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MICROSCOPIA OPTICA DE SUPER-RESOLUCAO: DA MICROSCO-
PIA A NANOSCOPIA

O Prémio Nobel da Quimica 2014 foi atribuido a Stefan
W. Hell (Max Planck Institute for Biophysical Chemistry e
German Cancer Research Center, Alemanha), Eric Betzig
(Howard Hughes Medical Institute, EUA) e William E.
Moerner (Stanford University, EUA), pelo desenvolvimen-
to da microscopia de fluorescéncia de super-resolucao [1],
que tornou possivel a obtencao de imagens Opticas a escala
dos nanémetros (10 m), isto é, muito abaixo do limite de
difraccdo da luz.

A invencdo do microscépio, algures entre o século XII e 0
final do século xVI1, é de origem ainda controversa, sendo
que o0 nome “microscépio” (HKpov / micro + okomneia / sko-
pei / instrumento de observagao) foi cunhado por Giovanni
Faber em 1625, para designar o microscopio composto de
Galileo Galilei, seu amigo e colega da Academia dei Lincei
em Roma. A microscopia éptica evoluiu muito desde os
seus primoérdios, mas sempre limitada pelo aparentemen-
te incontornavel limite da difrac¢do da luz, formulado por
Ernst Abbe (1873) e Lord Rayleigh (1896) [2,3], que pode
ser expresso na forma da lei de Abbe: “(the) minimum re-
solving distance is related to the wavelength of light divi-
ded by the Numeric Aperture, which is proportional to the
angle of the light cone formed by a point on the object,
to the objective”. Grosso modo, este limite significa que é
impossivel distinguir dois elementos numa estrutura que
distem entre si (no plano horizontal, xy) menos que cerca
de metade do comprimento de onda da radiacdo usada, e
ainda mais, no plano longitudinal (z). Ou seja, a resolugdao
espacial da imagem em microscopia o6ptica (luz visivel:
400 - 800 nm) é limitada a cerca de 0,3 pm (0,3%x10° m).

Uma forma de melhorar a resolucdo espacial é utilizar ra-
diacdo de menor comprimento de onda, o que foi consegui-
do substituindo a luz visivel por um feixe de electrdes, que
tém associados comprimentos de onda sub-nanométricos,
permitindo a microscopia electrénica uma resolucao que
pode chegar ao nivel atomico. No entanto, as condi¢oes ex-
tremas necessarias para obter uma imagem por microsco-
pia electrénica (correntes muito altas, vacuo, etc.), limitam
severamente a sua utilizacdo em amostras sensiveis, como
células vivas, materiais poliméricos, etc.

Estas limitages alimentaram o interesse em encontrar for-
mas de contornar a lei de Abbe. O Prémio Nobel da Qui-
mica 2014 veio precisamente galardoar trés cientistas que
o fizeram com sucesso, desenvolvendo a microscopia de
fluorescéncia de super-resolugdo, ou nanoscopia, que tor-
nou possivel a obtengdo de imagens com luz visivel a es-
cala dos nanémetros. Como base, utilizaram a microscopia
optica de fluorescéncia, que consiste em observar somente
a luz emitida por moléculas fluorescentes (nomeadamente
proteinas fluorescentes, algumas das quais desenvolvidas
por Roger Tsien, Prémio Nobel da Quimica em 2008), que
ao ocuparem posi¢cdes conhecidas na amostra, permitem
obter a imagem apenas das estruturas onde se localizam.
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Eric Betzig e William Moerner, trabalhando independente-
mente, estabeleceram os principios da microscopia de mo-
lécula tinica, uma técnica que permite determinar a locali-
zacao de moléculas individuais, mesmo que mais proximas
que o limite de difrac¢do da luz. Qual é o truque? Em vez
de tentar detectar moléculas muito préximas no espago,
Betzig e Moerner, conceberam uma forma de as separar
no tempo, fazendo com que apenas um pequeno nimero
aleatério de moléculas emita luz de cada vez que a amostra
é varrida com o laser de excitagdo. A imagem da amostra é
reconstruida repetindo este procedimento milhares de ve-
zes e sobrepondo os resultados.

Moerner foi o primeiro a detectar uma tnica molécula
fluorescente [4], tendo mais tarde descoberto que uma va-
riedade da proteina verde fluorescente (green fluorescent
protein, GFP) podia ter a sua emissao ligada e desligada: a
proteina emitia quando excitada com luz verde de 488 nm,
apagando-se para nao voltar a emitir [5]. No entanto, ex-
posta a luz azul de 405 nm, a proteina era reactivada e
podia ser novamente excitada com luz de 488 nm. Estas
moléculas fotoactivaveis estdo na base da microscopia de
super-resolucdo PALM (photoactivated localization mi-
croscopy), inventada por Betzig [6] e desenvolvida com
Harald Hess [7] em 2006 (Figura 1), a que se seguiram
outros métodos semelhantes (STORM, fPALM, etc.).

Figura 1 — Primeiro microscépio PALM, construido por Eric Betzig e
Harald Hess (em casa deste ultimo). (Direitos de autor 2014 Howard
Hughes Medical Institute)

O método inventado por Stefan Hell, a microscopia de
deplecdo por emissdo estimulada (stimulated emission de-
pletion, STED), dispensa a recolha e sobreposicao de mi-
lhares de imagens, necessaria aos outros métodos de super-
-resolucdo. No seu método, Stephen Hell utiliza dois feixes
laser concéntricos. Um dos lasers é utilizado para excitar
as moléculas fluorescentes, o outro, com um perfil radial
de intensidade em forma de ‘donut’, provoca a emissao
estimulada de todas as moléculas que ndo se encontram
num volume nanométrico no centro do feixe, apagando-as
e permitindo detectar apenas as restantes moléculas neste
volume. Varrendo a amostra ponto a ponto é possivel obter
uma imagem com resolucao manométrica [8-10].

Foram precisamente 0s avangos mais recentes na micros-
copia STED que trouxeram Stefan Hell a Lisboa no pas-



Premio NoBEL

sado més de Julho (Figura 2), como orador convidado das
4. Jornadas Ibéricas de Fotoquimica (4°JIF) organizadas
pelo Grupo de Fotoquimica da Sociedade Portuguesa de
Quimica com a colaboracdo da Real Sociedade Espanhola
de Quimica (http:/4jif.eventos.chemistry.pt). Progressos
recentes como a aquisi¢ao multiponto por varrimento pa-
ralelo (STED RESOLFT) e o desenvolvimento de novos
corantes para STED prometem tornar a nanoscopia uma
técnica corrente de laboratorio.

Figura 2 — Stefan Hell nas 4.* Jornadas Ibéricas de Fotoquimica (4°JIF)
em Lisboa (Julho 2014, http://4jif.eventos.chemistry.pt)

Apesar de recentes, as técnicas de microscopia de super-
-resolucdo, ja permitiram avancos notaveis, em especial
nas ciéncias biolégicas. Por exemplo, em Julho, Stefan

Figura 3 — Imagem STED de complexos proteicos de anfibio (Xenopus).
(A) A imagem STED revela as subunidades do anel octamérico
dos complexos de poro nucleares (nuclear pore complexes, NPC),
indistinguiveis por microscopia confocal (escala 500 nm). (B) Nas
unidades individuais de NPC sdo visiveis os oito homodimeros [11].
(Direitos de autor 2013 Elsevier)

Hell mostrou em Lisboa imagens da estrutura de octame-
ros proteicos dos complexos de poro nucleares (Figura 3)
e da formagdo de sinapses por células vivas do sistema
nervoso; Moerner e outros obtiveram imagens de células
mostrando a agregacdo de proteinas relacionadas com as
doencas de Parkinson, Alzheimer e Huntington; Betzig
observou proteinas individuais durante a fertilizacdo de
ovulos e a sua divisdo em embrides, etc. O potencial das
técnicas de nanoscopia desenvolvidas pelos prémios No-
bel da Quimica de 2014 é imenso. E agora possivel pela
primeira vez, ndo sé visualizar os componentes do inte-
rior de organelos celulares, mas ainda localizar proteinas
especificas e seguir as suas interac¢des dentro de células
vivas, isto é, observar o funcionamento de moléculas in-
dividuais no interior das células e assim perceber melhor
o funcionamento da vida.
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