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ATUALIDADES EM QUIMICA

René Alfonso Nome Silva

O Prémio Nobel de Quimica de 2014 foi conferido aos cientistas Eric Betzig, Stefan Hell e William E.
Moerner pelo desenvolvimento da microscopia de fluorescéncia super-resolvida. Este artigo discute o con-
texto desse desenvolvimento desde o limite de resoluc@o de microscopios 6ticos até o uso das propriedades
fluorescentes de moléculas para superar a barreira fisica da resolugdo em microscopia, transformando-a
efetivamente em uma técnica Gtica de resolucdo de nandmetros: a nanoscopia.
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A curiosidade natural do ser humano

A maioria dos seres vivos ocupa o dia inteiro lutando para
garantir a propria sobrevivéncia. Por outro lado, a nossa es-
pécie, o homo sapiens, gragas a revolugdo cognitiva ocorrida
ha aproximadamente 70 mil anos, desenvolveu maneiras de
sobreviver que nao requeriam o uso de todo seu tempo e ener-
gia a procura de alimentos ou protegendo-se de predadores.
Nesse cendrio, pergunta-se: o que fazer com o tempo livre
resultante? A nossa espécie utilizou seu cérebro para explorar
a propria criatividade e imaginagao, presumivelmente dando
origem a curiosidade natural do ser humano.

Um bom exemplo da nossa curiosidade natural € a obser-
vagdo de pequenos insetos. Quem ndo se diverte observando
uma formiga em seu habitat natural? Estas conseguem
realizar proezas impensdveis para um ser humano como
carregar alimentos muito maiores do que seu préprio peso ou
literalmente caminhar sobre a d4gua. O genoma de formigas
foi sequenciado recentemente e aprendemos, entre outros
assuntos, que existe uma similaridade considerdvel entre
nosso DNA e o de formigas. Ou seja, apesar de seu pequeno
tamanho, elas possuem uma complexidade parecida com a
do ser humano. Nesse sentido, € relevante perguntar: quais
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sd0 os organismos vivos mais simples? Qual € o conjunto
minimo de componentes necessarios para sustentar a vida?
Quais sdo as bases moleculares por trds da origem da vida?
Esse tipo de questionamento € antigo e motivou o desenvol-
vimento de instrumentacdo para observacao de objetos cada
vez menores, objetos invisiveis a olho nu. Com a invengdo
do microscépio no século 17, foi possivel observar objetos
cada vez menores, incluindo organismos microscopicos e até
mesmo subcomponentes de organismos (Figura 1).
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Figura 1: Objetos observaveis com um microscopio 6tico con-
vencional. Figura original de Johan Jarnestad/The Royal Swedish
Academy of Sciences.

Limites de observaciao de microscopios oticos

O desenvolvimento e a aplicagdo da microscopia 6tica
naturalmente suscita a questdo: até onde podemos chegar?
Em um microscépio ideal, seria possivel observar dtomos
ou moléculas? Se ndo, qual € a resolugdo espacial de um
microscdpio 6tico ideal? Em 1873, Ernst Abbe formulou
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uma resposta: a resolugcdo de um microscopio Stico ideal é
aproximadamente igual & metade do comprimento de onda
daluz incidente. Normalmente, microscopios empregam luz
visivel, ou seja, radiagdo com comprimento de onda entre
400 nanometros e 700 nanometros. Consequentemente, a
resolugd@o de microscépios 6ticos € de aproximadamente 200
a 350 nanometros. Instrumentos reais (ou seja, ndo ideais)
apresentam limitacdes adicionais, associadas a componentes
oticos simples e/ou imperfeitos. Como resultado disso, mui-
tos microscOpios convencionais exibem resolucdes tipicas
da ordem de 500 nandmetros ou 0,5 micrometros.

O que significa dizer que um microscopio Otico tem re-
solucdo de 200 nandmetros? Significa que, se dois objetos
estiverem a uma distancia menor do que 200 nandmetros
entre si, a imagem obtida com o microscépio aparecerd dis-
torcida e ndo serd possivel observar dois objetos distintos. Ou
seja, com microscépios 6ticos convencionais, ndo € possivel
ver objetos em escalas de nandmetros como, por exemplo,
moléculas, proteinas e virus.

Figura 2: Objetos ndo observaveis com um microscopio ético
convencional. Figura original de Johan Jarnestad/The Royal
Swedish Academy of Sciences.

Como observar objetos menores como nanomateriais,
moléculas e atomos? Esse tipo de pergunta levou ao de-
senvolvimento de novas tecnologias, as quais ndo exibiam
essa limitacao fisica de microscépios dticos. Por exemplo, o
desenvolvimento de microscopios eletronicos foi baseado no
conceito quantico da dualidade onda-particula. Isso significa
que elétrons, por exemplo, exibem propriedades ondulatdrias
assim como a luz. O comprimento de onda dos elétrons pode
ser sintonizado e alcanca valores menores do que o préprio
tamanho de 4&tomos e moléculas, sem aberracdes que afetam
a qualidade da imagem. Outra tecnologia desenvolvida para
esse fim € pelo uso de técnicas mecanicas. Por exemplo, o
microscépio de forca atbmica emprega uma ponteira me-
canica de altissima precisdo com resolucdo espacial desde
nandmetros até angstroms. A deflexdo da ponteira decor-
rente de sua interacdo com o material em estudo € utilizada
para recriar a imagem do material. Dessa forma, avancos
em microscopia eletrdnica e de forca atdmica permitiram
a observacdo direta de atomos, moléculas e nanomateriais,
todos muito pequenos para serem observados por técnicas
de microscopia 6tica convencional.

Apesar dos enormes avancos na observacdo de objetos
pequenos, o microscopio 6tico ainda € preferido para diver-
sas aplicacdes em quimica e biologia em que o contraste de
microscépios eletronicos e de forca € baixo. Por exemplo, a
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possibilidade de analisar sistemas complexos em solugéo e
em trés dimensdes, como uma célula viva, € uma das grandes
vantagens da microscopia 6tica.

Moléculas iluminadas superando um limite fisico

Nesse contexto, o Prémio Nobel de Quimica de 2014
celebra o desenvolvimento de uma abordagem molecular
para superar o limite fisico da resolu¢do de microscépios
oticos. Por meio da utilizacdo de moléculas fluorescentes,
ou seja, moléculas que emitem luz, € possivel obter imagens
com resolugd@o na escala de nandmetros, dessa forma, com-
binando em um sé instrumento as vantagens individuais dos
microscopios 6ticos convencionais com a resolugdo espacial
de microscopios eletrdnicos e mecanicos.

The principle of
single-molecule

microscopy
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Figura 3: Principio da microscopia com moléculas individuais
fluorescentes. Figura original de Johan Jarnestad/The Royal
Swedish Academy of Sciences.

Uma solucdo para o limite de Abbe € a utilizagdo de
moléculas fluorescentes. Como existem muitas moléculas
contendo entre 10 e 20 dtomos e, portanto, possuem di-
mensdes da ordem de apenas alguns nandmetros, € possivel
utiliza-las como uma pequena fonte de luz ou uma nano-
luz. Dessa forma, a resolucdo da imagem € determinada
pelo tamanho da molécula que emite luz, ao contrério de
microscdpios 6ticos convencionais com resolucdo de 200
nanometros. Essa ideia € a base do principio da microscopia
de moléculas individuais, ilustrada na Figura 3. O professor
William E. Moerner foi o primeiro cientista a detectar uma
molécula individual fluorescente. Se o objeto em estudo con-
tiver multiplas moléculas fluorescentes com distancia entre
si maior do que 200 nandmetros, entdo € possivel observar
cada uma individualmente, com resolu¢do de nandmetros,
mesmo com um microscopio 6tico.

Por si s6, este trabalho € muito importante, pois permite
a observacdo de moléculas individuais, uma molécula de
cada vez. No entanto, para fins de caracterizacdo de obje-
tos por microscopia Gtica, o limite de Abbe volta a ser um
problema. Se duas moléculas fluorescentes estiverem a uma
distancia menor do que 200 nandmetros, entao 0 microscopio
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Otico ndo terd a resolugdo necessdria para fazer a distin¢ao
entre esses dois objetos. Em outras palavras, um objeto de
50 nandmetros de tamanho contendo duas moléculas fluo-
rescentes produzird uma imagem de um dnico objeto com
fluorescéncia uniforme. Novamente, o limite de Abbe afeta
a resolugdo espacial da imagem.

Para superar esse limite, os pesquisadores Eric Betzig e
Stefan Hell propuseram e desenvolveram solucdes distintas.
Em ambos os casos, a ideia seria adicionar varias moléculas
fluorescentes na regido de observagdo de interesse. A ideia
de Betzig € complementar a de Moerner e também envolve
microscopia de moléculas individuais. Especificamente,
envolve o uso de varias moléculas brilhando com cores dis-
tintas, obtendo imagens em sequéncia e cada imagem sendo
gravada com uma cor diferente. Se as moléculas estiverem
a uma distancia menor do que 200 nané6metros, porém bri-
lhando com cores distintas, € possivel obter imagens com
altissima resolucdo espacial, como mostra a Figura 3.

Por sua vez, o professor Stefan Hell desenvolveu seu
nanoscopio a partir de uma estratégia distinta, baseada no
conceito de emissao estimulada. Esse conceito foi descrito
teoricamente por Einstein em 1916. Em 1960, Theodore
Maiman utilizou emissdo estimulada para construir o pri-
meiro laser. Na ideia desenvolvida por Stefan Hell, dois
lasers sdo empregados simultaneamente como fonte de luz
do microscépio 6tico. Nesse aparato, a radiagao do primeiro
laser € absorvida pelas moléculas fluorescentes presentes na
amostra em estudo. O segundo laser interage com as molé-
culas fluorescentes pelo mecanismo de emissdo estimulada
e o brilho dessas moléculas € suprimido. O segundo laser
suprime a emissao de luz de todas as moléculas presentes na

The principle of STED-microscopy
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Figura 4: O principio da microscopia por deplegao estimulada de
emissao (STED). Figura original de Johan Jarnestad/The Royal
Swedish Academy of Sciences.
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regido de observagdo, exceto algumas moléculas que estdo
em uma pequena regido central onde o segundo laser ndo
incide. Consequentemente, hd uma resolu¢@o de nandmetros.

O sonho do quimico

Em resumo, como observar objetos pequenos como nano-
materiais, moléculas e atomos? O uso de moléculas fluores-
centes para alcangar esse objetivo levou ao desenvolvimento
da nanoscopia, tema do Prémio Nobel de Quimica de 2014.
Gragas a avangos no desenvolvimento de novas tecnologias,
hoje em dia, € possivel observar desde atomos e moléculas
até componentes celulares e nanomateriais, uma molécula
de cada vez. Trata-se de um momento tnico na histéria da
quimica, no qual nés podemos observar dtomos e moléculas
em tempo real. Além de ser atrativo do ponto de vista de
pesquisa cientifica, esses avangos também sdo importantes
do ponto de vista didatico, pois permitem realizar uma
comparacdo direta entre modelos moleculares comumente
empregados em sala de aula e resultados experimentais
obtidos por meio da nanoscopia.
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Abstract: The Nobel Prize in Chemistry 2014 Using fluorescent molecules
to transform microscopy into nanoscopy. The Nobel Prize in Chemistry
2014 was awarded to Eric Betzig, Stefan Hell and William E. Moerner for
the “development of super-resolved fluorescence microscopy.” The pres-
ent article discusses this development, from the resolution limits in optical
microscopy to the use of fluorescent molecules that overcome the physical
limits of resolution in microscopy, thus giving rise to a nanometer-resolution
optical technique: nanoscopy.
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