de
replegamiento del sistema, variando en un rango de fuerzas para el plegamiento entre 16 - 26 pN (Fig.
4.13). Se determiné que a menores fuerzas la proteina es capaz de plegar la totalidad de sus dominios,
pero aun asi estocasticamente ocurren eventos de desplegamiento. Si bien a menor fuerza ocurren
mas eventos de desplegamiento, también requieren de menos tiempo para plegarlos todos. A partir de
fuerzas de 19 pN, la proteina ya no es capaz de plegar la totalidad de sus dominios en mas del 75% de
los eventos registrados, en el tiempo dado para su replegamiento (180 s). Al extender el tiempo de este
equilibrio a baja fuerza, probablemente mas dominios hubieran plegado correctamente. Segun algunos
estudios, el tiempo es un factor importante en los eventos de replegamiento, que incluso puede ser
acortado utilizando chaperonas o anticuerpos (65,161-163). En los experimentos realizados se puede
observar que a medida que aumenta la fuerza, los dominios evitan plegarse nuevamente, lo que
posteriormente se ve traducido en menos peldafios o transiciones en el siguiente pulso de
desplegamiento (Fig. 4.13D). Resultados similares se observan en dominios de otras proteinas como
titina, en los cuales fuerzas <4 pN son necesarias para plegar completamente los dominios Ig de titina
y fuerzas >10 pN evitan cualquier evento de plegamiento (52). El dominio Ig de titina y un dominio B1
de la proteina L ademas de provenir de organismos distintos adoptan estructuras tridimensionales muy
diferentes. Sin embargo, se puede determinar un comportamiento similar al desplegar y plegar los
dominios de cada una de ellas, ya que ambas son proteinas elasticas y experimentan transiciones todo-

o-nada o desplegamientos sin la presencia de intermediarios.
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6. CONCLUSIONES

Aln es escasa la informacién que se posee sobre las biomoléculas y su participacidon en diversos
procesos bioldgicos. Ya es ampliamente conocido que estas biomoléculas participan en diversos
eventos, pero aun no se conoce en su totalidad, a través de cuales mecanismos es que participan. En
los Ultimos afios se ha desarrollado el area de la mecano-transduccién que permite interpretar la
informacién mecdnica en informaciéon bioquimica. Para comprender esta traduccion de sefales se han

implementado diversos instrumentos como los mencionados a lo largo de este proyecto.

En este trabajo implementamos un instrumento basado en una pinza magnética (MT), capaz de aplicar
estrés mecanico sobre una proteina unida a anclas moleculares, mediante el uso de campos magnéticos
permanentes. Ademads, como parte del proyecto se logré exitosamente expresar, purificar y biotinilar
correctamente el constructo de la proteina L con sus anclas moleculares (HaloTag-(ProtL)s-AviTag). Esto
fue comprobado mediante una serie de controles en geles denaturantes y al momento de desplegar la

proteina bajo fuerza, debido a la presencia de los 8 dominios de la proteina L.

Desde un punto de vista instrumental, se logré ensamblar correctamente los componentes necesarios
para implementar la pinza magnética, utilizando piezas disefiadas e impresas tridimensionalmente en
el mismo laboratorio. Todos los componentes del microscopio fueron correctamente ensamblados,
incluyendo los componentes estructurales, electronicos, dptico-mecanicos. La calibracion del MT
permitid interpretar la posiciéon del magneto y transformarla a una medida cuantificable de fuerza,
mediante la ley del magneto. También se verificé el error del instrumento y se aplicd el suavizado
Savitzky—-Golay, que permitié identificar distribuciones gaussianas de manera correcta, con el fin de

interpretar eventos asociados a la proteina L.

Finalmente, se logré caracterizar el comportamiento de la proteina L, mediante pulsos de
desplegamiento y plegamiento que demostraron la tasa de plegamiento de esta proteina. Ademas se
demostrd la capacidad del instrumento para estudiar eventos que ocurren en la escalada de los
centenares de milisegundos, mediante el (des)plegamiento de los dominios de la proteina L. Por Ultimo
el instrumento, permitié protocolos de multiples ensayos mecanicos por prolongados periodos de

tiempo, >1 hora seguida, utilizando la misma molécula a lo largo de todo el ensayo.
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7. IMPLICANCIAS, RECOMENDACIONES Y/O PROYECCIONES FUTURAS

La espectroscopia de fuerza permite estudiar eventos mecanicos que ocurren en escalas biolégicas muy
pequefias. El constante desarrollo de estos instrumentos mejora la precisidn y la escala —espacial y
temporal—- a la que estos pueden aspirar. Estos avances no son triviales, de hecho, han permitido
estudiar procesos bioldgicos tan relevantes como el funcionamiento de los motores moleculares, el
empaquetamiento del genoma de fagos o la operacidn de maquinas moleculares como el ribosoma en
la RNA polimerasa. Estos fendmenos ocurren bajo los 10 ms y en muchas ocasiones no superan los 4
nm de extensién (156,164,165). De esto modo se hace necesario el continuo desarrollo tecnoldgico de
este tipo de instrumentacién, lo que va de la mano con la implementacién de nuevos componentes,
como camaras de mayor sensibilidad y mas rapidas, computadores con mayor habilidad de cémputo,
o posicionadores o actuadores de mayor robustez y mas eficaces en la movilizacién de los componentes

del microscopio.

Mejorar la precisién y la escala a la que trabaja nuestra pinza magnética, se puede lograr facilmente
cambiando algunos componentes, como la cdmara CMOS por una cdmara de mayor ancho de banda o
de mayor sensibilidad, o sustituyendo el posicionador de los magnetos por uno sistema no mecanico
gue permita oscilar el campo magnético eficazmente. También, el cambio de la mesa en la cual esta
instalado el instrumento, por una con un sistema activo anti-vibratorio para la disminucién del ruido
mecanico de la habitacién. Todas estas mejoras podrian traducirse en una ganancia de la resolucion
temporal y espacial para los ensayos mecanicos, permitiendo estudiar sistemas biolégicos que
requieran la aplicacion de fuerzas muy pequefias y que las transiciones estuvieran por debajo de los 5
nm de extension. Nuestras actuales preguntas o motivaciones al interior de laboratorio no han
necesitado de un aumento de la resolucién espacial y temporal, pero podria ser necesario en el caso
de estudiar algunos sistemas relacionados a enfermedades, tales como procesos de
neurodegeneracién o agregacién de proteinas, donde las transiciones de las proteinas involucradas han

demostrado ubicarse en la escala de los pocos milisegundos (158,166,167).

Por otro lado, aplicar protocolos de fuerza prolongados, si esta dentro de las necesidades identificadas
al interior del grupo, ya que habilitaria poder ensayar escalas de tiempo que coinciden con procesos
biolégicos. Para esto se hace necesario contar con una estabilidad del instrumento que permita por

ejemplo ensayar una misma molécula por varias horas o dias. Esto se puede mejorar utilizando un
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sistema de control de temperatura en el instrumento, que evite la evaporacién del amortiguador o
solucion tampdén y que mantenga la molécula utilizada en condiciones estables. Ademas, se ha
evaluado la posibilidad de sustituir el una de las ancla moleculares—avidina-biotina— para mejorar la
adhesién de la molécula a la microesfera paramagnética evitando su desacople y la pérdida del
experimento en curso. En este se ha sugerido el cambio por SpyTag-KTag, sistema basado en el empleo
de un pequeiio péptido en la proteina—SpyTag— que permite unirse covalente al KTag por medio del

uso de la enzima ligasa Spy (168).

Si bien la hipétesis y el trabajo de este proyecto no se enmarca en el desarrollo tradicional de la
biotecnologia, las implicancias que posee este instrumento podrian tener un gran impacto, por
ejemplo, para del descubrimiento de farmacos mecanicos. Las enfermedades asociadas a bacterias
patogénicas que se adhieren a epitelios humanos son conocidas por su gran habilidad en el desarrollo
de biopeliculas refractarias al uso de antibidticos tradicionales. Por lo tanto, se hace vital, intervenir o
entorpecer en las primeras etapas de la colonizacién, es decir, la adhesiéon. El mecanismo que poseen
algunas bacterias para adherirse a los epitelios o superficies del hospedero es por medio del uso del pili
o fimbria, verdaderos filamentos de micrones de largo constituidos por proteinas polimerizadas en una
gran poliproteina. Ademas, estas cadenas proteicas son capaces de soportar fuerzas increiblemente
altas evitando de que la bacteria sea desgarrada desde el tejido. Intervenir la estructura de terciaria de
la proteina principal de la cadena, evitaria la unién de este patégeno, tarea que podria ser ensayada
por medio de nuestro instrumento que permite aplicar fuerzas calibradas y evaluar la elasticidad del

sistema de adhesion.

Dentro de nuestras proyecciones, proponemos el uso de péptidos anti-adhesivos especificos para
proteinas del pili de bacterias patdgenas. Mediante técnicas de ingenieria peptidica in sillico, biologia
molecular y expresidn de proteinas, se intervendra la proteina principal del pili de una bacteria
patégena modelo empleada en el laboratorio. Esto permitird desestabilizar la estructura terciaria de la
proteina comprometiendo la adhesidn del patdgeno, por ende este no podra infectar. Posteriormente
esta intervencion del péptido anti-adhesivo sera comprobada utilizando la pinza magnética
desarrollada en este proyecto. Esto mediante el andlisis de su extensidn, ya que algunas de estas

proteinas en tandem no son extensibles originalmente.
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ANEXOS Y MATERIAL SUPLEMENTARIO

pFN18a Halo ProtL {8-Avi)
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Figura Suplementaria 1. Mapa representativo del plasmido utilizado para la expresion. El mapa contiene los 8
dominios B1 que conforman la proteina L. Ademas, posee en ambos extremos la secuencia de Halo-Tag y la
secuencia del Avi-Tag. También se puede observar el promotor T7 y su terminador correspondiente.
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Video 1. https://www.youtube.com/watch?v=CsnElwynlEU&ab channel=MBLRivas-PardoLab

Enlace a repositorio GitHub https://github.com/RivasPardoLab/Tesis-Tomas

- Componentes impresos 3D (.stl y .step)

- Circuito retroalimentacion PID (.brd)

- Procedimiento para andlisis de tamafios de transicion Igor (.ipf)
- Software del instrumento modificado (.rar)

Mechano-Biology
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78


https://www.youtube.com/watch?v=CsnElwynlEU&ab_channel=MBLRivas-PardoLab
https://github.com/RivasPardoLab/Tesis-Tomas

