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La Real Academia Sueca de Ciencias, el miércoles ocho de octubre anuncio
que el Premio Nobel de Quimica 2014 habia sido concedido al cientifico aleman
Stefan W. Hell y los cientificos norteamericanos William E. Moerner y Eric Betzig, por
“el desarrollo de un microscopio fluorescente de alta resoluciéon”. EI microscopio
citado permite la observacion de moléculas individualizadas dentro de las células
vivas y es el origen de la conocida en la actualidad como nanescopia. En el informe
de la Real Academia Sueca de Ciencias se explicita que “su trabajo innovador ha
llevado la microscopia 6ptica a la nano-dimension.”

El estadounidense Eric Betzig, se encuentra trabajando actualmente en el Ins-
tituto Médico Howard Hughes. Nacié en Ann Arbor, Michigan, el 13 de enero de
1960. En 1983 se licencié en Ciencias Fisicas en el Instituto de Tecnologia de
California. El doctorado en Ingenieria y Fisica Aplicadas lo obtuvo en 1988 en la
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Universidad de Cornell. Ya doctor, se incorporé a trabajar en los Laboratorios AT&T
Bell en su Departamento de Investigaciones en Fisica de Semiconductores.

Su padre Robert Betzig era el propietario de la “Ann Arbor Machine Company”
y él en 1996 dej6 el anterior trabajo y se incorporé como Vicepresidente a la em-
presa familiar. No obtuvo el éxito comercial deseable y se entregd al campo de la
microscopia, desarrollando la microscopia de localizacién fotoactivada (PALM) y
en 2006 se incorpor6 al Campus de Investigacion Janelia Farm en Ashburn (Vir-
ginia) y es alli en donde trabaja en el desarrollo de técnicas de microscopia de
fluorescencia de super-alta resolucién.

El estadounidense William Moerner, trabaja en la famosa Universidad de Stan-
ford, EE.UU. Nacié en la base aérea de Pleasanton (California) el 24 de junio de
1953. Curs6 sus estudios universitarios en la Universidad de Washington en St.
Louis obteniendo los titulos respectivos en Fisica, Ingenieria Eléctrica y Matema-
ticas en 1975. Los estudios de postgrado los realiz6 en la Universidad de Cornell,
realizando un Méster (1978) y un Doctorado en Fisica (1982).

William Moerner desarrollé distintas responsabilidades cientificas, desde 1981
a 1995, en el Centro de Investigacién Almadén de IBM en San José, California. En
1995 fue nombrado catedratico de Quimica Fisica en la Universidad de Califor-
nia, cargo que ejercié hasta 1998. En 1998 se trasladé a Stanford con su grupo
de investigacién y obtuvo el nombramiento de Presidente del Departamento de
Quimica. Sus investigaciones estéan centradas en la microscopia de alta-resolu-
cion, la espectroscopia de moléculas individuales, la captura de nanoparticulas y
la nanofoténica. Su inmensa labor cientifica ha sido reconocida con la concesion
de gran ndmero de premios y distinciones que culminaron recientemente con el
merecido Premio Nobel.

El aleman Stefan Hell, dirige el Instituto Max Planck de Quimica Biofisica
en Gottingen (Alemania) y el Centro Aleméan de Investigacion contra el cancer
1978 vivié en Rum
estudios primarios y secundarios. En esta fecha se traslad6 a Alemania con su
padre, ingeniero, y su madre profesora. Los estudios universitarios los llevé a
cabo en la Universidad de Heilderberg donde culminé con su tesis doctoral
(1990), titulada “Imagenes de microestructuras transparentes en un micros-
copio confocal”.
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Al norte de Alemania, en la Universidad de Turku trabajé con un grupo de in-
vestigacion dedicado al microcopio de fluorescencia. Afios mas tarde le ofrecieron
una plaza en el Max Planck Instituto de Quimica Biofisica en Géttingen.

Desde 2003 ha sido ademas el lider del departamento de “Divisién de Nanos-
copia Optica” en el centro aleméan de Investigacién Oncolégica e Heilderberg. En
ésta misma Universidad ha sido Profesor en la Facultad de Fisica y Astronomia.

Los nombramientos honorificos, condecoraciones y premios a partir del 2000
en el que le concedié el Premio de la Comisién Internacional de Optica, han sido
continuos hasta concluir este afio con la concesion del Nobel y el Premio Kavli en
nanociencia por “/as contribuciones transformadoras en el campo de la nano-dp-
tica que han superado las creencias arraigadas acerca de los limites de resolucion
de la microscopia dptica y las técnicas de imagen”.

I Antecedentes

Desde 1838 en que Schleiden y Schwann promulgaran su teoria celular es
universalmente aceptado “que todo ser vivo, vegetal o animal, esta constituido
por unidades fundamentales denominadas células”. A partir de ese momento el
hombre dedicé sus esfuerzos al estudio de los medios necesarios para conocer la
estructura y funcién de las células. Justo es reconocer que el nombre de célula
procede del impuesto por Hooke (1665) a las celdillas que observé en la estruc-
tura de una laminilla de corcho observada con un microscopio 6ptico simple, muy
primitivo. Leeuwenhoek (1674) habia observado y descrito, igualmente, protozoos
y espermatozoides, también con un microscopio rudimentario.

LLos microscopios son instrumentos épticos que permiten ver aumentada la
imagen de un determinado objeto. En la historia de la ciencia biolégica resulta
fundamental el desarrollo del microcopio 6ptico y mas tarde el microscopio elec-
trénico, y ahora dedicaremos a ello una lineas, sin olvidar que estamos asistiendo
a una nueva era que es la del nanoscopio.

El microscopio 6ptico es un instrumento que amplifica una imagen y nos per-
mite la observacién de estructuras que a simple vista no era posible su observa-
cion. Clasicamente se ha considerado el microscopio simple formado por una sola
lente de aumento y el microscopio compuesto formado por varias lentes. Este tipo
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de microscopio también [lamado foténico esta constituido por unos componentes
mecanicos y unos componentes 6pticos. Los componentes 6pticos incluyen tres
sistemas de lentes, que son el condensador, el objetivo y el ocular. El ocular au-
menta la imagen producida por el objetivo (cuando le atraviesa la luz), pero no
puede aumentar la resolucion.

Y aqui esté la clave. ;Qué se entiende por resolucion? “La resolucién es la ca-
pacidad del sistema dptico del microscopio para producir iméagenes separadas de
objetos que se encuentran muy proximos”.

En 1873, el microscopista Ernst Abbe publicé una ecuacién demostrando como
la resolucién del microscopio 6ptico esté limitada por, entre otras cosas, la longi-
tud de onda de la luz. Determiné un limite fisico para la resolucién maxima de la
microscopia éptica tradicional y estipulé que nunca podria ser inferior a O,2pm.

La ecuacion es la siguiente:

0,61 A

nsen o

donde d es la distancia minima que debe separar dos puntos préximos en la mues-
tra para poderlos observar individualizados; lambda (L) es la longitud de onda de
laluz (527 nm para la luz blanca) y nes el indice de refraccién del medio presente
entre la muestra y la lente del objetivo. Alfa (o) es igual a la mitad del angulo del
cono de luz que entra en la lente del objetivo.

TAMANO DE DIVERSAS ENTIDADES BIOLOGICAS
LIMITE DE DIFRACCION DE ABBE (0.2 pm]

célula de mamifero bacteria mitocondria virus proteina molécula pequeiia

(o)

10pm Tpm

Figura 1. A finales del siglo XIX Ernst Abbe definid el limite de la resolucién
del microscopio dptico a la mitad de la longitud de onda de la luz 0,2 micré-
metros. Esto significaba que se podian distinguir las células y alguno de sus or-
génulos, pero no algo tan pequefio como los virus o proteinas individualizadas.
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El tamaiio de diversas entidades biolégicas muestra aquellas que pueden
ser descifradas por la microscopfa dptica situadas a la izquierda del limite de
difraccién de Abbe ((de izquierda a derecha) célula de mamifero, bacteria, mi-
tocondria, virus, ribosoma, proteina verde fluorescente (GPF) y timina (Johan
Jarnestad 2014, Nobel Price in Chemistry, con modificaciones).

El poder de resolucién o también Ilamado “limite de difracciéon” no solo depen-
de del sistema dptico sino también de la longitud de onda de la fuente luminosa,
el espesor de la muestra, la calidad de la fijacion y la intensidad de la coloracién.
La capacidad del ojo humano para distinguir dos puntos préximos (particulas o
lineas) esta limitada a 0,2 mm, y la del microscopio éptico a 0,2 um (figura 1).
El micrémetro, micrén o micra (Y) es la unidad de longitud equivalente a una mi-
llonésima parte de un metro. Llegados a este momento conviene tener en cuenta
cuales son la equivalencias a este respecto en las medidas de longitud:

1.0 milimetro = 1.000 micrémetros
1.0 micrémetro (p o um) = 1.000 nanémetros
1.0 nanémetro (my) = 10 angstroms

1.0 angstrom = 0,1 nanémetros (nm)

Hoy dia para el estudio e investigacién en biologia celular y en histologia, asi
como en organografia microscépica, se utilizan distintos microscopios épticos que
han ido apareciendo con el desarrollo de diferentes tecnologias. Los diferentes mi-
croscopios, sobre la base estructural comun, se diferencian fundamentalmente en
las distintas longitudes de onda de las fuentes luminosas utilizadas, la alteracion
fisica de la luz que incide o sale de la muestra y los procesos analiticos especificos
que se apliquen a la imagen final.

Las muestras para poder ser observadas al microscopio deben ser transparen-
tes o translicidas. Cuando las muestran proceden de tejidos, se requiere previa-
mente obtener cortes muy finos debidos a la utilizaciéon de un aparato de corte
llamado microtomo. Los microtomos se denominan de congelacion o bien de para-
fina, teniendo en cuenta el material en el que se encastran las piezas. Los cortes
asi obtenidos, se tifien bajo la accion de los llamados colorantes, tales como la
hematoxilina, eosina, azul de toluidina, verde luz. Estos compuestos tienen una
composicion quimica determinada y se reconocen como colorantes, acidos, basi-
cos, neutros. Los distintos colorantes se uniran a moléculas biolégicas facilitando
su visibilidad.
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La pieza de la cual se obtendra el corte procedente del microtomo requiere
que previamente se la someta a la accion del llamado fijador que suele ser una
solucién quimica como el formol, el formaldehido, &cido acético, etc.

™ MODELOS DE MICROSCOPIOS OPTICOS

Los microscopios 6pticos que se utilizan en la investigaciéon son: microscopio
de campo claro (el que usan habitualmente los estudiantes), microscopio de con-
traste fase, microscopio de campo oscuro, microscopio de fluorescencia (del que
nos ocuparemos con posterioridad y basico en los estudios de los Premios Nobel),
microscopio de barrido confocal, microscopio de luz ultravioleta, microscopio de
polarizacion.

Ocular
Microscopio de campo claro. Este microscopio  mecanismo de enfoque

es el mas utilizado y conocido a nivel de los estu-
dios escolares y universitarios. Puede disponer de
un solo ocular (y se le denomina microscopio mo-
nocular), pero lo mas usual es que conste de dos
oculares (microscopio binocular). El ocuiar es la
lente mas proxima al ojo observador, mientras que
la lente del objetivo es la méas préxima a la mues-
tra a observar. Este tipo de microscopio requiere
de una fuente luminosa que se sitla en la parte
mas inferior, un condensador por encima que per-
mite la proyeccién de los rayos de luz sobre la
muestra y una platina perforada sobre la que se
deposita la muestra en un llamado portaobjetos o (www/ monografias.el microsco-
porta (figura 2). pio.com).

de
imagen

Fuente de iluminacién

Figura 2. Microscopio dptico

Microscopio de contraste de fase. Es el microcopio habitualmente usado para
la observacién de células vivas sin tefir, es decir sin la utilizacién de colorantes.
Normalmente se utiliza en el estudio de cultivos celulares y cortes semifinos (de
unos 5um) de tejidos incluidos en material plastico.

Este microscopio tiene en cuenta los diferentes indices de refraccion de las
diferentes partes de la célula. Las partes mas densas producen iméagenes méas
oscuras, mientras que las partes méas claras corresponden a zonas menos densas
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de la estructura examinada. La luz que atraviesa las zonas de mayor indice de
refraccion (zonas densas) experimenta una deflexién y queda fuera de fase con
respecto a la luz principal de las ondas que atraviesan la muestra.

La muestra a examinar tiene diferentes componentes cada uno de los cuales
a su vez tiene distinta composicién quimica por lo que la influencia de la luz les
afecta de distinta manera, es decir presentan distintos indices de refraccion. Con
este modelo de microscopio se pueden observar en las células vivas los diferentes
organulos que la componen: mitocondrias, complejo de Golgi, vacuolas...y esta
observacién nos informa de los aspectos dinamicos de los mismos.

Las imagenes obtenidas en ocasiones presentan halos que interfieren y som-
bras producidas en lugares en los que el indice de refraccion experimenta cam-
bios subitos, se trata entonces del llamado microscopio de interferencia. Existen
varios tipos de microscopio de interferencia que minimizan los artefactos épticos.
El mas conocido y Util es el llamado microscopio de interferencia de Nomarski o
DIC (contraste de interferencia diferencial) que ofrece unas atractivas imagenes
tridimensionales.

Microscopio de campo oscuro. Consta de un condensador especial que ilumina
la muestra con luz fuerte indirecta. El objetivo recibe solo la luz dispersa o refrac-
tada por las estructura de la muestra. Por tanto, el campo visual se observa con
un fondo oscuro (de ahi el nombre) sobre el que aparecen particulas brillantes de
la muestra.

Si en una habitacion oscura, entra un rayo de luz vemos flotando infinidad de
particulas de polvo. Pues bien la luz reflejada por las particulas es la registrada
por la retina haciéndolas visibles.

El microscopio de campo oscuro se utiliza para la observaciéon de cristales de
4cido Urico o de oxalatos en la orina. Es también muy Util para la deteccion de
microorganismos y para la observacion de los granulos de plata revelados en las
autorradiografias. Los granulos aparecen blancos sobre fondo oscuro.

Microscopio de fluorescencia. Es el microscopio més utilizado para la locali-
zacion de moléculas en el interior de las células. Las moléculas con capacidad
fluorescente emiten una luz de determinada longitud de onda dentro del espectro
visible, cuando son expuestas a una fuente de luz ultravioleta (UV). EI micros-
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copio de fluorescencia se utiliza para la observacién de moléculas fluorescentes
naturales (autofluorescentes) como ocurre con el caso de la vitamina A y algunos
neurotransmisores. Su uso mas frecuente es en el caso de inyectar en el interior
de la célula colorantes fluorescentes (fluorocromos) que se acoplan a determina-
das moléculas que en este caso emiten fluorescencia y pueden ser identificadas,
como es el caso de los antigenos con los anticuerpos.

Entre la fuente de luz ultravioleta y la muestra se interponen distintos filtros
con el fin de lograr una luz monocromaética. Entre la muestra y el objetivo se inser-
tan otro conjunto de filtros que solo permiten que la estrecha banda de longitudes
de onda de la fluorescencia llegue al objetivo.

Un fluorocromo o fluordforo es un componente de una molécula que hace que
ésta sea fluorescente. Se trata de un grupo funcional de la molécula que absorbera
energia de una longitud de onda especifica y la volvera a emitir en otra longitud de
onda de mayor longitud y por tanto de menor energia. Estas dos condicionantes
dependeran tanto del propio fluorocromo como del ambiente quimico en el que
se producen.

Un derivado reactivo de la fluoresceina, el llamado isocianato de fluoresceina
ha sido uno de los fluorocromos que con mas frecuencia se han unido quimica-
mente a otras moléculas no fluorescentes con el fin de proporcionar nuevas mo-
|éculas fluorescentes. La rodamina, cumarina y cianina son fluorocromos que se
utilizan habitualmente.

Mas adelante nos ocuparemos del microscopio de fluorescencia de alta reso-
lucion que ha sido el ideado por los tres Premios Nobel y de sus insospechadas
ventajas.

Microascopio de barrido confocal. En este microscopio Ilama la atencion el hecho
de que la fuente luminosa es un rayo /dser. Un sistema de espejos mueve el laser
a través de la muestra iluminando un solo punto por vez. Previamente el laser
ha pasado por un tubo fotomultiplicador. Los datos de cada punto de la muestra
recorrida con el rayo movil, se guardan en una computadora y posteriormente se
pasan a un monitor de video de alta resolucién, creando una imagen visual. Las
regiones fuera de foco se eliminan de la imagen por medio del programa de la
computadora, credndose asi una definicibn maxima de la imagen.
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Una de las principales ventajas de este sistema es la posibilidad de obtener
imagenes de la muestra en cortes dpticos muy finos (aproximadamente de 1 pm
de espesor). Ademas es posible crear imagenes a diferentes profundidades dentro
de la muestra. Es decir se puede estudiar capa por capa de la muestra en todo su
espesor. Con una serie de imagenes y gracias a la computadora se pueden lograr
reconstrucciones tridimensionales muy nitidas.

Microscopio de luz ultravioleta. Como su nombre indica, este microscopio uti-
liza como fuente de luz, la luz ultravioleta (UV) y como lentes, lentes de cuarzo.
La luz ultravioleta tiene una longitud de onda de unos 200 nm y en consecuencia
se puede alcanzar un indice de resolucién de 0,1 pm. Hay que tener en cuenta
que no se puede observar directamente la muestra por medio del objetivo ya que
los rayos UV no son visibles y dafian la retina. Los resultados son registrados en

fotografias.

Se utiliza para el estudio y deteccién de los componentes de los &cidos nu-
cleicos, especialmente las bases puricas y pirimidicas. También se emplea en
el estudio de determinadas proteinas que contienen aminoéacidos especificos. El
funcionamiento del microscopio de luz ultravioleta no es muy diferente del funcio-
namiento de un espectrofotometro.

Microscopio de polarizacion. Entre la fuente de luz y la muestra se dispone
un filtro polarizante, conocido como polarizador. Entre el objetivo y el observa-
dor se encuentra un segundo polarizador que en este caso recibe el nombre de
analizador. EI microscopio de polarizacién utiliza la propiedad de las moléculas
o conjunto de moléculas muy ordenadas, para rotar el angulo del plano de la luz
polarizada.

La capacidad que tiene un cristal o estructura paracristalina de rotar el plano
de la luz polarizada se denomina birrefringencia (doble refraccion). Entre otras
muchas estructuras, presentan birrefringencia las células musculares estriadas
y algunas inclusiones cristaloides presentes en las células de Leydig o células
intersticiales del testiculo.

Microscopio de fluorescencia de alta resolucion. A finales del pasado siglo XXy
en lo que llevamos de siglo XXI, se han llevado a cabo toda una serie de innovacio-
nes en relacién con la microscopia de fluorescencia. Se trata de técnicas dpticas
complejas (tecnologias de super resolucién) que permiten a los investigadores
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localizar proteinas con marcas fluorescentes en resoluciones de décimas de na-
németros.

Por tanto, la famosa de ecuacién de Abbe, que preconizaba que nunca se po-
dria alcanzar una resolucién mayor que 0,2 micrémetros, ha sido sobrepasada, y
hoy es posible un microscopio éptico de nueva dimensidén que permite la visuali-
zacion de moléculas individuales en el interior de las células. Es decir que no hay
una estructura demasiado pequefia que no pueda ser estudiada, del microscopio
se ha pasado al nanescopio.

Muchas de las técnicas de super resolucién se basan en el descubrimiento de
que una mutacién particular de polipéptido GFP transforma la proteina en una
molécula fotoactivable (PA-GFP) y dicha GFP mutante sigue siendo no fluorescen-
te hasta que la activa la luz ultravioleta. Hoy en dia se conocen toda una serie de
proteinas fotoconmutables cuya emision fluorescente en una determinada longi-
tud de onda puede activarse o desactivarse con pulsos luminosos.

0 La contribucion de los premios nobel

La técnica de agotamiento de la emision estimulada: STED (Stimulated Emis-
sion Depletion).

Stefan Hell (1962) nacié en Rumania doctorandose en la Universidad de Hei-
delberg. Actualmente estd a cargo de la direccion del Instituto Max Planck de
Quimica Biofisica (Alemania), y del Centro Aleméan de Investigacion contra el
Céancer de Heidelberg.

Cuando Stefan Hell leyé sobre el concepto de la emisién estimulada, se dio
cuenta de que deberia ser posible concebir una especie de nano-flash de laser
que podria barrer las muestras de nanémetro en nanémetro. Mediante el uso de la
fluorescentes. Cuan-

y se oscurecen. En 1994, Stefan Hell publicé un articulo que resumia sus ideas
(1). En el método propuesto, denominado agotamiento de la emision estimulada
(STED), un pulso de luz excita todas las moléculas fluorescentes, mientras otro
pulso de luz apaga la fluorescencia de todas las moléculas excepto en un volumen
de tamafio nanométrico en el medio. Solo este volumen es registrado por lo que el
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area observada es muy pequefia y precisa (figura 1). Haciendo el correspondiente
barrido de toda la muestra es posible obtener una imagen completa y mas pre-
cisa. Cuanto menor sea el volumen al que se le permite emitir fluorescencia en
un instante, mayor serd la resolucion de la imagen final. Por lo tanto, no hay, en
principio, limite a la resolucién de los microscopios 6pticos (figura 3).

Técnica STED (Stimulated Emission Depletion) El articulo teérico de Stefan Hell
no cred ninguna conmocién inmediata,

Liser de excitacidn  Léser de blanqueamiento pero era lo suficientemente interesante
como para que le ofrecieran un puesto
en el Instituto Max Planck de Quimica
Biofisica en Gottingen. En los afios si-
guientes llevd sus ideas a buen térmi-
' no, desarrollé un microscopio STED. En
vy Excacan 2000 ¢l fue capaz de demostrar que

/ sus ideas funcionan realmente en la
practica, mediante, entre otras cosas,
iméagenes de un bacteria E. coli con una
resolucién nunca antes alcanzada en un

[

Figura 3. Ejemplo simplificado de la técnica
STED. En esta técnica el haz de excitacién (verde)
se puede hacer mds pequefio con otro lser (rojo),
que apaga el entorno del primero haciendo que Microscopio optico.
s€a mas preclso.

El microscopio STED recoge la luz
de una multitud de pequefios voliimenes para crear una imagen mas completa. En
contraste, el segundo principio galardonado, la microscopia de una sola molécula,
implica la superposicion de varias imagenes. Eric Betzig y W.E. Moerner, desarro-
llaron, independientemente entre si, los diferentes elementos fundamentales para
su desarrollo. El origen de esta segunda técnica ocurrié6 cuando Moerner logré

detectar una sola molécula fluorescente.

™ La primera vez que se detecta una molécula fluorescente

En la mayoria de los métodos quimicos, por ejemplo al medir la absorcion
de luz por una molécula o en medidas de fluorescencia, los cientificos estudian
millones de moléculas simultaneamente. Los resultados de tales experimentos
representan una especie de media de todas ellas. Los cientificos han tenido que
aceptarlo, sin embargo hay que reconocer que la ciencia sofiaba con la medicion
de moléculas individuales, ya que asi seria méas facil y mejor comprender, por
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ejemplo, cémo se desarrollan las enfermedades. Asi, en 1989, cuando Moerner
como el primer cientifico en el mundo fue capaz de medir la absorcién de la luz
de una sola molécula, consiguié un logro fundamental.

El experimento abrié la puerta a un nuevo futuro e inspiré muchos quimicos
a dirigir su atencioén a las moléculas individuales. Uno de ellos era Eric Betzig,
cuyos logros se describen mas adelante.

Ocho afios més tarde William Moerner dio el siguiente paso hacia la microsco-
pia de una sola molécula, basandose en el descubrimiento anterior de la proteina
verde fluorescente (GFP) del Premio Nobel Roger Tsien otorgado en el afio 2008.

En 1997 Moerner se incorpord a la Universidad de California en San Diego, donde
Roger Tsien, Premio Nobel, estaba tratando de conseguir que la proteina verde fluo-
rescente, GFP, tuviese todos los colores del arco iris. La proteina verde se aislé de una
medusa fluorescente y su interés se encuentra en su capacidad para hacer que las
proteinas dentro de las células vivas puedan ser visibles. Usando el gen de la GFP los
cientificos pueden hacer fluorescentes a otras proteinas. La luz verde posteriormente
revela exactamente en que parte de la célula se ubica la proteina marcada.

Moerner descubridé que la fluorescencia de una variante de la proteina GFP se
podria encender y apagar a voluntad. Cuando se excita con luz de longitud de onda
de 488 nandmetros la proteina comienza a emitir fluorescencia, pero después de
un tiempo la fluorescencia se desvanece. Independientemente de la cantidad de
luz que dirige a la proteina, la fluorescencia desaparece. Sin embargo, la luz de
longitud de onda de 405 nanémetros hace que la proteina vuelva a ser fluorescen-
te al ser de nuevo iluminada con luz de 488 nandémetros.

Moerner dispersa estas proteinas excitables en un gel, de manera que la dis-
tancia entre cada proteina individual fuera mayor que el limite de difraccién de
Abbe de 0,2 micrémetros. Con un microscopio dptico se podria discernir el res-
plandor de las moléculas individuales —eran como pequefias ldmparas con inte-

rruptores, que podia encender y apagar—.

revista cientifica Nature en 1997.

Por este descubrimiento Moerner demostré que es posible controlar 6ptica-
mente la fluorescencia de moléculas individuales. Esto resuelve un problema que
Eric Betzig habia formulado dos afios antes (figura 4).
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Figura 4. Ejemplo de la técnica STED. Comparacién de una muestra de
la protefna vimentina observada por microscopia confocal y la técnica STED.
Nétese la diferencia en la resolucidn entre las dos imdgenes (imagen libre de
derechos obtenida de wikimedia commons).

La contribucién de Eric Betzig

Al igual que Stefan Hell, Eric Betzig estaba obsesionado por la idea de sobre-
pasar el limite de difraccién de Abbe. A principios de la década de 1990 estaba
trabajando en un nuevo tipo de microscopia 6ptica Illamada microscopia de campo
cercano en los Laboratorios Bell, en Nueva Jersey. En la microscopia de campo
cercano el rayo de luz se emite desde una punta muy delgada que se coloca a solo
unos nandémetros de la muestra. Este tipo de microscopia también puede eludir
el limite de difraccién de Abbe, aunque el método tiene importantes debilidades.
Por ejemplo, la luz emitida tiene un corto alcance tal que es dificil de visualizar
las estructuras por debajo de la superficie de la célula.

En 1995 Eric Betzig concluyd que la microscopia de campo cercano no podria
mejorarse mucho mas alla. Ademas, él no se sentia a gusto en el mundo académi-
co y decidio poner fin a su carrera de investigacion; sin saber a dénde irfa después,
dejando los Laboratorios Bell. Pero el limite de difraccién de Abbe se mantuvo en
su mente. Durante un paseo un dfa frio de invierno una nueva idea se le ocurrio.
;Podria ser posible eludir el limite de difraccion utilizando moléculas con diferen-
tes propiedades, moléculas que poseen fluorescenia de diferentes colores?

Inspirado por Moerner, entre otros, Eric Betzig ya habfa detectado fluorescen-
cia en moléculas individuales utilizando microscopia de campo cercano. Empezé
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a preguntarse si un microscopio regular podria producir la misma alta resolucion
si diferentes moléculas brillaban con diferentes colores, como el rojo, amarillo
y verde. La idea era tener el microscopio y registrar una imagen por color. Si se
dispersaban moléculas fluorescentes de un color y se encuentran a una distancia
mayor a los 0,2 micrémetros estipulados por limite de difraccién de Abbe, su po-
sicion se podria determinar con gran precision. Si después hacemos lo mismo con
las de otro color, es muy posible que cuando se superpusiesen estas imagenes, la
fotografia completa obtendria una resolucién entre moléculas mucho mejor que
el limite de difraccién de Abbe, y asi las moléculas de color rojo, amarillo y verde
serian distinguibles incluso si su distancia estaba a unos pocos nanémetros. De
este modo limite de difraccién de Abbe podria eludirse. Sin embargo, hubo al-
gunos problemas préacticos, por ejemplo, una falta de moléculas con una calidad
suficiente de propiedades 6pticas adecuadas para ser distinguibles.

En 1995 Eric Betzig publicé sus ideas teéricas en la revista Optics Letters, y
posteriormente abandond la academia y se uni6 a la compafiia de su padre.

I La sorprendente proteina verde fluorescente (GFP)

Durante muchos afios, Eric Betzig estuvo totalmente desconectado de la co-
munidad investigadora. Pero un dia, un anhelo de la ciencia cobré vida de nuevo
y volvid a revisar la literatura cientifica encontrandose con la proteina fluorescente
verde por primera vez. Al darse cuenta de que habia una proteina que podria ha-
cer visibles otras proteinas dentro de las células, revivieron los pensamientos de
Betzig sobre cdmo eludir el limite de difraccién de Abbe.

Sin embargo, el verdadero avance se produjo en 2005, cuando encontrd que
las proteinas fluorescentes que podrian activarse a voluntad, aquellas en las que
habia trabajado Moerner en 1997. Betzig se dio cuenta de que una proteina como
esa era la necesaria para poner en practica la idea que habfa tenido diez afios
antes. Las moléculas fluorescentes no necesitaban ser de diferentes colores sino

~AAAr AnAcAan
U

La proteina verde fluorescente (o GFP, green fluorescent protein) es una proteina
producida por la medusa Aquorea victoria que emite bioluminiscencia en la zona
verde del espectro visible. Esta proteina se utiliza habitualmente en biologia mole-
cular como marcador. En 2008 los profesores Martin Chalfie, Osamu Shinomura y
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Roger Tsien fueron galardonados con el Premio Nobel de Quimica por su descubri-
miento y desarrollo de la proteina fluorescente verde, herramienta indispensable
para la biologia y la medicina modernas.

Apenas un aflo mas tarde, Eric Betzig demostré, en colaboracién con cientifi-
cos que trabajan en proteinas fluorescentes excitables, que su idea funcionaba en
la practica. Entre otras cosas, los cientificos acoplaron la proteina brillante a la
membrana que envuelve el lisosoma de la célula. Con el uso de un pulso de luz las
proteinas se activaban emitiendo fluorescencia, pero ya que el pulso era tan débil
solo una fraccién de estas proteinas comenzaban a brillar. Debido a su pequefio
nlmero, casi todos ellos estaban situados a una distancia mayor que el limite de
difraccién de Abbe de 0,2 micrémetros. Por lo tanto la posicién de cada proteina
brillante podria ser registrada de forma muy precisa en el microscopio. Después de
un tiempo, cuando su fluorescencia se apagaba, los cientificos activaban un nuevo
subgrupo de proteinas. Una vez mas, el pulso era tan débil de modo que solo una
fraccion de las proteinas brillaba, después de lo cual otra imagen se tomaba. Este
procedimiento se repetia unay otra vez (figura 5).

Técnica PALM (photoactivated localization microscopy)

Secuencla de

imdgenes 1 Superposicién 1

. Superpasicion 2

Secuencia de
imdgenes 2

Secuencla de

ImAgenes 3 Superposicién 3

"
1]

imagen final

Figura 5. Ejemplo simplificado de la técnica PALM. En la técnica
PALM los fluoréforos se van encendiendo y apagando alternativamente,
de modo que al combinar muchas fotos del mismo plano y superponer-
las, las imdgenes obtenidas permiten que la distancia entre fluoréforos
sea inferior a 200 nm.
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200nm

Figura 6. Ejemplo de fluorescencia PALM (photoacti-
vated localization microscopy). Imagen de superresolucion de
la proteina amarilla YFP, obtenida a partir de modificaciones
15nm : genéticas de la GFP. En este ¢jemplo es posible comprobar
cémo es posible superar sobradamente el limite impuesto por
20nm ? Ernst Abbe con la técnica PALM (imagen libre de derechos
30nm . .

obtenida de la wikipedia).

Cuando Betzig superpuso las imagenes obtenidas consiguié una imagen de
alta resolucion de la membrana de los lisosomas. A esta técnica se la denominé
PALM (photoactivated localization microscopy) que podria traducirse como mi-
croscopia de localizacion fotoactivada o microscopia de una sola molécula. Su
resolucion era mucho mejor que el limite de difraccion de Abbe (figura 6). Un ar-
ticulo publicado en la revista Science en 2006, present6 esta nueva aproximacion
a la comunidad cientifica.

Conclusiones

En resumen, podemos considerar que el Premio Nobel de Quimica 2014
ha premiado dos descubrimientos separados. EI método de microscopia STED
timulates depletion emission), desarroliado por Stefan Hell en 2000, gue utiliza
dos rayos laser, uno que estimula moléculas fluuorescentes para brillar, y otro
que anula toda la fluorescencia excepto para aquella en un volumen de tamafio
nanomeétrico. Con la exploracién posterior de la muestra nanémetro a nandémetro,
se consigue una imagen con una resolucién mas elevada del limite estipulado por

Abbe.
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Eric Betzig y William Moerner, trabajando separadamente encontraron el
segundo método, la microscopia de moléculas individuales. EI método cuenta
con la posibilidad de cambiar a fluorescentes o no fluorescentes moléculas
individuales. Repasando la misma &rea muchas veces, dejando que unas pocas
moléculas salpicadas brillen cada momento, la superposicion de estas imagenes
conduce a una superimagen densa con resoluciéon de nanonivel. En 2006 Eric
Betzig utilizé este método por primera vez.

Hoy la nanoscopia se usa en todo el mundo y cada dia se producen nuevos
conocimientos del mayor beneficio para la humanidad.

Por tanto, la historia de la microscopia de fluorescencia de alta resolucién es
muy corta. EI conjunto microscopia STED vy fluoréforos fue aplicado por primera
vez en el aflo 2000 y los métodos basados en fluoréforos indviduales, en el afio
2006. A pesar de esto, las técnicas en rapido desarrollo de la microscopia de
fluorescencia de alta resolucion, se aplican a gran escala en los campos mas im-
portantes de las ciencias biolégicas y de las ciencias biomédicas, como biologia,
microbiologia y neurociencias. En este momento existen muchas razones para
predecir que estos descubrimientos ya estan produciendo cantidad de nuevos y
hasta ahora inalcanzables resultados, produccién que se acelerara en las proximas
décadas. Estos descubrimientos han de revolucionar la biologia y la medicina al
permitir descripciones cuantitativas y reales a nanoescala de procesos biolégicos
moleculares multidimensionales y complejos, que definen el fenotipo de todas las
formas de vida.

i Abreviaturas
DIC, contraste de interferencia diferencial.
GFP, (green fluorescent protein) proteina verde fluorescente.

PALM, (photoactivated localization microscopy) microscopia de localizacién fo-
toactivada o microscopia de una sola molécula.

STED, (stimulated Emission Depletion) agotamiento de la emision estimulada.

UV, ultravioleta.
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