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Premio Nobel de Quimica 2014: el nanoscopio

Cristina Flors
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uimica ha sido siempre mi asignatura mas floja en
el instituto y la universidad”. Esto fue lo que confes6 Eric
Betzig en una entrevista pocas horas después de recibir
la noticia de que habia sido galardonado con el Premio
Nobel de Quimica 2014, junto con Stefan Hell y William E.
Moerner. Los tres premiados de este ano son fisicos, y una
vez mas se pone de manifiesto que las fronteras entre los
campos de la ciencia son difusas. E1 motivo de su reconoci-
miento ha sido el desarrollo de nuevas técnicas de micros-
copia de fluorescencia llamadas en su conjunto “microsco-
pia de siper-resoluciéon” o nanoscopia. En estas técnicas,
las propiedades fotoquimicas y fotofisicas de las moléculas
fluorescentes juegan un papel protagonista.

El término “siper-resolucion” se refiere a la habilidad
de estos nuevos microscopios para superar una barrera
que era infranqueable hasta hace poco, el llamado “limite
de difraccion”. La difraccion de la luz, un fenémeno fisi-
co conocido desde 1660, limita la calidad de las imagenes
que se obtienen a través de un microscopio 6ptico conven-
cional. La difraccién hace que los pequenos detalles de la
imagen aparezcan borrosos, es decir, no se puedan resolver.
En 1873, el cientifico Ernst Abbe puso un valor concreto a
este limite de difraccion formulando una ecuacion que nos
dice que no se pueden discernir detalles mds pequenos que
200 nm. En la practica, el limite de difraccién implica la
imposibilidad de observar con claridad lo que ocurre den-
tro de una bacteria, o en los compartimentos y organulos
de una célula. Aunque hay otras modalidades de micros-
copia, como la electrénica, que si pueden resolver detalles
mas pequenos, solo la microscopia 6ptica permite observar
la dinamica en el interior de células vivas.

Aunque el limite de difraccion sigue siendo una reali-
dad, los galardonados de este ano consiguieron sortearlo
utilizando una serie de ingeniosos trucos, y asi naci6 la na-
noscopia. Stefan Hell, del Instituto Max Planck de Quimi-
ca Biofisica en Goéttingen, desarrollé la microscopia STED
(stimulated emission depletion). Esta técnica consiste en confi-
nar la fluorescencia a un punto mas pequeno que el limite
de difraccion usando el fenémeno de emision estimulada.
Un primer ldser excita las moléculas de una muestra para
que emitan fluorescencia. Un segundo laser en forma de
“donut” apaga las moléculas periféricas mediante emision
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estimulada, confinando la fluorescencia a una zona na-
nométrica en el centro del “donut”. Con estos dos laseres
combinados se barre la muestra para formar la imagen.
Hell propuso el concepto de STED en 1994, y consiguio
demostrarlo experimentalmente en 2000. Sélo siete anos
mas tarde, se vendia el primer nanoscopio comercial.

La otra variante de microscopia de super-resolucion
esta basada en la detecciéon de moléculas individuales
cuya fluorescencia se puede encender y apagar. Moerner,
que ahora trabaja en la Universidad de Stanford, sent6
las bases de esta modalidad, ya que en 1989 fue capaz de
detectar por primera vez una molécula individual. Ade-
mds, en 1997 observé que algunas proteinas fluorescentes
(que ya fueron objeto del Premio Nobel en 2008) podian
encenderse y apagarse irradiando con luz de diferentes
colores. Fue Eric Betzig quien conect6 estos dos descu-
brimientos de Moerner para desarrollar la técnica de
super-resolucion llamada PALM (photoactivated localization
microscopy), que publicé en 2006. En PALM, los fluoréfo-
ros de una muestra se encienden y se apagan para que
puedan detectarse y localizarse por separado a diferentes
tiempos en la misma drea de una muestra. Con la suma
de las posiciones de estas moléculas se puede construir
un mapa nanomeétrico de coordenadas. Betzig, que habia
pasado siete anos alejado de la ciencia para trabajar en
la empresa de su padre, queria hacer un retorno triunfal
y desarroll6 su idea desde el desempleo (aunque con la
ayuda de otros cientificos en activo). Para ello, mont6 un
prototipo de PALM en el salon de la casa de su amigo y
también cientifico Harald Hess, comprando componen-
tes con sus propios ahorros. Betzig trabaja ahora en el
Instituto Médico Howard Hughes (EEUU).

Aunque han pasado pocos anos desde la invencioén de
las diferentes modalidades de microscopia de super-reso-
lucién, encontramos innumerables ejemplos de nuevas
estructuras y procesos biologicos que se han revelado por
primera vez. Del laboratorio de Xiaowei Zhuang, en la Uni-
versidad de Harvard, salen descubrimientos espectaculares
como la visualizacion del esqueleto de los axones, que son
prolongaciones de las neuronas cuya funcién principal es
la de canalizar los impulsos nerviosos. Usando una técni-
ca similar a PALM, se ha observado que el esqueleto del
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axon estd compuesto por unos anillos con un espaciamien-
to periodico de 180 nm, justo por debajo del limite de di-
fraccion (Figura 1). Esta estructura, similar al tubo de una
aspiradora micrométrica, ha resultado tan sorprendente
que su hallazgo obliga a revisar las teorias actuales sobre
comunicacion entre neuronas.

Figura 1. Descubrimiento de una nueva estructura periddica en los axones con micros-

copia de super-resolucion (abajo). Arriba se muestra una imagen de microscopia de fluo-

rescencia convencional, en la que la estructura aparece borrosa (adaptado de Xu et al.,
Science 339: 452, 2013)

La nanoscopia ha tenido también impacto en otras
areas mads cercanas a la Quimica como el estudio de ca-
talizadores heterogéneos, permitiendo visualizar mapas
de reactividad a escala nanométrica. Para ello, se utiliza
un reactivo no fluorescente (por ejemplo alcohol furfu-
rilico), que se transforma en un producto fluorescente
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después de la accion del catalizador (en este caso una par-
ticula de zeolita, Figura 2a). De este modo, cada vez que
una molécula de reactivo se transforma en producto, se
produce un destello de luz fluorescente que puede obser-
varse en el microscopio y localizarse con mucha precision
(Figura 2b). La frecuencia de los destellos es proporcio-
nal a la reactividad en esa zona, y con esa informacién se
construye el mapa de reactividad de la zeolita con resolu-
ci6on nanométrica. En él se puede apreciar que la reactivi-
dad es mayor en una zona muy estrecha en el borde de la
zeolita (Figura 2c).

Una reflexion que se ha hecho en los medios de co-
municacion a propoésito de la concesion de este premio
Nobel de Quimica (y también el de Fisica al LED azul)
es que se ha premiado la investigacion aplicada. Pero la
“aplicabilidad” de la microscopia de super-resolucion,
que es inmensa, no debe distraernos del hecho de que las
piedras angulares de estas técnicas son descubrimientos
fundamentales y relativamente recientes que se hicieron
por pura curiosidad e inconformismo ante barreras su-
puestamente infranqueables. La clave de su éxito ha sido
la colaboracién entre cientificos y fabricantes de micros-
copios para construir versiones comerciales de los distin-
tos nanoscopios. Esto ha propiciado su rapida implanta-
cién en numerosos laboratorios, incluidos aquellos que
investigan las bases moleculares de todo tipo de enferme-
dades. Otro ejemplo mas que sirve para reivindicar que
la curiosidad puede tener un gran impacto econémico y
social.
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Figura 2. a) Transformacion del alcohol furfurilico en un producto fluorescente mediante la accion del catalizador; b) Fotograma en el que se
visualizan reacciones de moléculas individuales catalizadas por una zeolita; ¢) Mapa de reactividad sobre la zeolita, y ampliacién donde se
observa que la reactividad es mayor en los bordes (adaptado de Roeffaers et al., Angew. Chem. Int. Ed. 48: 9285, 2009)
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