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Pasion por la estructura. Una imagen dice mas que mil palabras

Figura 1 a) Un complejo de proteinas responsable de controlar el ciclo circadiano (*Reconocido con el Premio Nobel de Medicina) b) Una proteina

que funciona como sensor de la presion en el oido y nos sirve para oir. c) Representaciones del virus del Zika obtenida a partir de crio-microscopia
electronica. En ella cada una de las cintas de colores corresponde a un fragmento de proteina, los rizos parecidos a serpentinas se conocen como
regiones de a-hélice y los que parecen tramos en zig-zag son las laminas-b. N6tese la simetria con la que las proteinas estin organizadas en la

superficie. lust de la Real A

Sueca de Ciencias.

Margarita 1. Bernal Uruchurtu
Centro de Investigaciones Quimi-
cas de la UAEM

Miembro dela Academia de Cien-
cias de Morelos

anuncid que el Premio Nobel

de Quimica se otorgaria este
ano atres cientificos "por el desarro-
llo de la microscopia crio-electronica
para la determinacion de alta reso-
lucion de la estructura de biomolé-
culas en solucion”. Los premiados
Jacques Dubochet, Joachim Frank
y Richard Henderson lograron el
suefio de muchos: conseguir una
imagen con detalle molecular de la
estructura de una molécula en ac-
ciény no de cualquier molécula, de
moléculas de gran tamafio como
son algunas proteinas.
Cuando algunos investigadores
comenzaron a sospechar que el vi-
rus del Zika era el responsable de
la epidemia de redién nacidos con
dafo cerebral, utilizaron la técnica
de crio-microscopia electronica
(crio-ME) para observar el wirus.
Después de pocos meses de tra-
bajo lograron imagenes tridimen-
sionales (3D) de alta resolucion
que son de crucial importancia
para la bisqueda de sitios suscep-
tibles de ser atacados por farma-
cos. En la Figura 1 se muestra una
de las representaciones del virus.
Este progreso es el resultado de
la contribucion de los equipos de
trabajo de los premiados este afio.
Jacques Dubochet desarrollé los
métodos que sirven para preparar
a las muestras para los estudios de
crio-ME; Joachim Frank desarrollo
los métodos computacionales ne-
cesarios para el procesamiento de
las imagenes de biomoléculas en
solucion y Richard Henderson de-
mostrd que es posible lograr ima-
genes con resolucion atémica con
esta téanica.
En ocasiones, para valorar justa-
mente la importancia de una apor-
tacién es conveniente comparar

EI pasado cuatro de octubre se
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con las alternativas para lograr re-
sultados similares.

(Como sabemos la forma de las
moléculas?

Ya en el siglo XVII se jugueteaba
con la idea de que la forma de los
cristales reflejaban las formas o los
arreglos de las particulas que los
constituian. Abbé René Just Hady,
reconocido como uno de los pri-
meros cristalografos, estaba con-
vencido que la forma de cada cris-
tal podia relacionarse con la forma
en la que se agrupaban sus parti-
culas, a lo que el llamaba una mo-
lécula componente. Esta era una
idea que venia quizd desde el siglo
anterior en el que Johannes Kepler
especulaba ya acerca de la sime-
tria hexagonal de los cristales de
hielo. Los quimicos a principio del
siglo XIX no tenian una idea dara
de lo que eran las moléculas pero,
los modelos atémicos mas sim-
ples les eran utiles para proponer
la idea de compuestos, moléculas
formadas por atomos diferentesen
propordiones constantes. En 1818,
un guimico francés, Michel E. Che-
vreul, agregaria a la distincion en-
tre compuestos diferentes la idea
de gue las naturaleza de un com-
puesto quimico dependia, ademas
de su composicion, del arreglo de
los atomos en la molécula. Sin em-
bargoe, sus ideas no tuvieron mu-
cho eco en la comunidad cientifica
ya gue no conocian ninguna técni-
ca que les permitiese investigarlo.
Aln cincuenta afios después, el
uso de modelos moleculares en los
que los dtomos se representan con
esferas de madera pintadas de dis-
tintos colores para distinguir el tipo
de dtomoy se unen por segmentos
de palos de madera, se considera-
ba un recurso didactico ridiculo. -
Nadie puede conocer como estdn
organizados los atomos.

En la primera mitad del siglo XX
los cientificos sabian que molécu-
las como las proteinas, el ADN y el
ARN eran fundamentales para el

funcionamiento de la célula pero
no tenian ninguna idea sobre su
forma. Aunque en ese momento
era ya posible tener una buena
idea de la estructura de muchos
compuestos quimicos, el tamano
de las moléculas bioldgicas, ma-
cromoléculas, dificultaba enorme-
mente la aplicacion de las técnicas
exitosas para la determinacion de
la estructura de compuestos inor-
gdnicos u organicos.

Los estudiantes de los primeros
afios de las licenciaturas en el
area de quimica aprenden que
existen numerosas técnicas para
el estudio de: la composidon de
un compuesto quimico, la orga-
nizacion de los atomos en grupos
quimicos dentro de las moléculas
y la estructura tridimensional de
las moléculas. Cada una de estas
técnicas es, en términos coloquia-
les, una forma de interrogatorio
a la Naturaleza. Las preguntas se
formulan empleando radiacion
electromagnética y las respuestas
son interpretadas dependiendo
del efecto que la radiacion tiene
sobre las moléculas. Recordemos
que la radiacion electromagnética
podemos clasificarla segun el ta-
mafio de la onda o la cantidad de
energia que transporta. La ener-
gia de la radiacién infrarroja con
longitudes de onda entre 2.5 -25
mm  (micrémetro=milésimas de
milimetro) provoca la vibracion
de los enlaces entre los dtomos,
asi podemos conocer como estan
unidos o agrupados los atomos
y aunque es muy util, no nos da
una imagen de la estructura de la
molécula. La luz visible, con on-
das mil veces mas pequenas que
la infrarroja, entre 400 - 800 nm
(nanometros= millonésimas de
milimetro) y la ultra violeta (150-
400 nm) es de mayor energia y por
ello modifica el estado en el que se
encuentran los electrones en los
dtomos. Un electron absorbe un
foton de la radiacion y pasa a otro
estado de mayor energia, al regre-

sar al estado original desprende un
fotdn cuya energia corresponde a
la diferencia entre los dos estados.
Asi se puede conocer qué tipo de
dtomos y enlaces quimicos tiene
una molécula pero, nuevamente,
no nos da informacién sobre la
estructura. Los rayos X son radia-
cion con menor longitud de onda
que los anteriores, entre 0.01 a 10
nm, esta longitud es de un tamafio
comparable con la distancia entre
los atomos de una molécula. Por

ello, cuando un cristal es irradiado
conrayos X se produce un fenome-
no conocido como difraccion. Este
fenomeno acurre al incidir la onda
sobre cada uno de los atomos que
forman el cristal y difundir estos
la onda. La interferencia entre la
onda inicial y las que se difunden
produce un patrén que puede ser
analizado para conocer la posicion
de los dtomos.

La técnica que utiliza este princi-
pio fisico, la difraccidn de rayos X,
si permite conocer la estructura de
las moléculas, en particular cuando
estas estén ordenadas en un arre-
glo cristalino. Ademas de ofrecer
una estructura global de la molé-
cula, nos proporciona valores exac-
tos de las longitudes y angulos de
enlace, detalles de conformacion,
configuradén absoluta de la mo-
lécula, empacado moleculare inte-
racciones intermoleculares.
Ademds de las técnicas que sirven
para indagar la naturaleza quimica
de las moléculas, la microscopia
avanzoé durante el siglo XX para
lograr imagenes de objetos que
nuestra vision no alcanza. Por su-
puesto que la biclogia fue enorme-
mente transformada con la posibi-
lidad de tener imagenes de tejidos,
organismos unicelulares, células y
sus componentes. Una gran can-
tidad de técnicas se desarrollaron
para mejorar la calidad de las ima-
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genes obtenidas con microscopios
cada vez con mejor resolucion.
La resolucion de las imagenes es
la posibilidad de distinguir dos
objetos cercanos como unidades
independientes y depende direc-
tamente de la longitud de onda
utilizada para iluminar el objeto.
Aumentar la resolucion es posible
hasta el limite en el que el fendme-
no de difraccion aparece. Los limi-
tes tradicionales de la resolucion
Optica en microscopia son cerca-
nos alos 0.2 micrometros. Obtener
imagenes cada vez con mayor re-
solucion requiere la utilizacion de
una fuente de iluminacion con me-
nor longitud de onda. Asi, en la dé-
cada de 1930 se desarrolld la posi-
bilidad de iluminar la muestra con
un rayo o haz de electrones cuya
longitud de onda es muy pequena.
Este tipo de iluminacion atraviesa
la muestra y, del otro lado de ella,
se detectan los electrones que han
sido desviados de su trayectoria
original por el material y cuya nue-
va trayectoria contiene informa-
cion util para generar una imagen
de la muestra. Al ser tan pequena
su longitud de onda, pueden ilu-
minar objetos que la luz visible no
puede, pero esa longitud de onda
los hace tener una gran cantidad
de energia, que puede destruir asu
paso moléculas delicadas y tejidos.
Es una técnica intrinsecamente da-
fiina. El reto: ;Cémo obtener sufi-
ciente informacion antes de danar
la molécula que observas?

Preguntas sobre temas cien

Los retos de estudiar macromo-
léculas

El fuerte desarrollo de la técnica
de difraccion de rayos X, indiscuti-
ble estrella en la determinacion de
estructuras moleculares, a partir
de la década de 1950 es motivado
por la frustracion con la técnica de
microscopia electronica. En esta
dltima, las muestras deben encon-
trarse al vacio (para evitar que las
moléculas del aire interfieran con
el haz de electrones). Al hacer esto,
las moléculas bioldgicas pierden
su estructura original, ya que el
agua en la que estan disueltas sale
de la estructura y ésta se colapsa,
ademas del dafo que describimos
en la seccion anterior.

Lograr cristalizar una proteina fue
uno de los prindpales retos. Las
macromoléculas existen, funcio-
nany son establesen medios acuo-
sos. Sacarlas de su medio natural
afecta su estructura. Al “obligar”
a las proteinas a formar un cristal,
lo que se busca es que muchas co-
pias de la misma molécula se em-
paquen en una conformacion esta-
ble y fija. En este proceso, aunque
se pierde el agua que las rodea, el
pequeno cristal que se forma pue-
de ser iluminado con rayos X para
generarel patrén de difraccion que
conduce a su estructura molecular.
En la década de 1960 se estable-
ci6 la estructura de las primeras
proteinas. En 1962 Max Perutz y
John Kendrew reciben el Premio

Figura 3. El método de Dubochet para vitrificar el agua y evitar que bloquee la
observacion de las proteinas.
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Nobel por sus estudios de protei-
nas globularescomo lamioglobina
y lahemoglobina. En 1964 Dorothy
Crowfoot Hodgkin recibio el Pre-
mio Nobel porladeterminaddnde
la estructura de importantes subs-
tancias bioquimicas.

En la década de 1980, el uso de
la resonanda magnética nuclear
(RMN) se suma al reto no sélo de
conocer la estructura de proteinas
en estado solido sino, también en
disoludén. Esta técnica, ademas
de revelar su estructura, también
nos da una importante informa-
cion acerca del movimiento y la
interaccidn con otras moléculas.
Su limitadon: su uso esta limitado
en disolucion a proteinas relativa-
mente pequenas. Gracias al uso
combinado de la difraccion de ra-
yos X y RMN, actualmente existen
bases de datos con informacidn so-
bre miles de modelos de biomolé-
culas que se utilizan intensivamen-
te para la investigadon basica y el
desarrollo farmacéutico.

En el Centro de Investigaciones
Quimicas (AQ) de la UAEM se en-
cuentra el Laboratorio MNacional
de Estructura de Macromoléculas
(LANEM). Este proyecto conjunto
con el Instituto de Quimica de la
UNAM permitié desde hace casi
una década contar con el equipa-
miento necesario para estudiar las
macromoléculas: un equipo de di-
fraccion de rayos X y uno de RMN
de 700 MHz (el mas grande en Mé-
xico); ademas de los equipos de to-
das las técnicas complementarias.
El financiamiento necesario para
la instalacion; operacion y mante-
nimiento de esta infraestructura
ha sido logrado con las contribu-
ciones del Conacyt, la UNAM y la
UAEM. (A pesar de que el equipo
de RMN se dano durante el sismo
del pasado 19 de septiembre, el
ClQ esta haciendo las gestiones
necesarias para lograr reponer este
equipo en el corto plazo)

Pero el reto alli sigue: proteinas
grandes y complejos con varias
unidades, por ejemplo los que se
encuentran insertados en la mem-
brana celular, no cristalizan y sus
tallas estan mas alla de la capad-
dad de la técnica de NMR. ;Como
conocer entonces su estructura?

La crio-microscopia electrénica
Uno de los ganadores del Premio
Nobel de este ano, Richard Hen-
derson, inici6 su carrera cientifica
como cristaldgrafo de Rayos X
de proteinas. Su frustracion al no
lograr cristalizar una proteina de
membrana lo condujo a probar
otra técnica, la microscopia elec-
tronica. Por supuesto que muchos
colegas le dijeron que eso no era
una buena idea. Los electrones in-
cinerarian su proteina rapidamen-
te y si disminuia la energia de los
electrones solo lograria una ima-
gen borrosa.

La vision de Henderson consistio
en la eleccion de su proteina: la
bacteriorodopsina. Una proteina
que se encuentra en la membra-
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na de organismos fotosintéticos y
que captura la radiacion solar. Al
colocar un pedazo de membrana
que contenia la proteina bajo el
microscopio electronico, esta no se
descompuso; claro que el modelo
que de ella se obtuvo en 1975 era
bastante burdo pero era un rayo
de esperanza. La imagen de la bac-
teriorodopsina se construyd to-
mando imagenes a diferentes an-
gulos con lo que se observo que
la proteina subia y bajaba a través
de la membrana siete veces; pare-
cian siete pilares deformados y era,
en ese momento, la mejor imagen
de una proteina jamas obtenida, al-
canzé una resolucion de 0.7 nm. El
resultado era bueno, pero los cris-
talografos de rayos X de la época
alcanzaban ya resoluciones de 0.3
nm ;Seria posible mejorar la téc-
nica? ;Seria posible utilizarla para
proteinas que no estuviesen rigi-
dizadas por la membrana celular?
Pocos creian en la posibilidad de
hacerlo.

Ese mismo afio, Joachim Frank
propuso tedricamente una técnica
que podria, a partir de la superpo-
sicion de imagenes 2D, reconstruir
la estructura 3D de un objeto con
gran resolucion. Diez anos después
lo consiguid. Su estrategia esta ba-
sada en un método matematico
que permite a una computadora
distinguir patrones similares ob-
tenidos con imagenes borrosas
provenientes de un microscopio
electronico. En laFigura 2 se mues-
tra una version simplificada de su
técnica. Su primera publicacion
del uso de esta técnica mostraba
un modelo de la superficie de un
ribosoma, la fabrica de proteinas
de las células. En 1990, el grupo de
Henderson mostro que era posible
mejorar la resolucion de la imagen
al promediar sobre muchas copias
del mismo objeto. Su trabajo sobre
la bacteriorodopsina alcanzaba
a bajas temperaturas una mucho
mejor resolucion.

Por su parte, Jacques Dubochet
estaba, en esta misma época, ocu-
pado con el problema de como
rigidizar una proteina en solucion.
A Hendersen le ayudd que la bac
teriorodopsina estuviese conteni-
da por la membrana y evitd que se
secara poniéndola en una solucién
de glucosa que evitaba la rapida
evaporacion del agua al colocarla
en vacio. La idea de Dubochet fue
enfriar el agua. Sin embargo, la
formacion de hielo era en si otro
problema ya que los pequenisimos
cristales de hielo difractan los elec-
trones y al hacerlo borran las se-
nales provenientes de la proteina.
Varios cientificos trabajaron desde
treinta anos antes en descubrir
como enfriar las muestras biolo-
gicas sin que se formaran aristales
de hielo. Para lograr esto es indis-
pensable enfriar muy rapidamente
de forma que las moléculas per-
manezcan en la posicion en la que
se encuentran en la disolucion. Al
hacer crio-microscopia electronica
se esperaba otra gran ventaja: dis-

minuir el dano que los electrones
hacen en la muestra observada.

A prindpios de la década de 1980,
se pensaba que la rapidez necesa-
ria para enfriar el agua y evitar la
formacion de cristales no era alcan-
zable. Sin embargo en 1981 Dubo-
chet mostro la forma en la que se
podia formar una pelicula de agua
vitrificada, es decir, en estado no
aristalino. El agua se deposita so-
bre una pelicula de carbon utilizan-
do un atomizador y rapidamente
se sumerge en etano o propano
liquido no usualmente a -190°C y
se mantiene a baja temperatura
utilizando nitrégeno liquido; asi se
lograba una transmision de elec
trones practicamente uniforme.
Ademas, al conservar la muestra
a temperaturas inferiores a -160°C
la muestra podia observarse por
periodos mas prolongados sin
descomposicion. En la Figura 3 se
muestra un esquema de la técnica
devitrificacion de agua. Este méto-
doresolvio el problema que desde
1950 impedia el uso del microsco-
pio electrénico para el estudio de
sistemas vivos.

Evidentemente, muchos otros
avances cientificos y tecnologicos
concurren a mejorar las imagenes
de las macromoléculas: mejores
detectores de los electrones; com-
putadoras mas rapidas para el ana-
lisis de imagenes.

La posibilidad de estudiar protei-
nas sin necesidad de cristalizarlas
nos ofrece el retrato detallado de
una molécula en accién. La crio-
ME revela la estructura de molé-
culas cada vez mas grandes por lo
que las grandes agencias de inves-
tigacion comienzan ya a invertir en
centros dedicados a esta técnica
con lo que, quiza, instalaciones
enormes como los sincrotrones
en donde se cuenta con haces in-
tensos de rayos X para estudios de
difraccion de cristales caeran, ten-
dran mucho menos demanda.

Para conocer mas:
https://www.nobelprize.org/
nobel_prizes/chemistry/laurea-
tes/2017/popular-chemistrypri-
222017 pdf

Video: Serious Sdence (20 June
2017) Electron Cryomicroscopy —
Richard Henderson: http: wwwiyou-
tube.com/watch?v=L6U--sYUF9s
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