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PREMIO NOBEL EN QUuiMICA
2014: SUPERANDO EL LIMITE

INFRANQUEABLE DE LA

MICROSCOPIA A LA NANOSCOPIA

Figura 1. Microscopia vs. nanoscopia. Izquierda: imagen por microscopia
convencional de fluorescencia, donde la proteina actina (marcada de ver-
de) y MAP2 (marcada de magenta) muestran la estructura de una dendrita
de una neurona del hipocampo. Derecha: imagen tridimensional tomada
por nanoscopia Storm, correspondiente al rectdngulo marcado en la ima-
gen de la izquierda. Se observa la compleja red formada por fibras indivi-
duales de actina marcada. El inserto corresponde a la seccién transversal
de la regién marcada. Fuente: Xu, Zhong y Zhuang (2013)

La invencién de la microscopia es un ejemplo
histérico muy claro de cémo el desarrollo de
una nueva tecnologia extiende el horizonte
cientifico de lo observable y lo comprensible.
Desde que Anton van Leeuwenhoek creé el
primer microscopio de uso cientifico en el
siglo XVII, esta tecnologia fue avanzando con
una progresiva acumulacién de mejoras, tales
como el disefio de microscopios compuestos,

el uso del aceite de inmersién y la eliminacién
de aberraciones propias de la calidad de los
lentes. Sin embargo, en el siglo XX, se llegd
a alcanzar un maximo de resolucién que
parecia infranqueable, puesto que estaba
impuesto por las propiedades fisicas de la luz.
Las imdgenes que vemos naturalmente o con
instrumentos 6pticos se forman por ondas de
luz que atraviesan o se reflejan en los objetos.



La fisica nos demuestra que la perturbacién
de una onda no puede distinguir entre dos
objetos si estos se encuentran separados por
una distancia menor a la mitad de la longitud
de esa onda. De hecho, las ondas de luz visible
(longitud 400-700 nanémetros) no distinguen
entre dos objetos que se encuentren separados
por menos de 200 nanémetros entre si. Por ello,
no podemos obtener con ningtin instrumento
—por perfecto que sea— informacién espacial
con una resolucién mayor a este limite®.

Hasta hace muy poco, este mdximo de
resoluciéon de 200 nm -llamado limite de
difraccién delaluz—habia podido ser superado
tnicamente cuando se dejaba de utilizar luz.
La microscopia electrénica utiliza, en su lugar,
rayos de electrones de longitudes de onda del
orden de picometros, que permiten llegar a
resoluciones mayores. Lamentablemente, la
energia involucrada en esta microscopia y los
tratamientos que requiere son incompatibles
conlavidayno pueden utilizarse para observar
células vivas. En cuanto a las microscopias de
sonda, como la microscopia de fuerza atémica
(AFM), estas han permitido crear imdgenes
submicroscépicas al no usar rayos de ningtin
tipo, sino una sonda que “palpa” la superficie
de la muestra. No obstante, las estructuras
interiores de una célula viva son totalmente
inalcanzables para este tipo de microscopia.

1 Abbe (1873)
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Las células que observamos en el microscopio
Optico, vivas y transparentes —de un tamafio
tipico de 1 micra para bacterias, y de 100
micras para células eucariotes—, nos muestran
Unicamente sus corpudsculos mayores, tales
como organelas. Es innegable la cantidad de
informacién que esto nos ha revelado sobre la
vida y la diversidad de los microorganismos,
y sobre la estructura y el funcionamiento de
los tejidos, puesto que la microbiologia y la
histologia se encuentran no solo articuladas,
sino incluso podriamos decir fundadas y
definidas por el uso del microscopio 6ptico.

Sin embargo, con este, vemos poco o nada
de la danza de moléculas que determina el
funcionamiento de la célula, debido a que
estas son tipicamente de tamafios entre 1
y 10 nm (0,001-0,01 micras). Dado que las
moléculas son invisibles para el microscopio
optico, la bioquimica tuvo que desarrollarse
aislando los procesos de la célula y llevandolos
a escalas observables mediante infinidad de
métodos, desde reacciones colorimétricas
hasta cristalografia de rayos X. Asi, hemos ido
aprendiendo sobre el quehacer interior de la
célula mas por modelaje que por observaciéon
directa, para lo cual se extrapola lo que
observamos en procesos aislados en tubos de
ensayo —lo que puede ocurrir in vivo—, tratando
de ir completando un esquema integrado. Por
su parte, el desarrollo de la genética nos ha
construido un mapa de funciones mediante la

asociacion de secuencias de ADN a funciones
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y estructuras especificas, segtin lo observado,
con técnicas de bioquimica y microscopia.

(Coémo integrar los procesos moleculares
elementales de la vida si no los podemos ver
en funcionamiento en su contexto natural?
Esta tarea es el reto que acepta el cientifico
experimentalista. Un logro importante en
este sentido, merecedor del premio Nobel de
quimica en el afio 2008 y precedente directo
del logro de la microscopia de ultra resolucién,
es el marcaje de proteinas con proteina verde
fluorescente (GFP). Esta protefna fluorescente
fue descubierta en la medusa Aequorea victoria,
y mediante técnicas de ingenieria genética se
la puede adherir con relativa facilidad a un
gen especifico cualquiera. De este modo, una
proteina que podemos escoger dentro de los
miles diferentes que tiene una célula adquiere
la propiedad de brillar, de modo que es visible
para el microscopio 6ptico, a pesar de su
diminuto tamano (1-10 nm). El uso de la GFP
como etiqueta molecular ha permitido seguir
el rastro de muchas proteinas desde su sintesis,
monitorear su abundancia, su localizacién
en la célula y su ensamblaje en estructuras
visibles al microscopio 6ptico. Ademds, la
existencia de esta etiqueta abri6 las puertas
a que los avances técnicos en fluorescencia
pudieran ser aprovechados para el desarrollo
de microscopios de ultra-alta resolucién, que
finalmente romperian la barrera del limite

2 Nobel Prize Org. (2014a)
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de difraccién de la luz con fines de estudios

biol6gicos®.

Los métodos de deteccion de fluorescencia
llegaron a ser muy sensibles gracias a técnicas
desarrolladas entre las décadas de 1970 y
1990. Se logré, incluso, detectar moléculas
individuales en una superficie, siempre y
cuando estas se encontraran distanciadas entre
si mas alla del limite de difraccién. Cabe anotar
que al utilizar dispersiones de fluoréforos de
manera muy diluida en una superficie se sabe
de antemano que todos ellos se encuentran a
mas de 200 nm uno de otro. Asi, al analizar
los datos de emisién, sabiendo que cada
fuente de brillo corresponde a una dnica
molécula, los datos de frecuencia de emisién
dibujan una curva normal de Gauss, cuyo
centro corresponde a la localizacion real de la
molécula fluorescente (Figura 2 a y b). Segin
la calidad y la abundancia de la informacién,
puede estimarse la ubicacién de dicho centro
con una resolucién que se acerca tedricamente
al infinito (Figura 2 ¢).

3 Nobel Prize Org. (2014a)
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Figura 2. Principio estadistico de la localizacién de
moléculas individuales en ultra-alta resolucién. (a)
Imagen pixelizada de la intensidad obtenida de un
tnico fluoréforo en el plano x-y del fotodetector; se
traza una linea roja a ser analizada en los siguientes
paneles. (b) Intensidad de la fluorescencia hallada en
la traza roja, segtin posicién en el eje X (barras), y ajus-
te a una distribucién normal (linea curva). (c) Den-
sidad de probabilidad de centro de la distribucién
normal segtin posicién en el eje X; el conocimiento a
priori de que la fuente es un emisor tinico permite lo-
calizar la posicién del punto central con una precisién
mucho mayor que el ancho de la distribucién de in-
tensidades. Fuente: Thompson et al. (2012).

Sin embargo, la localizacion de moléculas
Unicas dispersas de esta manera no puede
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llevar a cabo la labor de observar complejas
magquinarias biolégicas. El reto de localizar
estas diminutas fuentes de luz dentro de un
espacio densamente complejo, en el que maés
de una puede ubicarse a distancias mintsculas,
fue el que tomaron los ganadores del Nobel en
Quimica 2014, y que nos trae hoy al inicio de la
era de la nanoscopia. Al conocerse variantes de
GFPdediferenteespectrodeemisién(i.e., color),
se propuso tomar datos a partir de diferentes
longitudes de onda, cada una correspondiente
a un tipo de fluoréforo. Luego, si se ensambla
la informacién colectada de diferentes canales
y si en cada uno se ha cumplido la condicién
de localizar fluoréforos tnicos, el conjunto de
ellos construye una imagen en la que moléculas
muy cercanas una a otra pueden identificarse
como distintas por ser de diferente espectro.
Con este método, se logro localizar a moléculas
fluorescentes con una resolucién cercana
a 20 nm, pero con la condicién de que las
moléculas cercanas fueran siempre fluoréforos
diferentes. Dicha condicién impone un severo
limite a la utilidad del método, puesto que la
introduccién de un fluoréforo en una célula
viva involucra un trabajo de modificacién
genética, que hace mds dificil la introduccién
de un segundo y un tercero. Ademads, para
observar adecuadamente el ensamblaje de
estructuras celulares construidas por multiples
subunidades, con frecuencia es necesario poder
distinguir el nimero y la posicién relativa de
subunidades que son idénticas entre si.
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Guiada por esta necesidad, la investigacion
de Moerner se enfoc6 en buscar diferentes
propiedades espectroscépicas en versiones
mutantes de GFP. Asimismo, demostré que,
si esta proteina es estimulada a 488 nm, emite
normalmente luz en forma de parpadeos
hasta alcanzar un estado agotado (bleached),
en el que no vuelve a brillar, pero que puede
ser estimulado nuevamente si la proteina es
irradiada por una diferente longitud de onda
de 405 nm®. Estos resultados demostraron
que era posible aprovechar las propiedades
fotoquimicas de una proteina para guiarla a
estados activos o inactivos de fluorescencia. En
el afio 2006, Betzig y su grupo aprovecharon
esta propiedad de fotoactivacién en una
estrategia de coleccién de miltiples imagenes.
En cada paso, la muestra se somete a una
baja irradiacién a 413 nm, la cual activa solo
algunas de las GFP presentes. Seguidamente,
la excitacion a 488 nm es utilizada para hacer
parpadear las moléculas activas, que debido
a su escaso nimero se encuentran siempre a
grandes distancias entre si, lo que cumple la
condicién necesaria para su localizacién en
ultra-alta resolucién. Tras pasar un tiempo
de excitacién, el primer grupo de moléculas
agota espontdneamente su fluorescencia y
un segundo grupo puede ser activado por
una nueva irradiaciéon a 413 nm. Asi ocurre
sucesivamente hasta que todos los subgrupos
han participado en la construccién de una
imagen conjunta de auténtica ultra-alta

4 Dickson et al. (1997)
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resolucion®. Bajo el nombre de Photoactivated
(PALM), esta

ingeniosa combinacién deactivacién, parpadeo

Localization =~ Microscopy
y agotamiento permite la localizacion de
moléculas individuales a partir de un solo tipo
de fluoréforo, aun si estas se encuentran muy
densamente distribuidas, a distancias entre si

tan pequefias como 20 nm.

La distancia entre cada proteina es < 200 nm

Microscopio

Fluordforos
LUnicos

Figura 3. Principio de la nanoscopia de localizacién
por fotoactivacién (PALM). 1, Un pulso débil activa
una fraccién del total de proteinas fluorescentes. La
distancia entre ellas es mayor que el limite de difrac-
cién de 200 nm. Las proteinas activadas brillan hasta
blanquearse por agotamiento, momento en el que se
repite el procedimiento. 2, Las imdgenes de baja re-
solucién son procesadas para hallar la localizacién
de las fuentes tinicas de emisién con mayor precision
(procedimiento estadistico descrito en la figura 2).
3, Al superponer todas las imédgenes, se obtiene una
imagen de ultra-alta resolucién, en la que pueden dis-
tinguirse moléculas fluorescentes individuales (Nobel
Prize Org. (2014b). Fuente: Nobel Prize Org. (2014b).

El otro cientifico reconocido por el Nobel de
Quimica 2014 es Stefan W. Hell quien, antes
que William Moerner y Eric Betzig, ided y

5 Betzig et al. (2006) y Born y Wolf (2002)



construyé un sistema muy diferente para
aprovechar las propiedades de los fluoréforos
de alcanzar distintos estados. Hell utiliz6 un
juego de dos rayos laser. Con uno, excitaba una
zona de moléculas fluorescentes, y con el otro
—en forma de tubo hueco- estimulaba hasta
agotar la fluorescencia de todas ellas, excepto
de una diminuta zona central®. Debido a
que estaba basado en refinar la zona central
observada mediante la estimulaciéon hasta
agotar la fluorescencia de la zona periférica,
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el método se llam6 Stimulated Emission
Depletion o STED. Segtin la intensidad del rayo
agotador, esta zona central de estimulacién
puede reducirse indefinidamente, y asi
lograr mayores resoluciones. Sin embargo, si
la intensidad es demasiado alta, esta puede
La

imagen detallada se puede construir si ambos

dafar irreversiblemente la muestra.

rayos navegan por todo el campo observado,

estimulando y agotando las moléculas

fluorescentes de cada porcién de la muestra.

ayo de

3

agolamiento

Figura 4. Principio de la nanoscopia de agotamiento por emisién estimula-
da (STED). 1, En un microscopio 6ptico regular, el contorno de una mito-
chondria puede distinguirse, pero la resolucién no puede mejorar mds alld
de los 200 nm. 2, En un microscopio STED, un rayo anular agota toda la
fluorescencia, excepto aquella en un volumen nanomeétrico central. 3, Los
rayos sondean la muestra para generar la imagen de todo un campo. 4, La
imagen final obtiene una resolucién que supera por mucho la barrera de
los 200 nm, dependiendo del volumen central de excitacién. Fuente: Nobel
Prize Org. (2014b).

6 Klar et al. (2000)
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Ahora que el limite que antes parecia
infranqueable ha sido superado, el uso, el
desarrollo y la mejora de estas tecnologias
avanzan rdpidamente”. Presumiblemente,
hay adn mucho por mejorar al explorar
diferentes modificaciones en la 6ptica, en el
andlisis de los datos y en el uso de diferentes
fluoréforos fotoactivables. De estos tltimos,
existe actualmente una amplia variedad,
ya sean moléculas pequefias o proteinas
fluorescentes, con diversas propiedades
fotoquimicas que los hacen mds o menos
adecuados para cada versién de nanoscopia®.
Por tratarse de un campo en rdpida expansion,
los grupos de investigacion que desean estar
a la vanguardia atin desarrollan sus propias
modificaciones a partir de estos y otros
principios. Por ejemplo, Sang-Hyuk Lee,
del grupo de investigacién, liderado por el
peruano Carlos Bustamante en la Universidad
de Califonia, Berkeley, desarroll6 un sistema
de PALM y un método original de andlisis
para contar moléculas individuales dentro
de una célula viva y caracterizar la calidad
del parpadeo de diferentes fluoréforos®. Este
método se utilizé con éxito para caracterizar
en bacterias la dindmica de los complejos que
realizan la fosforilacién oxidativa difundiendo
en la membrana''?, y también la dindmica con
la que la maquinaria de transporte de ADN
se ensambla e interviene en la fisién celular
durante la esporulacién™.

7 Persson et al. (2013)

8 Lukyanov et al. (2005)

9 Lee et al. (2012)

10 Llorente-Garcia et al. (2014)
11 Flemming et al. (2010)
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En la Universidad Peruana Cayetano Heredia,
el acceso a esta tecnologia podria darnos la
oportunidad de realizar mdltiples hallazgos
de trascendencia mundial. Con el uso de
etiquetas moleculares como el GFP o de
anticuerpos monoclonales marcados con
fluoréforos quimicos, podriamos potenciar
nuestras actuales investigaciones en biofisica
molecular, inmunologia, neurociencias y
microbiologia, por mencionar tinicamente las
dreas de aplicacion directa. La oportunidad
existe gracias a la estrecha colaboracién que
sostenemos con el profesor Bustamante, a
través de nuestro laboratorio gemelo, y el
interés de varios investigadores de la Facultad
de Ciencias y Filosofia, que han esbozado
proyectos para utilizar un microcopio PALM

en nuestra universidad.
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