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Brilla, brilla, estrellita: Tecnicas de
microscopia de superresolucion para
luminar el nanomundo

Twinkle, twinkle, little star: Superresolution microscopy techniques

to illuminate the nanoworld

Resumen

Desde su invencién en los 90’s las técnicas de
microscopia de superresolucion (MSR) han re-
volucionado el uso de fluorocromos especificos
para observar fenomenos a escalas nanométri-
cas, y ha abierto la puerta para develar eventos
fotoquimicos a través de parpadeos brillantes
en la nanoescala, similar a como titilan las es-
trellas en el firmamento. Asi en esta contribu-
cion se describe de manera general las técni-
cas de la MSR usadas para observar eventos
bioldgicos en la nanoescala.

Palabras clave: Nanoscopia, localizacion, molée-
culas.

Summary

Since their invention in the 1990s, superreso-
lution microscopy (SRM) techniques have re-
volutionized the use of specific fluorochromes
to observe phenomena at nanoscales and have
opened the door to revealing photochemical
events through bright flickering at the nanosca-
le, similar to how stars twinkle in the sky. Thus,
in this contribution, the SRM techniques used
to observe biological events at the nanoscale
are described in general terms.
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De la microscopia de luz a la microscopia de
superresolucion

a microscopia de superresolucion (MSR)

es una excelente técnica para observar

eventos a nanoescala en materiales bio-

l6gicos, tomando como punto de partida
los fundamentos de la microscopia de fluores-
cencia, superando los limites de la resolucion
de la microscopia 6ptica [1, 2]. La novedad de
la MSR es que resoluciones nanométricas son
alcanzadas mediante el uso de fotones para
observar las estructuras contenidas en los or-
ganismos y materiales bioldgicos en tiempo
real con minimo dafo en la muestra. Esto es
una ventaja en comparacion las técnicas de
microscopia de electrones y de fuerza atomica
donde las muestras deben previamente fijarse
y no pueden ser observadas bajo condiciones
especificas de humedad o temperatura. Desde
que Robert Hooke (siglo XVII) observé células
de corcho a través de un microscopio, consi-
derables esfuerzos se han realizado para me-
jorar la resolucion de los microscopios 6pticos
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[2]. Modificaciones posteriores a los sistemas
de microscopia permitieron observar bacterias
usando luz solar como fuente luminica. Hacia el
siglo XVIII, los primeros lentes acromaticos fue-
ron desarrollados para microscopios monocu-
lares y observar muestras mediante luz trans-
mitida y espejos para reflejar la luz. En siglo XIX,
el desarrollo de lentes de mayor calidad optica
permitid tener objetivos de inmersién, para-
lelamente Ernest Abbe en 1873 establecié su
ecuacion que establece el limite de resolucidn
de los microscopios 6pticos en 200 nm. En la
primera mitad del siglo XX la comprension de
las aplicaciones de espectro electromagnético,
el avance de la fisica, la quimica organica y las
ciencias de la vida promovieron el desarrollo de
microscopia de fluorescencia; una herramienta
fundamental para las ciencias biolégicas pues
permite conocer la distribucién de los compo-
nentes celulares y algunas de sus funciones. Al
término de la Segunda Guerra Mundial, con la
aparicién de la microelectrénica y la invencion
de los laseres, se permitio el desarrollo del mi-
croscopio confocal de barrido laser (CLSM, por
sus siglas en inglés) y de doble fotén o multifo-
ténico; estos sistemas de microscopia fueron
herramientas importantes para el avance de las
ciencias de la vida en el siglo XX. El estableci-
miento de la nanotecnologia hacia el final del
siglo XX e inicios del XXI revoluciond el mundo
de la microscopia, y asi fueron desarrollados
mejores instrumentos para la observacion de
las estructuras a escalas nanométricas [1-4].
Durante este tiempo, la microscopia de electro-
nes tuvo avances importantes para estudiar las
estructuras biolégicas en la nanoescala, pero
hacia falta una técnica de microscopia que pu-
diera resolver las estructuras biolégicas a esca-
las nanométricas, en tiempo real, en muestras
vivas, sin el uso de vacio, sin dafo, ni proce-
dimientos de preparacion complejos e invasi-
vos. El reto era superar el limite de resolucién
espacial de 200 nm impuesto por la ecuacion
de Abbe para microscopios Opticos, asi la ne-
cesidad de conocer lo que ocurre dentro de las
células vivas en la nanoescala. Esto permitio el
desarrollo de las técnicas de MSR, que por de-
finicion es toda aquella técnica de microscopia
fotdnica que permita alcanzar una resolucién
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menor o igual 100 nm.

La primera técnica de superresolucion que
se desarrollo fue la microscopia de iluminacion
estructurada (SIM, por sus siglas en inglés). En
el afno 2000, Gustafsson [5] reportd un sistema
usando un microscopio con iluminacién laser y
una rejilla para generar un patrén de franjas y
un efecto Moiré que es el principio basico de
la SIM, alcanzando 100 nm de resolucion que
es el doble al obtenido con microscopio con-
vencional. En paralelo la microscopia de ago-
tamiento de emision estimulada (STED, por sus
siglas en inglés) fue introducida por Stefan Hell,
que permite alcanzar resoluciones de 30 nm.
Finalmente, las técnicas de MSR alcanzaron su
maximo auge en 2014, cuando Betzig, Moerner
y Hell obtuvieron el Premio Nobel de Quimica
por el desarrollo de la microscopia de fluores-
cencia de superresolucién, actualmente cono-
cida como nanoscopia, por el desarrollo de la
microscopia STED vy la localizacién de molécu-
las simples mediante microscopia (SMLM, por
sus siglas en inglés).

De la microscopia de luz a la microscopia de
superresolucion

Desde la invencion del primer microscopio
optico diversos avances se han llevado a cabo
en la construccion de objetivos, oculares com-
puestos, sistemas de iluminacidon y deteccion
[6]. Por ejemplo, en un microscopio invertido
con epi-iluminacién, los fotones entran por los
objetivos, iluminan la muestra, el haz de luz inci-
de sobre la muestra y la imagen se forma (Figu-
ra 1a). La resolucion se mejora y estructuras de
hasta media micra (0.5 pm) se pueden obser-
var usando objetivos de mayor magnificacion,
pero ciertos efectos de difraccion generan una
limitante cuando el area de la muestra que es
irradiada es mayor que la magnificacién usada.

Por otro lado, la microscopia de fluores-
cencia, en donde los objetos son iluminados
por haces de luz en rangos de longitudes de
onda especificas que se logra usando filtros es-
pecificos, en lugar de iluminar las muestra con
un haz de luz blanca que comprende el ran-
go de la luz visible (400-700 nm) del espectro
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electromagnético [6, 7]. Debido a la incidencia
de los rayos de luz especificos, la forma de un
objeto observado se puede definir con mayor
precision analizando la imagen resultante. Esta
imagen se produce a partir de la radiacion elec-
tromagnética emitida por las moléculas dentro
del objeto que han absorbido energia de la
fuente de excitacion primaria. Después de ab-
sorber esta energia, las moléculas vuelven a
emitir luz en longitudes de onda mas largas [6].
Este proceso, conocido como fluorescencia,
permite una representacion mas precisa de la
forma del objeto en funcidon de las caracteristi-
cas especificas de la luz emitida. Sin embargo,
para lograr una calidad de imagen 6ptima, es
necesario usar fluorocromos o fluoréforos, que
son moléculas capaces de absorber fotones a

una longitud de onda menor y emitir fotones
a longitudes de ondas mayores. Por ejemplo,
la clorofila, el pigmento mas abundante en las
plantas, absorbe energia alrededor de 561 nm
y puede emitir fluorescencia llegando a los 600-
800 nm [7].

Con el desarrollo de laseres, el uso de fil-
tros con longitudes de onda especificos quedd
atras y aparecié la microscopia de fluorescen-
cia confocal o microscopia confocal de barri-
do laser (CLSM, por sus siglas en inglés) que
emplea una iluminacién puntual, que atraviesa
filtros dicroicos y que junto con un orificio (pin-
hole) ubicado en un plano 6ptico conjugado
frente al detector permite observar el proceso
de fluorescencia presente en la muestra (Figura

a. Microscopia de luz

transmitida
b. Microscopia confocal c. Microscopia de
de barrido laser Detor superresolucion
- Laseres
LY. superresolucion
@ ¥e eSS e ( ‘ K\N
. il 488 nm
T— —
Laseres Objetivos 405 nm
confocal _ 563 nm
«—Pinhole R .
Argon T Espejo
HeNe .—?_—
. spejo .
Diodo Pe) Camara

Fuente de luz

Figura 1. Descripcion de los diferentes tipos de microscopia: de luz transmitida (a), confocal laser (b) y de superresolucion (c). Se
muestra las partes esenciales para el uso de un equipo que posee las tres formas de microscopia, asi como algunas de las lineas laser
usadas en un microscopio confocal y en un microscopio de superresolucion.
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1b). Este disefio le permite eliminar cualquier
informacién que provenga de fuera del plano
focal [6, 8]. Como resultado, solo se detecta
la luz dentro de este plano focal especifico, lo
que produce una calidad de imagen significati-
vamente mejorada en comparacién con los mi-
croscopios de fluorescencia o de campo amplio
(WF, por sus siglas en inglés) [5, 6]. Si bien en
la microscopia de fluorescencia y CLSM, el pin-
hole y los objetivos favorecen la observacién de
las moléculas en un plano, también es impor-
tante acotar que el haz de luz (laser) es de vital
importancia pues permitira usarse como luz de
excitacion para las moléculas y también para
conocer su emisiéon con una resolucién especi-
fica. Otro concepto importante para entender el
término resolucién es el “disco de Airy” que se
puede explicar como la ubicacién de molécu-
las individuales conocidas como emisores en el
plano focal, que estan diferencias o no de otras
moléculas fluorescentes. Sin embargo, cuando
no estan separados, no se ven como puntos
de luz, sino como pequehas manchas [6, 8].
Tomando en consideracién el concepto de dis-
co de Airy, se definié el termino de resolucion
Optica como la distancia minima entre objetos
distinguibles en una imagen, que en practica se
describe cuando dos o mas moléculas se en-
cuentran juntas y estos discos se sobreponen.
De alli, la resolucion de una imagen conside-
rando los discos de airy (ra,ry) vendria dada por
la relacion que existe entre la longitud de onda
de la luz (A) utilizada para la observacion entre
la apertura numérica (NA, por sus siglas en in-
glés) del lente objetivo, todo esto multiplicado
por una constante especifica como se define
en la formula F o™ O.6‘I(M\IAob/.). Esto permite
conocer el limite del poder de resolucién de un
microscopio de luz que es aproximadamente
de 200 nm y propuesto por Ernst Abbe [4, 6, 8].

Sin embargo, actualmente la MSR (Figu-
ra 1c) emplea algunas estrategias que permi-
te romper el limite de resolucién impuesto por
Abbe y alcanzar valores de hasta 10 nm. Una
de estas estrategias es el uso de laseres con
mayor potencia, dado que es necesaria la ex-
citacion efectiva de los fluoréforos, y el uso de
aditamentos fisicos como el uso de camaras de-
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tectoras (sCMOS y CCD), rejillas que rotan ac-
tuando como un filtro de la fluorescencia exce-
dente, asi como el uso de laseres superpuestos
que permiten la adquisicidon de imagenes con
resoluciones por debajo del limite permitido.
Por otro lado, el uso de fluoréforos que limitan
el rango de fluorescencia dependiendo de sus
propiedades Opticas (coeficiente de extincién),
lo que permite observar el fenomeno de “titilar”
a la nanoescala. Para explicar este fenédmeno,
primero se debe explicar que, aunque los fluo-
réforos utilizados en CLSM pueden ser fluoré-
foros organicos e inorganicos convencionales,
estos presentan alto nivel de fluorescencia lo
que puede generar sefiales ruidosas y por ende
una disminucion en la resoluciéon de la imagen.
En contraste, las técnicas de MSR utilizan fluo-
roforos de menor tamafio y de alta especifici-
dad a los sitios de estudio de la muestra, lo que
mejora sustancialmente la resolucion espacial.

Nanoscopia: técnicas de superresolucion
con moléculas fluorescentes especificas

Como se explicé antes, un elemento vital
para la observacion en microscopia de fluores-
cenciay confocal es el uso de fluoréforos. Estos
compuestos, pueden ser moléculas convencio-
nales organicas e inorganicas, sirven para vi-
sualizar muestras, ya que poseen un nivel épti-
mo de fluorescencia, pero la unién inespecifica
del colorante y sus propiedades 6pticas, hacen
que se detecten sefales ruidosas, reducien-
do la resolucion obtenida [8, 9]. En la micros-
copia de superresolucién (Figura 1c), se usan
fluoréforos con un comportamiento especifico
bajo un laser adecuado que puede superar la
barrera de difraccién alcanzando alrededor de
10 nm en funcién de la localizacion de molé-
culas individuales, y una alta especificidad de
las moléculas que mejora la resolucién espacial
[9]. La resolucion en la microscopia de superre-
solucion estéa directamente relacionada con las
moléculas fluorescentes utilizadas. Esta locali-
zacién de las moléculas individuales se basa en
la precision de la posicion del fluoréforo de un
punto aislado de otras moléculas fluorescentes
y es conocida como microscopia de localiza-
cion de molécula Unica (SMLM, por sus siglas
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en inglés) [10]. Lo que permite realizar este
tipo de microscopia son las propiedades qui-
micas de algunas moléculas fluorescentes que
poseen un comportamiento espaciotemporal
complejo, es decir, se pueden usar varios fluo-
roforos cercanos que emitan luz en momentos
separados y entonces resolverlos en el tiempo
si se toman secuencialmente muchas image-
nes [8].

Particularmente, para localizar una molé-
cula individual es necesario activar y desactivar
las emisiones de fluorescencia. Esta caracte-
ristica se define como una accion de prendi-
do-apagado, por lo que los fluorocromos ac-
tuan de manera similar a una estrella que brilla
segun la energia que reciba. Asi presentara una
especie de “titilar” por periodos muy cortos de
tiempo. Los fluorocromos usados en MSR pue-
den clasificarse dependiendo de su forma de
“titilar” o de prenderse y apagarse. De esa for-
ma los podemos clasificar como fluoroforos fo-
to-activables, foto-intercambiables y foto-con-
vertibles.

En primera instancia, los fluoréforos fluo-
rescentes foto-activables pueden pasar de un
estado no fluorescente (oscuro) a un estado
fluorescente (brillante) mediante la irradiacién
con luz del espectro menor a uno mayor. En este
proceso, las moléculas apagadas en su estado
basal se excitan y pasan a un estado encendido
que puede detectarse por el microscopio. De
forma contraria, los fluoroforos foto-converti-
bles, como su nombre lo indica, tienen la capa-
cidad de cambiar su longitud de onda de emi-
sién una vez que son irradiados con una fuente
de energia externa, lo que significa que pueden
usarse dos canales de color tras la foto-estimu-
lacion. Este proceso puede ser reversible en la
mayoria de estas moléculas y por lo tanto favo-
recen en mucho la adquisicidon de informacion
en fenomenos que duren muy poco tiempo, por
ejemplo, la reaccion de una enzima con un par-
ticular sustrato marcado con un fluoréforo de
este tipo, ya que la interaccidon puede obser-
varse desde el principio del experimento. Final-
mente, los fluoroforos foto-intercambiables son
moléculas fluorescentes que pueden cambiar
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de un estado no fluorescente a uno fluorescen-
te como en el caso de los foto-activables. Sin
embargo, una vez que son irradiadas por un la-
ser de excitacion en longitudes de onda muy
especificas, este proceso puede ser reversible
porque la molécula fluorescente no cambia sus
propiedades fisicas una vez es foto-estimulada
[9, 10]. Asi, con la ayuda de pulso de luz de di-
ferentes longitudes de onda, estos fluoroforos
fluorescentes pueden activarse y desactivarse
cientos de veces sin foto-decoloracion. Ahora,
conociendo estas propiedades especificas de
cada una de las moléculas fluorescentes que
se pueden usar en la MSR, es posible asociar-
las a ese proceso de “titilar” por periodos muy
cortos de tiempo.

Tal y como ocurre con un arbol de navidad
(Figura 2a), las técnicas de SMLM confieren un
barrido espacial de la muestra y pueden loca-
lizar con mayor precisidon un emisor de luz, es
decir, veremos un arbol de navidad mas nitido
con todas las luces de colores en especifico,
mientras que un arbol no resuelto se veria como
una mezcla de colores sin definicion, como
cuando se usa la CLSM. Dentro de las técnicas
mas utilizadas estan la microscopia de localiza-
cion foto-activada (PALM, por sus siglas en in-
glés) y la microscopia de reconstruccion dptica
estocastica (STORM, por sus siglas en inglés).
En ambas técnicas, un proceso de reconstruc-
cion en el tiempo define una molécula mediante
una funcién de dispersion de puntos asociado
a una emisién Gaussiana del emisor [8]. Este
proceso se repite en cada imagen tomada en el
tiempo y luego se agrupan todas las imagenes,
con lo que se obtiene una imagen reconstruida
con millones de puntos asociados a la locali-
zacion de una molécula hasta mas o menos 10
nm [8, 9, 10]. Este proceso hace similitud a la
técnica del puntillismo introducido por el pin-
tor Frances Georges-Pierre Seurat, y que luego
hizo popular Vicent van Gogh, como se mues-
tra en las alegorias que se presentan en Figura
2 cuando se usan las técnicas nanoscoépicas.

Por otro lado, dada la respuesta no lineal a
la excitacidon que tienen la mayoria de los fluo-
réforos, se pudiera aprovechar esta caracteris-
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Figura 2. Diversas técnicas nanoscopicas y su comparacion con la microscopia confocal de barrido laser (CLSM). (a) La microscopia
de localizacion de molécula tnica (SMLM) define la maxima resolucion alcanzada usando fluordforos especificos y aditamentos que
ayudan a llevar a la nanoescala usando una fuente de luz. (b-d) Ejemplos de pinturas en puntillismo haciendo alegoria a las técnicas
de SIM, STED y PALM/STORM con su respectiva escala en comparacion con la microscopia de campo amplio (wide-field, por su
definicion en inglés).

tica para mejorar la resolucién. Estos métodos
conocidos como microscopia de superresolu-
cion deterministica incluyen la microscopia de
agotamiento de emisién estimulada (STED, por
sus siglas en inglés). En esta técnica, lo que se
intenta es reducir la fluorescencia en regiones
especificas de la muestra, dejando un punto fo-
cal central activo para emitir fluorescencia [8].
La forma mas simple de explicar la técnica de
STED seria usando como ejemplo una rosquilla
y un punto fluorescente. El punto se conside-
ra el punto de excitacién maxima, entonces un
punto de desexcitacién en forma de rosquilla se
sobrepone en el mismo espacio de excitacion
y se realiza una sustraccion de la fluorescencia
circundante, lo que refleja un area restante que
permite una fluorescencia especifica del emisor
y que puede alcanzar valores de 30 nm [10].

Finalmente, una técnica bastante util es la
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microscopia de iluminacion estructurada (SIM,
por sus siglas en inglés) que, con ayuda de al-
gunos implementos fisicos como rejillas y ro-
taciones, puede reducir la gran relacion de se-
Aal-ruido y obtener imagenes resueltas [9]. En
esta técnica se hace uso de un efecto conocido
como el efecto de Moiré que se describe como
una deconvolucion matematica de la sefial de
interferencia usando una transformada de Fou-
rier que mejora la resolucion espacial hasta los
100 nm.

Aplicaciones y tendencias futuras

Si bien la MSR tiene sus mayores aplica-
ciones en las ciencias de la vida como la biologia
celular, virologia, inmunologia, neurociencias y
cancerologia, también en otras especialidades
como la ciencia de los materiales, catalisis, po-
limeros, biosensores, y otras areas han empe-
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zado a aplicar la MSR dado su potencial para
caracterizar la estructura de materiales sensi-
bles a escalas nanométricas. Asi conforme se
mejoren las técnicas de MSR y nuevos fluoro-
cromos se desarrollen, la fluorescencia de mo-
léculas individuales y su localizacion, similar al
titilar de las estrellas del firmamento, la MSR
continuara fascinando a mas y nuevos investi-
gadores interesados en develar los secretos del
nanomundo. iBIO
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