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RESUMEN

La microscopia electrénica de super-resolucién nos permite visualizar el interior
celular de una forma individual con una resolucidn que supera hasta 10 veces mas la
que hasta entonces se habia alcanzado con los microscopios convencionales. Existen
varias técnicas en las que se van a utilizar unos marcadores llamados fluoréforos.
Estos se unen a las moléculas que se quieren observar y al incidir sobre ellas laseres o
haces de luz, emitiran una fluorescencia que sera analizada, para finalmente dar como
resultado unas imagenes con una elevada resolucidn y un sorprendente resultado con
respecto a técnicas anteriores. En la enfermedad del Alzheimer se han podido
observar los ovillos neurofibrilares y las placas amiloides con las correspondientes
proteinas que intervienen en el proceso de formacion. Otro de los estudios en los que
se ha aplicado la microscopia de super-resolucion es en la afectacién de los
carbohidratos en las células cancerigenas. Por ultimo, se ha incluido un estudio de la
enfermedad producida por Plasmodium sp., la malaria. Se podran observar unas
imagenes impactantes del pardsito en el interior celular y el dafio que realiza a la

célula.
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ABSTRACT

Super-resolution electron microscopy allows us to visualize the cellular interior indi-
vidually with a resolution that exceeds up to 10 times more than that previously
reached with conventional microscopes. There are several techniques in which mark-
ers called fluorophores will be used. These join the molecules that you want to observe
and when you influence them lasers or beams of light, they will emit a fluorescence
that will be analyzed, to finally result in images with a high resolution and a surprising
result with respect to previous techniques. In Alzheimer's disease, neurofibrillary balls
and amyloid plaques have been observed with the corresponding proteins involved in
the formation process. Another study in which super-resolution microscopy has been
applied is in the involvement of carbohydrates in cancer cells. Finally, a study of the
disease caused by Plasmodium sp., malaria, has been included. Shocking images of the

parasite can be seen inside the cell and the damage it does to the cell.
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1. Introduccion

El interés por amplificar imdgenes se remonta a afios antes de Cristo. En el siglo |, griegos y
romanos, usaban bolas de cristal llenas de agua para poder observar las heridas y los tejidos.
Tras un gran interés cientifico por el mundo paralelo que se escondia mas alld de nuestros ojos,
en 1632, Anton Van Leuwenhoek pudo fabricar su propio microscopio tallando unas lentes.
Este se trataba de un microscopio éptico simple, con el que pudo llegar a observar las primeras
bacterias.

Esto, hizo posible que, en 1665 Robert Hooke, pudiera fabricar un microscopio compuesto, y
por primera vez observar la célula. Poco a poco se han ido mejorando las técnicas ayudando al
avance cientifico.

A partir de ahi, fueron apareciendo distintos tipos de microscopia, utilizando diferentes
técnicas y pudiendo observar diferentes organismos con mas claridad. Se comenzd a utilizar la
microscopia con luz polarizada, esto permitia observar diferentes partes de la célula y algunos
microorganismos causantes de infecciones.

Mas tarde, aparecié el microscopio electrénico de transmision, en el que no utilizaba la luz,
sino haces de electrones; Estos electrones viajan en forma onda mucho mds pequefia que la
luz visible utilizada en los microscopios épticos, por lo tanto, se consigue una resolucién mucho
mas pequena. Este aumento de resolucién tiene un gran inconveniente y es que las muestras
hay que recubrirlas para poder observarlas y se estropeardn. Poco a poco se fueron
consiguiendo mas aumentos en las imagenes obtenidas.

El cientifico Ernst Abbe decia que, si la separacidon entre dos cuerpos es mayor o igual a la
mitad de la longitud de onda de la luz que provoca su excitacién, los cuerpos se pueden
descifrar (Heintzmann R., et al. 2006). Abbe manifestd que la resolucién minima que se podia
alcanzar era de 200 nm aproximadamente.

A finales del siglo XIX, Lord Rayleigh definid la resolucidn maxima de un sistema dptico como la
distancia minima entre dos objetos puntuales que se pueden separar como fuentes
individuales (Turkowyd B., et al. 2016). Concepto importante de saber y entender para esta
revisién bibliografica. En la figura 1 se representa el criterio en una imagen para clarificar mas

el concepto.
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Esta formula es aplicable tanto a la microscopia electrénica como a la microscopia éptica. Dado
gue en la microscopia electrénica la longitud de onda es menor que en la dptica, se consiguen

resoluciones mas bajas.
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Figura 1: Criterio de Rayleigh.

La longitud de onda de la luz visible siempre ha limitado la microscopia. Al introducir la
microscopia electrénica y tener la longitud de onda mds pequeiia, se mejora la resolucién,
aungque a costa de introducir algunos problemas técnicos. Ademas, al aplicar la luz fluorescente
descubrieron que las moléculas se podian marcar y asi encenderlas y apagarlas e ir

construyendo poco a poco la imagen entera.

Tras varios descubrimientos, no es hasta 2014 cuando los cientificos Stefan W. Hell, Eric Betzig,
y William E. Moerner ganan el premio Novel de Quimica con la técnica de super resolucién, con
la que conseguian llegar a una resolucion minima de casi 10 nm con la posibilidad de
reconstruir células en tres dimensiones. Los métodos de microscopia de super resolucion,
como la microscopia de localizacién de una sola molécula (SMLM), la microscopia STED y la
microscopia de iluminacién estructurada (SIM), proporcionan un acceso sin precedentes al

funcionamiento interno de las células y diversos procesos biolégicos. (Wang, H. et al., 2019)

Cada uno de los cientificos implicados en el Premio Nobel de 2014, se basaron en una
investigacion diferente. Stefan Hell descubrid, en 1994, la técnica de agotamiento de emision
estimulada (STED) y en 2006, William Moerner y Eric Betzig et al. asentaron sus investigaciones

en la localizacion de moléculas individuales.



Otro concepto importante que se debe tener claro para entender mejor esta revision
bibliografica es el proceso de fluorescencia.

Las moléculas estan formadas por varios atomos y alrededor de sus nucleos se disponen los
electrones que se mueven en orbitales moleculares a diferentes distancias con respecto al
nucleo y en diferentes estados de energia, ya que a cada orbital le corresponde una energia
diferente.

En la figura 2 podemos ver un diagrama en el que se ven representados los diferentes estados
de energia de la molécula. El primero, llamado estado fundamental es el SO. El S1 es el estado
en el que se encontraran cuando estén excitados esos electrones. Existen mas niveles de
excitacidn, pero me he querido centrar en esos para hacer una explicacién mas clara.

Cuando la luz incide sobre la molécula, esta absorbe un fotén, y los electrones pasardn a un
estado excitado, por ejemplo, S1. Estos electrones tendran la necesidad de volver a su estado
inicial. Cuando eso ocurre, la energia que han absorbido en forma de fotén se emite con una

longitud de onda mayor, en forma de fluorescencia.

/// \\\ Estado excitado, S,

A
- Conversion interna
= Estado excitado, S,
Foton absorbido N Fotdn emitido: fluorescencia
Estado fundamental, S,

Figura 2: Proceso de fluorescencia.

El proceso de fluorescencia implica un nuevo término que es el “fluoréforo”. Estos son
moléculas capaces de emitir fluorescencia. Se unen a las moléculas que queremos observar al
microscopio, provocando su excitacién y haciendo que al pasar a su estado fundamental
emitan la fluorescencia que buscamos. Hay infinidad de fluoréforos y su eleccién es clave para
obtener una imagen de calidad segun la técnica que queramos usar.

Cuando empecé con las primeras busquedas sobre el tema, pude tener claro desde el principio,

que la mejor manera de explicar los resultados de este tipo de microscopia era con imdgenes.



CONVENTIONAL L

Figura 3: Estructura nucleosomica del ADN junto con diversas proteinas sobre las que se enrolla.
Gracias a esta microscopia se consiguen ver las proteinas, su interaccion con la membrana

celular, los movimientos en el interior y estructuras celulares de una manera mucho mas clara

de lo que hasta entonces se habia conseguido.

2. Objetivos de la revision

En esta revisidn bibliografica hay dos objetivos:

1. El primero es poder dar una explicacién sobre las diferentes técnicas de microscopia de
fluorescencia de super-resolucion, ya que quizds es la parte mdas complicada de

entender sin los conocimientos basicos de la fisica o la quimica.

2. Un segundo y principal objetivo para este trabajo es realizar una explicacién de
aplicaciones para las que se ha usado este tipo de microscopia y que he podido

considerar mas interesantes, novedosas o actuales.



3. Metodologia

Para el desarrollo de esta revisién bibliografica he realizado una recopilacién, evaluacién,
seleccidn y ordenacion de los diferentes articulos cientificos necesarios para obtener un buen
resultado cumpliendo con los objetivos expuestos en el apartado anterior.

La microscopia de super resolucién actualmente es una técnica muy novedosa para la que se
sigue investigando hoy en dia, ya que puede darnos unos increibles resultados.

En primer lugar, he hecho un estudio de cdmo ha ido evolucionando la microscopia a lo largo
de la historia hasta llegar a nuestros dias.

Posteriormente, me he centrado en el microscopio de fluorescencia de super-resolucion. Tras
la lectura de muchos articulos, debido a mi dificultad para entender el mundo de la fisica, he
podido asimilar y desarrollar una explicacién de las técnicas mdas importantes que tiene, ya que
existen diversidad de adaptaciones.

Para poder seleccionar las tres aplicaciones que he incluido en este trabajo, he realizado una
busqueda muy amplia de las diferentes aplicaciones que tiene este microscopio. Una vez
obtenida una vision general he podido seleccionar las tres que he considerado mas
interesantes.

En cuanto a las bases de datos que han sido necesarias para recopilar esta informacién y
buscar material, cabe destacar: Scopus, Fama.us.es. La busqueda la he realizado introduciendo
las palabras claves en la busqueda. Con los resultados he ido leyendo y seleccionando los
articulos tras la lectura del abstract de cada uno de ellos. Una vez seleccionados los he ido
traduciendo y obteniendo una visidon general tras una primera lectura, con la segunda pude ir
componiendo la revisién bibliografica.

Como palabras claves se emplearon los siguientes términos principalmente: microscopy, super-
resolution, fluorescence, STED, STORM, alzheimer, cancer, malaria; todos ellos fueron
combinados para realizar una busqueda mas especifica.

En la busqueda se establecieron varios filtros para reducir la lista de articulos. Me centré
principalmente en publicaciones desde 2009 hasta el afio actual, para ver el inicio desde antes
que los autores de esta microscopia recibieran el Premio Nobel.

De estos mismos articulos he obtenido las imagenes, esenciales en este tema, ya que son
realmente las que describen los sorprendentes resultados de esta técnica.

Toda la bibliografia que aparece en este trabajo ha sido redactada siguiendo estrictamente las

normas de Vancouver.



Por ultimo, he afiadido una tabla de elaboracion propia para obtener una visién general de las

diferentes técnicas cuyo contenido fue recogido de los diferentes articulos.

4. Técnicas microscopicas de super-resolucion

En esta revisidn bibliografica, he querido dar mas importancia a las aplicaciones que a las
diferentes técnicas que existen en este tipo de microscopia. Sin embargo, para entender mejor
los avances que se han producido gracias a esta microscopia es bueno entender minimamente

las técnicas que se han usado para cada aplicacion.

Como hemos visto en la introduccidn, las moléculas pueden absorber luz y emitirla en forma
de fluorescencia. Asi, las propiedades de algunas moléculas individuales de “encender” y
“apagar” pueden ser utilizadas para obtener super resolucidn y, por lo tanto, superar el limite
de difraccién éptico. (Hu et al.,2014). Estos fluoréforos han sido las claves para este tipo de
microscopia, ya que con la modulaciéon de su fluorescencia se pueden detectar de forma
independiente y después elaborar una imagen. Para llevar a cabo la eleccién de una molécula
fluorescente u otra se tiene en cuenta la estabilidad, el brillo y las dimensiones de la imagen.

(Schermelleh et al., 2010).

Una vez elegido el marcador correcto, se decide que técnicas se pueden utilizar. Las técnicas de
imagen que permiten la visualizacién de estructuras por debajo del limite de difraccion son
esenciales para el campo de las ciencias de la vida, sin embargo, cada uno de estos enfoques

tiene ventajas y limitaciones inherentes. (Masters, B.R.,2020).
La microscopia de iluminacién estructurada (SIM) y la de emisién estimulada (STED), se basan

en patrones de luz de excitacion, en cambio la microscopia SMLM utiliza la localizacién de

moléculas individuales compuesta por las técnicas STORM y PALM.

4.1 Microscopia del agotamiento de la emisién estimulada (STED)

Stefan Hell fue reconocido por su importante contribucién en esta modalidad microscépica en

el afio 1994.



Esta técnica se basa en la aplicacion de dos rayos laser, uno de excitacion y otro de
agotamiento (STED). En primer lugar, el laser de excitacidn es el que hace que la molécula pase
de su estado fundamental a su estado excitado y emita fluorescencia. Por otro lado, el laser de
agotamiento (STED), que presenta una forma anular (forma anillo) con una intensidad nula en
el centro, desactiva las moléculas de la parte externa, dejando activas solo las del centro.

En la figura 4, se observa de una forma muy clara el principio de esta técnica. En amarillo se
representa el laser de excitacién. Con una longitud de onda mds alta y de color rojo vemos el
laser STED. Esto permite que se puedan observar imagenes con una resolucidn mucho mas alta,
ya que el laser STED al apagar las moléculas fluorescentes de la parte externa, reduce el
tamanio del punto de excitacidn alcanzando los 10 nm.

De esta forma se va escaneando la imagen punto por punto y por ultimo, de forma

computacional se reconstruye la imagen punto por punto.
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Figura 4: Principio de la microscopia de STED.

Finalmente, en la figura 5, en la que se muestre los resultados de esta técnica.
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Figura 5: Superficie de un nucleo celular visto con un microscopio confocal y con uno STED. En
rojo podemos ver unas proteinas que rodean los poros y en verde las proteinas que se

encuentran en el centro del poro.

Los inconvenientes de esta técnica son la alineacién de los haces de excitaciéon y STED, la
complejidad de su uso y el alto costo. La alineacidén es bastante critica, se altera con gran
facilidad con la temperatura o con las vibraciones, y evitaria obtener una imagen de calidad.
Otro de los inconvenientes que presenta es el fotoblanqueo (destruccidon del fluoréforo), ya
que al realizar este paso hace que sea mas dificil hacer mediciones repetidas a las muestras.

Con STED se han podido visualizar el interior de las neuronas, un avance perfecto para el

estudio de enfermedades neurodegenerativas.

4.2 Microscopia de localizacién de una sola molécula (SMLM)

Esta técnica, al igual que la anterior, se realiza controlando el encendido y el apagado de los
fluoréforos. Sin embargo, mientras que STORM utiliza un enfoque aleatorio para la asignacion

de fluoréforos a estados fluorescentes y no fluorescentes, STED utiliza un enfoque dirigido en
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el que los fluoréforos se asignan directamente a sus estados apropiados en areas especificas
de la muestra. (Tam, J., 2015).

En este tipo de microscopia podemos encontrar varios tipos de técnicas que también han con-
seguido superar el limite de difraccidn. Estas son PALM (microscopia de localizacién foto-
activada) y STORM (microscopia de reconstruccién dptica estocdstica) entre otras variantes.
Estas técnicas son diferentes entre ellas, pero con algo en comun. Todas usan fluoréforos que
se van activando y desactivando de manera aleatoria, por lo tanto, se iran captando las
moléculas aisladas gracias a las técnicas de alta resolucidon. Este proceso se va repitiendo hasta
obtener los suficientes datos.

Para llevar a cabo estas técnicas, se marcan con fluoréforos las moléculas que se vayan a
observar. Esos fluoréforos estdn inactivos y se activaran incidiendo sobre ellos un haz de luz de
baja intensidad (ultravioleta), evitando que se activen todos, ya que queremos una activacion
aleatoria. Una vez activados, se aplica un haz de mayor intensidad sobre los fluoréforos
excitandolos. Al estar excitados, emiten energia y esta sera recogida para poder localizarlos y
hacer el estudio.

Hasta aqui todos los pasos son comunes para ambas técnicas, el siguiente y ultimo paso variara
segun realicemos STORM o PALM.

Para la técnica PALM, se realiza es el fotoblanqueo (photobleaching), aqui los fluoréforos seran
destruidos, y asi se evita que puedan influir en la continuacién del proceso. Con ello podemos
cerrar el primer ciclo. Este volverda a empezar desde el principio y asi sucesivamente.
Finalmente se superponen todas las imagenes obtenidas para obtener la imagen final.

Sin embargo, en la modalidad de STORM, este ultimo paso del fotoblanqueo no se lleva a cabo.
Los fluoréforos no se destruyen ya que se pueden activar y desactivar cuando se crea oportuno.
Otra diferencia es que, al principio, la activacidon de la molécula se hace proporcionando luz de
manera irreversible (Photoswitching) mientras que en PALM se hacia proporcionando luz de

manera reversible (fotoactivacién) (Vangindertael et al., 2018)

STORM tiene una ventaja con respecto a PALM y es el tiempo de adquisicidon de la imagen, en
STORM es mucho menor por lo que se obtienen resultados de una forma mas rapida. Sin
embargo, aunque en PALM la adquisicion sea mas lenta, esta permite localizar muchos
fluoréforos al mismo tiempo. Otra ventaja de STORM con respecto a PALM es el proceso de

fotoblanqueo, que no lo realiza y por lo tanto no se destruyen las muestras.
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Con esta técnica, se puede conseguir ver como oligomeriza la hemaglutinina en la membrana
de las células (Leung y Choy, 2011). Ademads, también he afiadido mas adelante, en la
aplicaciéon del cancer unas imagenes en las que se puede ver claramente los carbohidratos en
las membranas celulares. En la figura 6 vemos la imagen que se obtiene al aplicar la técnica

sobre una célula de rifidn.

Figura 6: Imagen de una célula de rifion en la que podemos ver de color verde el reticulo
endoplasmadtico y de color rojo los microtubulos observados con la técnica STORM. (Allen, J.R.

etal. 2013).

4.3 Microscopia de iluminacidn estructurada (SIM)

Esta técnica es la mas diferente a las demds. Utiliza un escaner de luz estructurada, es decir, la

luz incide sobre la muestra en diferentes fases con patrones de rayas como se puede ver en la
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figura 7. Al interaccionar la muestra con los patrones de excitacidn se produciran imagenes con
el efecto Moiré.

La imagen resultante directamente no rompe el limite de resolucién, sin embargo, contiene
informacion que puede ser reconstruida computacionalmente mediante funciones
matematicas para generar imagenes que si se encuentran por encima del limite de resolucion
(Kim y So, 2017). Para ello se utiliza la teoria de Fourier. Tanto la imagen original como la
transformada de Fourier son equivalentes, es decir, no se pierde ninguna informacién al pasar

de una a otra.
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Figura 7: Técnica SIM.

Esta técnica no alcanza la resolucién de las anteriores, ya que es técnicamente mas simple, no
usa laseres, sino haces de luz y es mas rdpida, lo que la hace menos fototdxica y mas
susceptible de ser aplicada para grabar células vivas completas (Ball et al., 2015). Ademas, la
luz aplicada en las técnicas SMLM es muy intensa por lo que las muestras se dafian
rapidamente. SIM, sin embargo, es diferente, debido a su velocidad y al hecho de que toma
mucha menos luz que los otros métodos. (Sanexa et al.,2015).

Las moléculas de interés se marcan con fluoréforos, que para esta técnica son muy especiales.
En primer lugar, se utiliza una luz que activa todas estas moléculas, y seguidamente otra que
las desactiva. Al pasar esta luz de desactivacion, las moléculas que se encuentran en las zonas
mas oscuras de la onda siguen manteniendo su fluorescencia. Esta imagen se captura. El
proceso se repite muchas veces hasta obtener los datos de la imagen final como la que

podemos ver en la figura 8.
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Figura 8: Nucleo celular visto con un microscopio confocal (CLSM) y con un microscopio SIM. En
rojo se ven los poros nucleares, en verde una proteina de la envoltura nuclear y en azul se

puede ver la cromatina.

Esta técnica no es la mas adecuada para células vivas por el tiempo que se necesita hasta
obtener la imagen. La mayoria de los estudios que han utilizado esta técnica han sido utilizando
muestras fijas. Se han podido analizar las estructuras de la cromatina, de los virus y los glébulos
rojos afectados por Falciparum Plasmodium en la malaria (posteriormente veremos en las

aplicaciones) entre muchas otras.
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LIMITACIONES/

APLICACIONES

TECNICA PRINCIPIO DE LA
TECNICA VENTAIJAS
Emision de Velocidad muy lenta Interior de las
fluoréforos seguido Dificil alineacion de neuronas para las
STED de un escaneo para los laseres. enfermedades
obtener la imagen Fotoblanqueo neurodegenerativas
super resuelta Fototoxicidad
Activacion de Velocidad lenta Divisidn de una
PALM fluoréforos y bacteria
SMLM Fotoblanqueo
Usa diferentes Velocidad mayor que Mecanismos de las
STORM fluoréforos y los PALM proteinas asociadas a
localiza para formar No utiliza nucledtidos
la imagen fotoblanqueo
[luminacion usando Alta demanda Diagndstico de
un patrén para computacional imagenes
SIM obtener la imagen No es fototdxica hematolégica

Cromatina

Una vez vistas las técnicas mas importantes de la super-resoluciéon, se ha podido comprobar

que cada una tiene una utilidad diferente y que segun el objetivo y la muestra que tengamos,

usaremos una técnica u otra.

Tras la explicacidn de las técnicas, me centraré en las diferentes aplicaciones, ya que es otro de

los objetivos en esta revision bibliografica.
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5. Aplicaciones del microscopio de fluorescencia de super-resolucion

La microscopia de fluorescencia de super-resolucion se ha convertido en un método muy util
para el estudio celular. Gracias a estas técnicas podemos obtener imagenes con una alta
resolucidon con respecto a los microscopios tradicionales. La microscopia convencional nos
ofrece imdgenes con una resolucion muy baja, por lo tanto, con la microscopia de super-
resolucion se logrard superar la resolucién, acabando con ese problema y ofreciendo muchas

ventajas y avances a la ciencia.

Este modelo de microscopio se ha utilizado en multiples aplicaciones en el campo de la ciencia,
como en enfermedades neurodegenerativas, obteniendo imdgenes de agrupacion de
receptores durante la sinapsis entre muchas otras, estudios del genoma, visualizacion y
posicionamiento de estructuras celulares, investigacion del cdncer, trastornos renales,
enfermedades de la sangre, formacién del colesterol en las membranas bioldgicas, mecanismo
de accién de las proteinas que estan asociadas a nucleétidos, etc. Dentro de este amplio
abanico, en esta revision bibliografica me voy a centrar en las tres aplicaciones que he

considerado mds importantes.

En primer lugar, me he interesado en el alzhéimer. Este es un problema que nos puede
preocupar a todos, ya que existen muchos casos actualmente, todos podemos tener en la
familia alguien con esta enfermedad o incluso es algo que nos puede preocupar a nosotros
mismos y que algun dia podamos llegar a padecerla. Aun asi, todavia no se ha conseguido
conocer del todo esta enfermedad y hasta ahora no existe un tratamiento que la cure. Por ello
me he interesado, es un tema actual y que me ha gustado investigar para poder saber todos los

avances que existen ahora mismo en investigacion.

La segunda aplicacion interesante en la investigacion es el cancer. Hoy en dia, en Espafia se
alcanzan casi los 280.000 casos de personas que sufren esta enfermedad. Al igual que en el
alzhéimer, aun no se ha encontrado una cura. Si existen tratamientos que pueden radicar la
enfermedad segln su localizacién, pero alin no se conocen muy bien todos los mecanismos, ni

como tratar los distintos tipos de cancer.
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Por ultimo, pero no por ello menos importante, la aplicacién que voy a tratar en esta revision
bibliografica es la malaria. Esta enfermedad también afecta a muchas personas en el mundo

cada afio y gracias al microscopio de super-resolucion, se han podido obtener algunos avances.

5.1 Estudios en la enfermedad del Alzheimer

En 1906 Alois Alzheimer anuncid el descubrimiento de una nueva enfermedad en la corteza
cerebral. Poco a poco comenzaron a descubrirse las primeras caracteristicas que luego tendrian

tanta repercusién como es el Alzheimer en la actualidad.

En el cerebro, las neuronas van deteriorandose como consecuencia de algunas alteraciones en
sus estructuras. Estas alteraciones estructurales, se han podido estudiar gracias a la
microscopia de super-resolucion.

Tau, es una proteina asociada a microtubulos (MT) que se expresa preferentemente en células
neuronales; dentro de las neuronas, tau se expresa exclusivamente en los axones (Kubo, A. et
al., 2019). Esta los mantiene rigidos y bien estructurados, ademas, permite que las moléculas y

los neurotransmisores viajen por la neurona para producir la sinapsis.

o\
AL Neurona Moléculas
tau
Iata estabilizadoras
oo Ovillos de

proteina tau

Neurona
enferma 48 L] & *E? i

Los microtibulos
se desintegran

Figura 9: Diferencia de la neurona sana y enferma y la formacion de ovillos.
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El primer defecto estructural se produce por la fosforilacién de Tau (incorporacion de un grupo
fosfato), provocando su desintegracion y haciendo que esta se separe del microtubulo. Como
consecuencia, se uniran las proteinas en una marafia y formaran los ovillos neurofibrilares en el

interior de la neurona como podemos observar en la figura 9.

Otro de los defectos se produce en su membrana plasmatica. Las neuronas no dejan de ser
células y al igual que todas contienen una membrana plasmatica. En ellas existen unas
proteinas transmembranales llamadas proteinas APP (proteina precursora amiloide).

En una neurona sana, la enzima a-secretasa corta un fragmento de esta proteina APP y una
segunda enzima llamada Y-secretasa, liberard un segundo fragmento. Este se liberara al
torrente sanguineo evitando el dafio en el cerebro. Por el contrario, en un paciente con EA, ya
sea por estrés oxidativo o por radicales perdxidos, la enzima que realizara el primer corte sera
la B-secretasa, y el segundo corte lo hara de nuevo la Y-secretasa que liberard un fragmento
diferente al de una neurona sana, llamado B-amieloide. En la imagen central de la figura 10 se
representan los cortes de estas dos enzimas. Estos fragmentos se acumularan formando las
placas amiloideas de forma extracelular, aunque existen evidencias de que también se pueden
formar en el interior celular. Los fragmentos B-amiloides pueden ser de dos tipos, AB40,

formado por una cadena de 40 aminoacidos, o AB42, con 42 aminodcidos.

Figura 10: Formacion de las placas amieloides en la corteza cerebral.
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Un paso importante para comprender los fendmenos de la formacién de placas es la capacidad
de investigar el lugar de la aparicion de la agregacidon amiloide en modelos experimentales de

enfermedad. (Kaminski Schierle, G.S. et al., 2011).

En un principio, para estudiar la agregaciéon de esos fragmentos de proteinas, se utilizaron
técnicas microscopicas electrénicas (EM) y de fuerza atdmica (AFM). Estas técnicas utilizan un
pretratamiento para las muestras que hace que se dafien las estructuras que se quieren
observar.

Con la aparicion del microscopio de fluorescencia de super-resolucién y las diferentes técnicas
se ha podido solucionar ese problema. Los métodos de iluminacion estructurada (SIM) no
presentan una resolucidon espacial suficiente para proporcionar informacidn sobre la
morfologia de las diversas especies de amiloides. (De Rossi, P., 2020). Sin embargo, las técnicas
STORM y PALM alcanzan una resoluciéon de 20-30 nm. Estas son capaces de reproducir
imagenes muy potentes y mostrar una gran diferencia al igual que también se puede hacer con

STED.

Para el avance en las investigaciones del Alzheimer, en uno de sus estudios se utilizé la
microscopia de fluorescencia confocal y la técnica SIM de microscopio electrénico de super-
resolucidn, en la que se pudieron observar las placas B-amiloides que se generan en el exterior
de la neurona. También se usd la técnica dSTORM para ver la naturaleza y la composicion de
esos depdsitos amiloides intracelulares.

En estos estudios se pudo demostrar que las placas B-amiloides extracelulares pasaron a ser
intracelulares tras una hora de incubacién. Esto se vio gracias a las técnicas que usaron y al
fluoréforo “HilLyteFluor488” para los péptidos B-amiloides.

Una vez que se supo que las placas pasaban al interior celular, se pudo observar cdmo estas se
iban acumulando en vesiculas celulares o liposomas favoreciendo las reacciones
intermoleculares. Habia una evidencia previa de que la pérdida de integridad de las
membranas endosdmicas / lisosémicas representa un evento temprano en la patogénesis B-
amiloide, y se ha sugerido que la fuga de vesiculas intracelulares puede conducir la muerte

celular dependiente de B-amieloide (Kaminski Schierle, G.S. et al., 2011).
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Figura 11: En esta imagen podemos observar claramente la diferencia entre la microscopia
convencional (imdgenes de la izquierda) y la microscopia electrdnica de super- resolucion con la
técnica dSTORM (imdgenes de la derecha). En las dos de arriba, se ven agregados que se
encuentran en una solucion madre in vitro. Con la técnica dSTORM también se pueden observar

en el interior celular, como podemos ver en las imdgenes inferiores.

La imagen de la figura 11, se obtuvo de un experimento, en él querian ver el comportamiento
de los agregados B-amiloides en el interior y el exterior de la célula. Tras una hora de
incubacién, vieron como las marafias amiloideas seguian igual en el exterior de la célula, sin

embargo, en su interior se hicieron mas grandes.

La enfermedad de Alzheimer (EA) y otras enfermedades neurodegenerativas tienen patologias
caracteristicas que se analizan en el cerebro post mortem recolectado en bancos de tejidos
clinicos (Benda, A. et al., 2016). Existe un estudio publicado en 2018 en el que cogian muestras
humanas y usando la microscopia de emisidn estimulada (STED) junto con la tomografia (AT)
realizaban estudios neuropatoldgicos caracterizando las placas B-amiloides en muestras

ultrafinas.

Con el uso de esta técnica pudieron comprobar la potencia en este tipo de aplicacion. Vieron
como los péptidos B-amiloides pueden formar oligdmeros solubles, y van creciendo hasta
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hacerse insolubles y acumulandose de manera extracelular como habiamos visto
anteriormente. Cada vez hay mas pruebas de que las especies AB solubles son mas toéxicas que

la AB fibrilar para causar pérdida neuronal y disfuncion sinaptica (Quercol Villaseca et al., 2019).

La enfermedad del Alzheimer generalmente es una enfermedad que se produce de forma
esporadica en pacientes de edad avanzada (SAD), por una descompensacién en la formacion y
eliminacion del péptido B-amieloide como consecuencia del envejecimiento, pero han visto
que hay veces que la enfermedad aparece también en personas jovenes (ADAD). En este caso,
es causado por mutaciones en unas proteinas. Esas pueden ser las proteinas transmembrana
gue veiamos al principio, llamada APP, o la presenilina en dos de sus genes como el PSEN1 y
PSEN2. Estas mutaciones hacen que se forme AB42 que dara lugar a un depdsito B-amieloide

soluble provocando la neurodegeneracion.

Aprovechando la técnica AT-STED, se investigaron las diferencias que existen entre estos
pacientes, los que presentan la enfermedad por mutaciones en las proteinas, o personas en las
que el alzhéimer es consecuencia de la edad avanzada (figura 12). Para ello observaron las
estructuras PB-amieloides en ambos casos y vieron como en muestras de pacientes con
alzhéimer precoz por mutaciones en la presenilina, existian mas estructuras que en casos de

personas de avanzada edad.
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Figura 12: Gracias a la técnica AT-STED podemos ver como las estructuras A8 no fibrilares son
mds abundantes en un paciente joven (ADAD) con mutaciones en la presenilina que en un
paciente de edad avanzada (SAD). La distribucion neuronal se puede observar de color magenta
alrededor de las placas y en el centro un nucleo denso de estructuras amieloides. También se

puede observar diferencia entre la distribucion de las fibrillas.

Con la técnica AT se pudo alcanzar una resolucion de hasta 70nm, pero con la adicién de la
técnica STED se pudo llegar hasta los 10 nm, una resolucion inalcanzable para la microscopia
confocal o en ensayos inmunohistoquimicos. Usando ambas técnicas se pudo reconstruir la
placa amieloide y asi pudieron ver la distribuciéon de las fibrillas en tejido humano como
podemos ver en la figura 10, en la que se puede ver que las placas amieloides estan formadas
por un nucleo central y un halo alrededor.

Estudios anteriores demostraron que una acumulacion de B-amieloide provoca la pérdida
neuronal y una toxicidad sindptica. Esa acumulacién de B-amieloide puede ser una causa del

procesamiento anormal de la proteina APP en pacientes con EA precoz.

Se necesitan mas estudios para investigar mas a fondo la patogénesis de esta enfermedad. La

unién de ambas técnicas abre una puerta a la neurociencia para poder caracterizar los

agregados como objetivos terapéuticos.
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5.2 Investigacidn del cancer

La microscopia 6ptica ha sido la técnica principal para visualizar la morfologia celular y las
anormalidades en tejidos con cancer. Gracias al avance de la microscopia y la mejora de la
resolucion, se pueden ver estructuras de tamanos moleculares. Vieron que un paso limitante
para poder obtener imdgenes de alta calidad era la preparacién adecuada de la muestra segin
la técnica que se fuera a utilizar. Las técnicas mas usadas para este tipo de aplicacion son las
técnicas basadas en moléculas individuales. PALM, requiere la incorporacidn de proteinas
fluorescentes fotoactivables, pero tiene una utilidad clinica limitada en muestras patoldgicas
fijas, mientras que STORM utiliza colorantes orgdnicos convencionales que es altamente

compatible con el tejido patoldgico (Liu, Y., 2019).

Un estudio muy interesante que se ha realizado sobre el cancer es la afectacion de los
carbohidratos en esta enfermedad.

Unos de los componentes importantes de la membrana celular son los carbohidratos. Estos,
sufren un proceso de glicosilacion (adicidon de los carbohidratos a una proteina) y ayudan al
mantenimiento celular, realizando algunas de sus funciones. Si en algin momento se produjera
un error en este proceso, a cualquier nivel, estos cambios pueden influir en la estructura de la
membrana plasmadtica, en las interacciones celulares, etc., y por lo tanto, pueden producir

muchas enfermedades como por ejemplo el cancer.

En primer lugar, vieron que carbohidratos eran los que se acumulaban en las células cancerosas
con mas frecuencia que en las células normales, con este avance estos carbohidratos se
podrian utilizar como diana para tratamiento quimioterapéutico o como marcadores para el
diagnéstico de la enfermedad.

Como ya he dicho, la mayor parte de las proteinas que se encuentran en la membrana celular
de los mamiferos sufren un proceso llamado glicosilacion. Varios estudios han demostrado que
algunos trastornos en la glicosilacion pueden acompafiarse de formacion del tumor o
metastasis entre otras enfermedades.

La dificultad esta en detectar el trastorno que se produce, ya que existen infinitas posibilidades
de glicoconjugados implicados en el cancer. Sin embargo, los residuos que forman las cadenas
de esos carbohidratos son limitados en mamiferos. Los mas comunes son N-acetilglucosamina
(GIcNAc), N-acetilgalactosamina (GalNAc), fucosa (Fuc), manosa (Man), galactosa (Gal) y acido

sidlico (Sia).
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Para poder observar la diferencia de carbohidratos en las células con y sin cancer, se utilizaron
células renales humanas. Etiquetaron ambas muestras con la concentracién correcta de
fluoréforos y se observaron al microscopio de super resolucién con la técnica dSTORM,
observando los diferentes carbohidratos. Vieron que todos se agregaban en grupos mds

grandes y con una distribucién distinta en células con cancer que en las células sanas (figura

13).

Figura 13: Andlisis de los siete tipos de carbohidratos en diferentes células cancerosas (A-G) y la

On-Re-2 cels

J9IFT cells

distribucion de los principales de carbohidratos de interés en las membranas celulares. (Chen et

al,, 2016).

Tras este estudio de los carbohidratos mas comunes en las células en el afio 2016, se ampliaron
las investigaciones con otro carbohidrato, ya conocido desde el afio 1983 por Hakomori y
bastante importante en algunas células cancerosas, llamado globo H.

Este se identificd en el cdncer de mama en muestras humanas. En este tipo de cancer, el globo
H estd siendo la préxima linea de investigacion para la inmunoterapia.

Para esta investigacidon usaron también la técnica dSTORM. Un paso muy importante al usar
esta técnica es el etiquetado. El Globo H, es una molécula muy dificil de etiquetar ya que es

muy compleja. En estudios previos se utilizd un anticuerpo de alto peso molecular especifico
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para ese glucoesfingolipido, el MBr1. Por suerte, se han introducido recientemente unos acidos
nucleicos, llamados aptameros. El aptdmero para Globo H, es una cadena de ADN que solo
tiene un sitio de unién para la molécula, esté localizada o no en la membrana celular. Estos
aptdmeros lo hicieron mas eficientes anadiéndoles un tinte organico para poder visualizarlo al
microscopio de fluorescencia de sUper-resolucién.

Gracias a este marcador se pudo estudiar la distribucién de Globo H en las membranas. Para
investigar la distribucién utilizaron la estadistica de Hopkins. En este método, los valores de H
pueden estar entre 0 y 1. Si estdn cerca de 1 como resulté ser en este caso, significard que
globo H tenia una distribucidn agrupada.

Una vez que vieron el tipo de distribucidn, utilizaron un programa llamado SR-Teseller para
reconstruir la imagen. Como resultado pudimos observar que globo H es heterogéneo y tiene

diferentes formas en la membrana celular (Figura 14).

Una vez aclarado el concepto de que los carbohidratos globo H son especificos de las células
cancerosas, realizaron otro estudio usando muestras de diferentes tipos de células
cancerigenas. Células de cancer de mama (MCF-7), de cancer de colon (HCT116), de cancer de
pulmén (A549) y a su vez, muestras de células no cancerigenas de mama (MCF-10A), colon
(NCM460) y pulmdn (HFL1).

Se observaron en el microscopio electrénico de super-resolucién con la técnica dSTORM.
Obtuvieron imagenes en las que se observaba que globo H se expresaba de manera mucho
mas significativa en las células cancerosas independientemente del tipo de célula que fuera.
Estos resultados sugirieron la posibilidad de utilizar los aptdmeros como marcadores potentes
para diagnosticar estos tipos de cancer, incluso para la terapia.

Con la investigacion de este carbohidrato, sabiendo que la mayoria de ellos estan implicados en
las funciones celulares y como consecuencia de las interacciones entre ellos en las membranas
celulares, propusieron una hipétesis en la que diferentes tipos de carbohidratos implicados en
esta enfermedad podian agregarse a las membranas celulares interaccionando unos con otros
y mediar las funciones de las células cancerigenas.

Por ello investigaron mas carbohidratos implicados en el cancer y asi se pudo estudiar el acido
sidlico, otro tipico en este tipo de células.

Usando de nuevo la técnica dSTORM podemos ver claramente las diferencias entre globo H y

acido sialico como podemos ver en la figura 14.
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Figura 14: Relacion entre globo H y otros carbohidratos asociados al cdncer en la superficie de
las células MCF-7. En la imagen a vemos la localizacion del globo H con el carbohidrato

“w_
e

ac.sidlico y como se superponen unos con otros. En la imagen se ve la localizacion de globo

H respecto a otro carbohidrato, el GIcNAc

Al observar estas imagenes pudieron ver que el globo H y el acido sialico estaban asociados
uno con otro. Se preguntaron si ese comportamiento lo tendrian muchos de los carbohidratos
para poder trabajar de forma cooperativa. Para ello, observaron las localizaciones del globo H
y del N-acetilglucosamina (GIcNAc) en las membranas celulares de MCF-7, ya que GIcNAc es el
glicano mas comun en esta estructura celular y su ramificacion anormal, un factor clave en el
cancer. Los resultados mostraron que estos carbohidratos también estaban asociados entre

ellos (figura 14e).

Para confirmar definitivamente esta hipdtesis, hicieron un experimento con diferentes tipos de
glicosidasas para intentar desorganizar al acido sidlico y GIcNAc y asi poder observar también la
distribucion de globo H. Como resultado del experimento tras aplicar el tratamiento con
glicosidasas pudieron observar una gran disminucion tanto de acido sidlico como de GIcNAc.
Ademas, se comprobd que la escision de ambos grupos provocaba también la disminucidn del
globo H. Con esto se pudo confirmar que los carbohidratos se unian para trabajar de forma
cooperativa en las membranas de las células cancerosas.

De este modo, se podria intervenir en este proceso para investigar sobre una vacuna para el
cancer. Aunque todavia queda mucho por dilucidar, los hallazgos sobre las interacciones
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basadas en glicanos en los canceres podrian contribuir a descifrar las funciones fisioldgicas de
los carbohidratos en los canceres y desarrollar ain mas una vacuna contra el cancer basada en

carbohidratos. (Jing, Y. et al., 2019)

5.3 Visualizacion del parasito de la malaria

La malaria sigue siendo una amenaza mundial, con 216 millones de casos en todo el mundo y
mas de 400,000 muertes solo en 2016 (Schloetel, J.G., et al, 2019). Es una enfermedad causada
por Plasmodium spp. Este pardsito ha sido investigado durante mas de un siglo, pero con la
microscopia se han podido dar grandes avances.

Muchos estudios que utilizaron métodos clasicos de microscopia electrénica mostraron la
arquitectura general de los esporozoitos y formas similares de parasitos. (De Niz, M. et al.,
2017).

La aplicacion de esta microscopia para observar las estructuras de los pardsitos tiene algunas
limitaciones, como ya he dicho anteriormente en la explicacion de la técnica SIM, se necesitan
unos fluoréforos especiales y, ademds, algunos métodos no son compatibles con muestras

vivas o con los glébulos rojos.

Para poder entender el avance con la microscopia de super-resolucidn en esta enfermedad, hay
qgue entender antes una parte del ciclo del parasito como se muestra en la figura 15.

Los esporozoitos de Plasmodium spp. cuando invaden la célula hepdtica, forman unas
estructuras llamadas vacuolas parasitéforas (PVM). Esa vacuola hace posible que el parasito

pueda adquirir sus nutrientes y pueda vivir en el interior celular.
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Figura 15: Ciclo de Plasmodium spp.

Los esporozoitos entran en la célula hepatica y se transforman en merozoitos para pasar a los
glébulos rojos. El mecanismo de unién del merozoito a la membrana de los eritrocitos para su
invasion se demostré con la técnica SIM (Baum, J., 2017). Sin embargo, esta técnica, en
comparacién con otras técnicas de super-resolucion como STED, STORM, PALM, tiene una

ganancia de resolucién baja sobre la fluorescencia convencional.

Como he dicho anteriormente, la microscopia de super-resolucién tiene unas limitaciones, y
entre ellas esta la incompatibilidad con las muestras. Una de las limitaciones que crearon estos
pardsitos a la técnica STED fue por su sensibilidad a la luz. Esta sensibilidad se debe a un
material microcristalino oscuro llamado hemozoina. La hemozoina se forma en las vacuolas
parasitéforas por la liberacién del grupo hemo tras la ingestion de hemoglobina. Interferir con
la formacidn de la hemozoina ha sido un objetivo importante para los medicamentos
antipaludicos. (Schloetel, J.G. et al., 2019). Cuando el grupo hemo liberado se ilumina con un

laser de alta potencia, la muestra se desintegra.

Confocal STED Confocal after STED

Figura 16: La hemozoina en las muestras de malaria. Imdgenes STED confocal y convencional
de un glébulo rojo. La PVM marcada en color cian y la hemozoina que contiene la vacuola
aparece amarilla por la luz reflejada por el Idser STED. En STED convencional se ve un claro
ejemplo del aumento de la resolucion, pero provoca un dafio a la hemozoina y a cualquier
estructura que esté a su alrededor, como podemos comprobar en la imagen confocal después

de STED.
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La forma de solucionar este problema se hizo creando un nuevo enfoque de la técnica, llamado
de iluminacién adaptativa (Al). En esta adaptacion, cuando el laser incide sobre las partes
sensibles a la luz de la muestra, este se desactiva, reduciendo el dafio a la muestra. Con esta
adaptacion también se pueden obtener imagenes de las distintas fases del ciclo de Plasmodium
spp.

Esta adaptacion hace que se reduzca el foto-blanqueo, pero sigue provocando algun dafio a la
muestra. Como el objetivo era evitar ese dafio provocado por la hemozoina, se cred otra
adaptacion llamada STED guiada.

La nueva técnica de STED guiada no provoca el dafio a las estructuras celulares que se
encuentre alrededor de la hemozoina, por lo que podemos obtener imagenes de todas esas

estructuras, incluida la hemozoina sin alterar la muestra.

Laser power: 0.49 mW 24 mW 47 mW 71 mW 94 mW 214 mW 474 mW

BIEAEAL)] -
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Figura 17: Imdgenes obtenidas de globulos rojos con las diferentes técnicas STED, aplicando
diferentes potencias de manera creciente.

A: se puede observar una alteracion de la estructura de la hemozoina.

B: dafio en las zonas circundantes a la hemozoina.

C: desintegracion total de la hemozoina.

Se ve claramente como la STED guiada permite la obtencion de imdgenes sin dafiar la muestra

y sin necesidad de utilizar una baja intensidad en el ldser.

En la microscopia STED convencional cuando hacen incidir un laser de menos de 24mW no hay
problemas en la célula, pero esto impide la obtencién de imagenes de alta calidad, ya que las

muestras necesitan la potencia de un laser mayor de 24 mW.
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Sin embargo, con la técnica de STED guiada la potencia del laser hasta con 7ZImW no causé
ningun dafio en la célula. Ya es con 94 mW cuando empiezan a producirse los primeros daios,
pero nunca se vio una desintegracion de la hemozoina, esta permanecid intacta en todo

momento (figura 17).

Con esta Ultima adaptacién de la técnica STED, los cientificos aprovecharon para obtener
imagenes de algunos orgdnulos del parasito, criticos para su crecimiento en el interior de la
célula huésped.

Primero se observé el reticulo endoplasmatico. Cuando el parasito invade la célula huésped,
estos exportan unas proteinas que van dirigidas en primer lugar hacia el reticulo
endoplasmatico. Este organulo, estd muy cerca de la vacuola que contiene la hemozoina. Para
evitar problemas y poder observarlo bien, se usaron etiquetas especificas. También se
pudieron observar unos organulos llamados hendiduras de Maurer, estas facilitan la circulacidn
de las proteinas a la superficie del eritrocito. Para su obtencidon se usaron marcadores SBP1.
Como resultado se pudieron obtener unas imdgenes sorprendentes de las estructuras de los

parasitos (figura 18).

A Confocal Guided STED B Confocal Guided STED

Overview

Zoom

EXP2 ERC EXP2 SBP1

Figura 18: Imagen de los diferentes orgdnulos del pardsito. En ambas imdgenes se puede
observar la hemozoina en color amarillo y las proteinas que rodean la vacuola parasitéfora en

color cian. Por otro lado, en color rosa vemos en la imagen A, el reticulo endoplasmdtico y en la
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imagen B, las hendiduras de Maurer. Las imdgenes inferiores son una ampliacion de las

observadas en la microscopia STED.

Actualmente se estd investigando sobre la forma de interferir en la hemozoina con

tratamientos antipalidicos e intentar erradicar la enfermedad que a tantos paises afecta

actualmente.

6. Conclusiones

La microscopia de fluorescencia de super-resolucion juega un papel muy importante a nivel
sanitario. Esta técnica permite realizar un estudio mds completo de las células, obteniendo una
resolucion muy mejorada con respecto a la microscopia convencional. Pese a los avances en
este tipo de microscopia, aun queda mucho trabajo por delante de cara al futuro.

En esta revision bibliografica se ha visto la variedad de técnicas que existen dentro de este tipo
de microscopia, cada una con sus caracteristicas especificas, sus ventajas y sus inconvenientes,
pero todas ellas en una continua evolucidon buscando una mejora en la resolucion. La
resolucion maxima que alcanzan estas técnicas ronda en torno a los 20 nm, superando diez
veces el limite de difraccion de Abbe.

Una limitacién que puede tener este tipo de microscopia es el tiempo que se necesita para
realizar el barrido, relacionado con el tamafio de volumen que se haya tomado. Cuanto mayor
es el volumen de la muestra mds complicado es obtener imagenes con una buena resolucién y

con nitidez.

Como hemos visto en las diferentes aplicaciones mostradas en esta bibliografia, la microscopia
de super-resolucién tiene un gran peso cientifico, sobre todo en el dmbito de la bioquimica,
biologia celular y biomedicina, ya que, les facilita la observacion de procesos biolégicos en una
dimensiéon que hasta el afno 2014 era algo imposible, pudiendo obtener informacion del

funcionamiento del organismo y asi conocer mejor las diferentes enfermedades.

Gracias a STED, se ha avanzado mucho en el estudio de la malaria entre otros. Aqui hemos visto

como se ha conseguido obtener imagenes con una alta resolucién del pardsito causante de la

enfermedad y poder conocer un poco mas su modo de actuacion dentro del organismo.
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Otro avance que se ha dado por esta técnica es la obtencidn de imagenes stuper-resueltas de la
sinapsis producida en las enfermedades neurodegenerativas como puede ser el Alzheimer,
también se han podido ver los filamentos de proteina Tau, que han sido de gran ayuda para
avanzar en los estudios.

La técnica SIM también ayudé a obtener imagenes slper-resueltas en la malaria, resolviendo el
mecanismo de unién del merozoito a los eritrocitos.

Ademas, se ha podido comprobar los efectos de la técnica STORM en el cancer, pudiendo ver
como afectan los carbohidratos a este tipo de enfermedad y obteniendo imagenes super-

resueltas de su localizacion en las células.

En conclusién, esta microscopia ha generado muchas mas ventajas a nivel cientifico, pero hay
gue seguir sacandole el maximo partido posible y para ello seguir trabajando. Mejorar las
técnicas, intentar aumentar aun mas la resolucién, y poder aplicar este gran avance a otros

niveles fuera de la ciencia o de la sanidad que puedan ayudar a mejorar la calidad de vida.
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