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O Prémio Nobel da Quimica de 2014 foi atribuido a Eric
Betzig, do Instituto Médico Howard Hughes (EUA), Stefan
Hell, do Instituto Max Planck (Alemanha), e a William
Moerner, da Universidade de Stanford (EUA), pelo
“desenvolvimento da microscopia de super-resolu¢ao por
fluorescéncia”.

E este o pardgrafo padrio que a maioria das agéncias
noticiosas utilizou para divulgar ao mundo a decisdao do
Comité Nobel. Mas o que esta para além da descrigdo
sintética apresentada pelo Comité para justificar a atribuicao,
o tal “desenvolvimento da microscopia de super-resolugao
por fluorescéncia®? Que informacgao adicional poderemos
dar aos nossos alunos em sala de aula, a0 amigo que quer
desenvolver o tema, ou num texto para a Ciéncia Elementar?
A verdade é que ndo vale a pena tentar “reinventar a roda”!
Ao longo dos anos, o Comité Nobel foi aperfeicoando a
qualidade do seu trabalho de comunicagdo de ciéncia.
E vale a pena aproveitar os recursos que sao actualmente
fornecidos pelo comité Nobel na sua pagina oficial.
A qualidade é excelente e fornece diversos niveis de
abordagem: o anuncio do prémio, com a descri¢ao sucinta
do trabalho premiado; o comunicado de imprensa, com
informagao destinada a ser reproduzida nos meios de
comunicagdo social; a informagdo popular, incluindo uma
descricao mais detalhada e figuras ilustrativas de grande

qualidade comunicacional; e a informag¢ao avangada, com
uma descri¢ao mais aprofundada das bases cientificas do
trabalho premiado.

Durante muitos anos, a microscopia viveu com
uma suposta limitacdo: a de que nunca seria

possivel obter uma resolugdo melhor que metade
do comprimento de onda da luz visivel.

O texto que se segue ¢ uma tradugao livre do comunicado
de imprensa (http://www.nobelprize.org/nobel prizes/
chemistry/laureates/2014/press.html) que contém uma
explicagdo rigorosa mas acessivel para o cidaddo comum
interessado - um texto que, felizmente, foi bastante bem
reproduzido em varios meios de comunicagdo social. E
como “uma (boa) imagem vale mais do que mil palavras’,
nao devemos perder as ilustra¢des disponibilizadas.

“Durante muitos anos, a microscopia viveu com uma
suposta limitagdo: a de que nunca seria possivel obter uma
resolugdo melhor que metade do comprimento de onda
da luz visivel. Com a ajuda de moléculas fluorescentes,
os Laureados de 2014 contornaram engenhosamente esta
limitagdo. O seu trabalho inovador trouxe a microscopia
Optica para a dimensdo nanomeétrica.
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Figura 1 No final do século dezanove, Ernst Abbe definiu o limite da resolugdo do microscépio dptico em aproximadamente metade do
comprimento de onda da luz, cerca de 0,2 micrometros. Isto significa que os cientistas poderiam distinguir células completas e certas partes das

células designadas por organelos. Contudo, nunca seriam capazes de discernir algo tao diminuto como um virus de tamanho normal, ou proteinas
isoladas.

Através daquilo que se tornou conhecido como
“nanoscopia’’l, os cientistas podem visualizar os percursos
de moléculas individuais dentro das células vivas; podem ver
como as moléculas criam sinapses entre células nervosas no
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cérebro; podem seguir as proteinas envolvidas na doenga de
Parkinson, Alzheimer e Huntington a medida que estas se
agregam; podem seguir as proteinas individuais em 6vulos
fertilizados enquanto estes se dividem para gerar embrides.
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Figura 2 Num microscopio 6ptico convencional é possivel observar os contornos de uma mitocéndria, mas sem detalhes da sua estrutura interna

abaixo dos 0,2 micrometros. (1) Num microscopio “STED”, um feixe de laser anelar suprime toda a fluorescéncia fora de uma drea nanométrica;
(2) O laser faz o varrimento de toda a amostra e a imagem ¢é construida ponto a ponto; (3)A imagem final tem uma resolu¢do muito superior aos
0,2 micrometros.
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Figura 3 (1) Um impulso de luz de baixa intensidade activa uma frac¢do das proteinas fluorescentes. A distancia entre proteinas é superior ao limite
de Abbe de 0,2 micrometros. As proteinas brilham (fluorescem) até serem descoradas por ac¢do da luz (branqueamento) e o processo é repetido

com outro grupo de proteinas. (2) As imagens “desfocadas” sao tratadas por métodos de teoria das probabilidades de forma a obter imagens mais
nitidas; (3) Quando todas as imagens sdo sobrepostas, forma-se uma imagem de alta resolucéo, na qual é possivel discernir as proteinas individuais.
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Era tudo menos ébvio que os cientistas alguma vez seriam
capazes de estudar células vivas no mais infimo detalhe
molecular. Em 1873, o microscopista Ernst Abbe estipulou
um limite fisico para a resolu¢do maxima de microscopia
optica tradicional: ela nunca poderia se tornar melhor
do que 0,2 micrometros®? . Eric Betzig , Stefan W. Hell e
William E. Moerner sio agraciados com o Prémio Nobel de
Quimica 2014 por terem ultrapassado esse limite. Devido ao
seu contributo, o microscopio dptico agora pode perscrutar
o mundo nano.

Através daquilo que se tornou conhecido como
“nanoscopia™, os cientistas podem visualizar os

percursos de moléculas individuais dentro das
células vivas

Sao recompensados dois principios distintos. Um é o
método de microscopia por deple¢do da emissao estimulada
(STED - stimulated emission depletion), desenvolvido
por Stefan Hell em 2000. O método utiliza dois feixes de

laser: um estimula as moléculas fluorescentes para brilhar,
o outro anula toda a fluorescéncia que ocorra fora de um
volume em escala nanométrica. O varrimento completo da
amostra, nanometro a nanometro, produz uma imagem

Era tudo menos 6bvio que os cientistas alguma vez

seriam capazes de estudar células vivas no mais
infimo detalhe molecular.

com uma resolugdo superior ao limite estipulado de Abbe.
Eric Betzig e William Moerner, trabalhando separadamente,
langaram as bases para o segundo método, a microscopia
de molécula unica (single molecule microscopy). O método
baseia-se na possibilidade de ligar ou desligar a emissao de
fluorescéncia de moléculas®. A imagem da mesma édrea é
obtida varias vezes, deixando apenas algumas moléculas
intercaladas brilhar de cada vez. A sobreposi¢do dessas
imagens produz uma super-imagem de elevada densidade,
com resolugdo a escala nanométrica . Eric Betzig utilizou
este método pela primeira vez em 2006.”

Figura 4 Uma das primeiras imagens obtidas por Stefan Hell com um microscépio STED. A esquerda, a imagem de uma bactéria E. coli obtida
com um microscopio convencional; a direita, a imagem da mesma bactéria obtida com um microscépio STED. A resolu¢do da imagem obtida com

o microscopio STED é 3 vezes melhor. Imagem de Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 8206-8210.

Notas:

1. Embora o Comité Nobel tenha preferido a designa¢io de
“microscopia de super-resolu¢do” nadescrigdo do trabalho premiado,
o termo nanoscopia é também utilizado com frequéncia. Neste
caso, o termo aplica-se com alguma propriedade: se o microscépio
permite ver estruturas cuja dimensio é da ordem dos micrémetros
(10° m), entdo o nanoscopio permite ver até a dimenséo (de perto)
do nanometro (10 m).

2. O “limite de Abbe”, tal como referido no texto, depende do
comprimento de onda da luz utilizada no microscépio Optico.
Considerando que os comprimentos de onda da luz visivel estdo
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entre os 700 nm (vermelho) e os 400 nm (violeta), o limite de Abbe
¢ de 0,15-0,25 um no visivel (sendo inferior a 0,15 um na regido do
ultra-violeta). A referéncia no texto a 0,2 micrometros ¢, assim, uma
simplifica¢do totalmente aceitavel.

3. “A descoberta e o desenvolvimento de proteinas fluorescentes”
- as proteinas que estdo na base do método de microscopia de
molécula unica de Betzig e Moerner - foi objecto do prémio Nobel
da Quimica em 2008. Nesse ano, o comunicado de imprensa do
comité Nobel ja destacava o potencial desta “marca¢dao luminosa”
para a observacdo de processos celulares.
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