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Premio Nobel de Quimica 2014
Microscopia de fluorescencia
con super-resolucion

Andrés Arroyo-Pieck y Jorge Peon*

ABSTRACT (Super-resolved fluorescence microscopy)

The Nobel Prize in Chemistry 2014 was awarded to the developers of modern optical fluorescence
microscopy techniques that allow imaging ofliving systems with nanometer resolution. These meth-
odologies also allow for the time-resolved tracking of chemical and biochemical processes at the
single molecule level. The works of Eric Betzig, Stefan W. Hell and William E. Moerner have given us
extraordinary tools to study biological systems at unprecedented levels of spatial resolution.
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Resumen

El Premio Nobel de Quimica del 2014 se otorgd a los desarrolladores de las técnicas mas modernas de
microscopia éptica de fluorescencia. Estas metodologias permiten obtener imagenes de sistemas vi-
vos con una resolucién espacial de nanémetros. Ademas, gracias a estos desarrollos hoy en dia es
posible dar seguimiento temporal a procesos quimicos y bioquimicos al nivel de una molécula indi-
vidual. Los trabajos de Eric Betzig, Stefan W. Hell y William E. Moerner nos han dado herramientas
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extraordinarias para estudiar los sistemas biolégicos a los niveles mdas fundamentales.
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a microscopia éptica es una de las herramientas

mas importantes de las ciencias bioldgicas, empe-

zando con el descubrimiento de las células en 1665

por Robert Hooke. A través de los afios se han desa-
rrollado numerosas técnicas para mejorar el contraste y la
calidad de las imagenes obtenidas, ayudando inmensamen-
te alainvestigacion cientifica. Sin embargo, estas técnicas se
encontraban limitadas por la resolucién con la que se podian
observar los sistemas vivos.

Cuando la luz entra en un microscopio es refractada por
los lentes utilizados para iluminar y formar la imagen; sin
embargo, efectos de difraccién imponen un limite al drea de
la muestra que es irradiada, como sucede en microscopia
confocal. En el caso de la microscopia de fluorescencia en ge-
neral esto sucede en dos instancias: para la luz de excitaciéon
y para la emisién de las moléculas. Lo anterior produce que
las moléculas fluorescentes no se vean como puntos de luz
en el plano focal, sino como pequefias manchas de luz cono-
cidas como “discos de Airy”, que son cientos de veces mayo-
res al tamarfio del emisor, es decir, de una molécula indivi-
dual. Cuando dos o mas moléculas se encuentran juntas,
estos discos de luz se sobreponen, dando una imagen cuya
resolucién es del orden de la longitud de onda de la luz utili-
zada (Novotny & Hecht, 2006).
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En el orden acostumbrado: Eric Betzig, William E. Moernery Stefan W. Hell.
(Los créditos de las fotos son, respectivamente: Matt Staley/HHMI; ©Ber-
nd Schuller, Max-Plank Institute; K. Lowder via Wikimedia Commons, CC-
BY-SA-3.0).

La distancia minima para que dos componentes de un
sistema puedan diferenciarse con un microscopio se aproxi-
ma con el limite de difraccidén de Abbe, quien encontré que
la resolucién minima que se podria alcanzar con luz visible
es de aproximadamente 200 nm (Abbe, 1873).

El uso de longitudes de onda de luz mds pequeiias, en la
regién del ultravioleta y los rayos X, permite una mayor reso-
luciéon en las imagenes, pero la preparacién de las muestras
y la irradiacién con luz de alta energia no son compatibles
con el uso de células vivas, por lo que durante muchos afios
no se pudo observar la estructura fina y los procesos a nano-
escala en muestras bioldgicas vivas (Koster & Klumperman,
2003).
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El limite de Abbe no pudo ser superado sino hasta mas
de 100 afios después del desarrollo del microscopio éptico,
con la invencién de la microscopia de campo cercano (Near-
field Scanning Optical Microscopy, o NSOM), en la cual el
detector debe encontrarse a unos pocos nanémetros del ob-
jeto estudiado (Ash & Nichols, 1972). Esta técnica permite
obtener imagenes con alta resolucién y ha seguido evolucio-
nando desde su inicio, por ejemplo con el uso de fibras 6pti-
cas. Sin embargo, este método permite estudiar solo una
delgada capa en la superficie de las muestras, lo que limita
su uso.

Es gracias a la invencién de las técnicas de super-resolu-
cién por los ganadores del premio Nobel 2014, que se han
obtenido por primera ocasién imagenes con resoluciéon de
cerca de 10 nm de sistemas biolégicos vivos, y que incluso
sea posible reconstruir las estructuras finas de las células en
tres dimensiones.

Aunque recibieron el premio en conjunto, los tres inves-
tigadores, Eric Betzig, Stefan Hell y William Moerner, desa-
rrollaron diferentes métodos para lograr resolver las image-
nes por debajo del limite de difraccién impuesto por la
naturaleza de la luz. En 1994, Stefan Hell (Hell, 1994) desa-
rrollé la técnica de agotamiento de emisién estimulada
(STED por sus siglas en inglés: Stimulated Emission Deple-
tion Microscopy), la cual disminuye el tamafio del area ilu-
minada por un laser por debajo del limite de difraccién. Esto
se logra utilizando dos rayos laser para iluminar la muestra:
uno en configuracién confocal que ilumina una regién limi-
tada por difraccidén, y otro que desactiva las moléculas en la
orilla de esta zona por emisién estimulada. El segundo laser
logra lo anterior gracias a que tiene un modo transversal en
forma de “dona”, el cual rodea la iluminacién lograda con el
primer laser. Con esto se logra que el area que produce la
fluorescencia realmente sea de solo unos cuantos nanéme-
tros. Midiendo la intensidad de la fluorescencia emitida por
las moléculas que se encuentran solo en la regién central del
primer haz, se forma una imagen con una resolucién hasta
diez veces mayor a la obtenida con un microscopio confocal
convencional.

Las investigaciones de William Moerner y Eric Betzig
et al. (2006) se basan en la localizacién de moléculas indivi-
duales. Cuando la distancia entre moléculas fluorescentes es
mayor al limite de difraccion, es posible obtener un perfil de
intensidad del patrén de Airy formado en el microscopio,
cuyo analisis permite encontrar el centro del disco (esto es, la
posicion real de la molécula), con una exactitud que depen-
de sobre todo del nimero de fotones que se detectan. En una
muestra real, la densidad de las moléculas fluorescentes
debe ser alta para poder observar las estructuras, y la distan-
cia promedio entre emisores es mucho menor al limite de
difraccién. Para poder observar a los emisores individual-
mente, es necesario que solo una molécula por cada regioén
espacial del orden de un disco de Airy este emitiendo luz, lo
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que se logra utilizando moléculas que pueden ser activadas
con pulsos de luz de manera selectiva y estudiadas transito-
riamente hasta que son destruidas por el haz de excitacién.
Esta activacién se lleva a cabo mediante transformaciones
foto-inducidas que llevan a los marcadores moleculares de
una forma no-fluorescente a una forma fluorescente cuya
emision es detectada. Una vez marcada la posicién de cada
emisor, se reconstruye una imagen en forma de un mapa de
localizacién que tiene una resolucién diez veces mejor a la
obtenida por técnicas convencionales. Este principio fue de-
mostrado en 2006.

A partir de sus respectivas publicaciones, estas metodo-
logias se han seguido desarrollando y han dado lugar a la in-
vencién de una gran familia de técnicas que siguen los mis-
mos principios, y son denominadas colectivamente como
microscopia de super-resolucién (Allen et al., 2013). El rapi-
do avance que se ha dado en esta drea ha ido a la par de una
gran cantidad de estudios que han arrojado informacién sin
precedentes sobre las estructuras de las células y su confor-
macidn, asi como las propiedades, funciones e interacciones
de proteinas in vivo.

Estalinea de investigacién es altamente multidisciplina-
ria, donde grupos de investigacién incluyen tanto a fisicos
como quimicos y bidlogos, cada uno con diferente forma-
ciény conocimiento y es una muestra de laimportancia dela
comunicacién entre diferentes areas de la ciencia.
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