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Resumen

isualizar el nanomundo, en particular el mundo de las biomolé-

culas como proteinas y 4cidos nucleicos, es un reto para la cien-

cia. Varias técnicas experimentales se han desarrollado para este

propdsito, en especial la criomicroscopia electronica, una rama

de la biologia estructural que busca caracterizar la estructura tri-

dimensional de las biomoléculas. Esta técnica consiste en tomar
imagenes bidimensionales de las biomoléculas en angulos de orientacion aleato-
rios. Las imdgenes son procesadas con algoritmos computacionales y de ellas se
genera la estructura tridimensional. Dicha técnica ha avanzado enormemente en
los ultimos afios, creando la revolucion de la resolucion en la microscopia. En
este articulo se discuten las razones que llevaron a la criomicroscopia electrénica
a ser un pilar de la biologia estructural.
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Las proteinas y los 4cidos nucleicos son biomoléculas esenciales para la vida.
Estas desarrollan importantes funciones como, por ejemplo, transportar el
oxigeno, extraer energia de los alimentos y transmitir sefiales eléctricas. La
vida existe debido a estas y por ello es fundamental estudiarlas. Una manera de
entender su funcion bioldgica es caracterizando su estructura tridimensional a
nivel atémico, esto es, visualizando la organizacién espacial de los d&tomos que
las componen.
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La biologia estructural se encarga de desarrollar
métodos experimentales para determinar la estructura
tridimensional de las biomoléculas. Entre ellos estan
la cristalografia de rayos X, la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) y la criomicroscopia electrénica de
molécula unica. Esta dltima ha generado recientemente
una revolucion en el 4rea de la biologia estructural.

La criomicroscopia electrénica de molécula unica
consiste en tomar imigenes bidimensionales de una
muestra pura de proteina o de 4cidos nucleicos, en
solucién acuosa a temperaturas criogénicas (Cheng,
2018). El objetivo principal de esta técnica consiste en
reconstruir la estructura tridimensional a partir de las
imigenes bidimensionales, llamadas micrografias, en
donde se encuentran miltiples particulas con dangulos de
orientacion aleatorios. Esdecir, laimagenbidimensional
de cada biomolécula de la muestra es tomada en un
angulo de orientacidon desconocido y aleatorio. Primero,
la ubicacidn de cada particula tiene que ser identificada
dentro de las micrografias (véase figura 1A). Después,
algoritmos matematicos o de inteligencia artificial le
asignan a cada particula seleccionada una orientacion,
esto es, un dngulo de proyecciéon. Cuando todas las
particulas tienen asignada su orientacion entonces es
posible reconstruir una estructura tridimensional (véase
figura 1B). La estructura tridimensional se mejora
utilizando métodos computacionales iterativos (donde
se perfecciona la asignacion del angulo de orientacién
de cada particula). Asi, utilizando grandes nimeros de
particulas y supercomputadores es posible reconstruir
la estructura tridimensional de una biomolécula hasta,
probablemente, llegar a resoluciones donde se puedan
visualizar los 4tomos. La resolucion es la capacidad de
un método o de un instrumento de captar detalles finos
de un objeto.

Una de las mayores ventajas de la criomicroscopia
electronica es que las imagenes son tomadas en
condiciones cercanas al ambiente bioldgico real. No hay
necesidad de construir cristales como en cristalografia
de rayos X; ni tampoco que las moléculas sean pequefias
como en MN. Debido a esto, estructuras de proteinas

antes inaccesibles han sido reconstruidas; por ejemplo,
el ribosoma (Fisher et al., 2015) y grandes proteinas
simétricas (D’Imprima et al., 2016 y Sun et al., 2015).
La gran cantidad y calidad de las reconstrucciones
tridimensionales obtenidas hasta ahora han creado
la revolucion de la resolucion (Kiihlbrandt, 2014) en
criomicroscopia.

Esta revolucion llevd a que en 2017 se le otorgara el
Premio Nobel en quimica a Jacques Dubochet, Joachim
Frank y Richard Henderson. Dubochet desarrolld
el método experimental para congelar la muestra
a temperaturas criogénicas, dejandola en solucién
vitrea (Dubochet et al., 1998). Frank y Henderson
desarrollaron métodos experimentales y tedricos para
identificar las biomoléculas en la muestra y reconstruir
la estructura tridimensional (Penczek, Radermacher y
Frank, 1992 y Rosenthal y Henderson, 2003).

Sin embargo, la revolucién de la criomicroscopia elec-
tronica no ha terminado. Existen varios problemas
por resolver. Una de las premisas para reconstruir la
estructura tridimensional es que todas las particulas
correspondan a la biomolécula en el mismo estado
conformacional. Pero, ;qué sucede si la biomolécula
es flexible y puede adquirir multiples conformaciones?
El analisis de moléculas dinamicas y flexibles genera
grandes retos para los algoritmos computacionales en
criomicroscopia, ya que no solo se debe identificar la
mejor orientacion de cada particula, sino que también
es necesario identificar la mejor conformacién de la
molécula (Cossio y Hummer, 2013). Otro reto es el
andlisis de muestras donde las biomoléculas adquieren
orientaciones preferenciales, pero no se exploran todos
los angulos de proyeccion necesarios para determinar
la estructura 3D. En estas muestras no es posible la re-
construccion de la estructura tridimensional de las bio-
moléculas (Cossio y Hummer, 2018). Adicionalmente,
uno de los problemas por resolver es como sistematizar
la optimizacién del proceso y la reduccion del tiempo
de toma y andlisis de datos experimentales. Los avan-
ces en estos aspectos traerdn grandes beneficios para
la generacidn de las estructuras tridimensionales de las



miles de biomoléculas diferentes. Dados todos estos
retos, consideramos que la criomicroscopia electrénica
es un campo con un gran potencial de desarrollo que
permitira descifrar los secretos de como estinestructu-
ralmente hechas las moléculas que componen la vida.
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Reconstruccién 3D: asignacion de los
angulos de orientacién de las particulas

particulas

Figura 1. A) Ejemplo de una micrografia, que es una imagen 2D en
donde se encuentran multiples particulas con dngulos de orientacién
aleatorios. B) Reconstruccién tridimensional de la biomolécula del
complejo I (centro) (D’Imprima et al., 2016) utilizando lastécnicas
de criomicroscopia electronica. A cada particula de la biomolécula
se le asigna un angulo de proyeccion (orientacioén) y la estructura
tridimensional se reconstruye combinando muchas particulas con
diferentes orientaciones.
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