CRIO-MICROSCOPIA ELECTRONICA.
RESOLVIENDO LA ESTRUCTURA MOLECULAR

DE LA VIDA AL DETALLE ATOMICO

Cryo-electron microscopy. Solving the molecular structure of life at the atomic detail
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RESUMEN

Recientemente, la Crio-Microscopia Electrénica (CryoEM) ha
alcanzado la resolucién atémica para complejos moleculares de
proteinas en solucién acuosa. Tres contribuciones claves en este
desarrollo fueron: establecer condiciones de energia minima
para no destruir las biomoléculas; la vitrificacion de muestras a
temperaturas ultrabajas para que las biomoléculas estén protegidas
de la evaporacién; el desarrollo de algoritmos para construir
modelos tridimensionales a partir de imdgenes CryoEM. Ademads,
se propone la creacién en la UPCH del primer centro de biologia
estructural en Pert, gracias a las colaboraciones ya establecidas con
dos centros mundiales de referencia en CryoEM.

Palabras claves: Microscopia crio-electronica, formacion de imdgenes,
andlisis de imagen, estructura molecular.

ABSTRACT

Recently, the Cryo-Electron Microscopy technology (CryoEM) has
reached atomic resolution for molecular complexes of proteins in
aqueous solution. Three key contributions in this development
were: setting conditions of minimal energy not to destroy the
biomolecules; the vitrification of samples at ultra-low temperatures
so that the biomolecules are protected from evaporation; the
development of algorithms to build three-dimensional models
from CryoEM images. Besides, it is proposed the creation in the
UPCH of the first structural biology center in Peru, thanks to
the collaborations already established with two world reference
centers of CryoEM expertise.

Keywords: Cryo-electron microscopy, image formation, image analysis,
molecular structure.
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arelacion entre la estructura y la funcién

es necesaria y evidente en todos los

niveles de las ciencias de la vida. Asi
como la evolucién ha engendrado aletas, patas,
alas y manos como variaciones divergentes de
un mismo patrén, las bio-mdquinas que hacen
funcionar a la célula estdn constituidas cada
una por moléculas con la estructura adecuada
para su proposito.

Las enzimas presentan la forma que recibe
al sustrato y lo acomoda orientado a grupos

1 LNNano, CNPEM, Instituto de Fisica de Sdo Carlos de la Universidad de Sao Paulo, Brasil.
2 Laboratorio de Moléculas Individuales, Facultad de Ciencias y Filosofia ACT, UPCH, Lima.
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electropositivos y electronegativos que
aseguran que se lleve a cabo una reacciéon
quimica. Las protefnas del citoesqueleto se
forman como grandes vigas que pueden
ensamblar redes con la rigidez o flexibilidad
necesarias para soportar la estructura y
movimiento de la célula. Los motores
moleculares acoplan reacciones quimicas y
el uso de energfa térmica para trasladarse en
una direccién especifica para, por ejemplo,
transportar vesiculas de material entre
organelos.

La biologfa estructural plantea elucidar estos y
muchos otros procesos observando la posicién
decadadtomo que formalaestructura funcional
de estas macromoléculas de la vida. Este es el
nivel en el que actda la seleccién natural, al
definirse si tras una mutacién puntual una
enzima conserva su actividad, es modificada,
o si cambia la afinidad entre un ligando y un
receptor. También a este nivel actiian todas las
drogas y moléculas reguladoras, estableciendo
uniones segin la estructura dada por los
atomos de la superficie de un receptor o blanco
terapéutico en general. Por lo tanto, puede
decirse quelabiologia estructural esunnivel de
comprension fundamental de la vida y resulta
esencial para el desarrollo de tecnologias,
como por ejemplo las farmacéuticas.

Desde la década de 1950, la difracciéon de
rayos X ha sido la técnica predominante para
llevar a cabo esta tarea, pues proveyendo un
cristal formado por repeticiones periédicas y
bien organizadas de la molécula en estudio,
es posible elucidar su estructura 3D con
resolucién atémica. Sin embargo, para muchas
de estas moléculas existe una gran dificultad
de formar cristales, aun utilizando muestras
altamente concentradas (20 mg/mL). Por otro
lado, la resonancia magnética nuclear (NMR,
por sus siglas en inglés), se basa en la deteccién
de los atomos individuales de la molécula
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mediante la excitacién de sus ntcleos por un
fuerte campo magnético con el que interactian
segiin su desplazamiento quimico; sin
embargo, cuando las moléculas (por ejemplo,
protefnas) son mds grandes que 35-50 kDa,
las sefiales de desplazamiento quimico de
los ntcleos se superponen entre si, tornando
imposible el problema de diferenciarlos. Estas
limitaciones motivaronla btisqueda de técnicas
alternativas para esclarecer la estructura de las
macromoléculas biolégicas. El premio Nobel
2017 de Quimica fue otorgado a Richard
Henderson, Jacques Dubochet y Joachim
Frank por haber logrado aportes definitivos en
el uso de la microscopia electrénica en biologia
estructural. En una historia llena de ingenio
y visionario espiritu cientifico se fueron
superando barreras conceptuales y técnicas
hasta llegar hoy dia a ofrecer la misma calidad
que la cristalografia de rayos X, con la ventaja
de no requerir la cristalizacién de la muestra
y con la capacidad, en algunos casos, de dar
informacién directa sobre diferentes estados
conformacionales asociados a la funcién
biolégica de un complejo molecular.

Crio-Microscopia Electrénica.
Los electrones pasan a través ' I:]
de la muestra criogenizada.
La dispersion ('scattering') es
redirigida por una 'lente’
electromagnética que
produce una imagen
magnificada en el detector.

Detector

Lente

Muestra

Fuente de
electrones

Ficura 1

(QUE ES LA CRIO-MICROSCOP{A DE TRANSMISION
ELECTRONICA?

El microscopio de transmisiéon electrénica
(TEM, por sus siglas en inglés) produce una
sefial a partir de un haz de electrones que es
dispersado por su interaccién con la muestra



en estudio y recogido por un detector que
produce imdgenes bidimensionales. El voltaje
de aceleracién tipico (100-300 kV) confiere a
los electrones una velocidad relativistica (i.e.
significativamente cercana a la velocidad de la
luz) parala que se calcula unalongitud de onda
de 3 pm (1 pm = 10"?™ Mavoiding the expense
of high-voltage microscopy but providing
the possibility of atomic resolution even in
the absence of lens-aberration correction. For
specimens thicker than a few tens of nm, the
image intensity and scattering contrast are
likely to be higher than at lower voltage, as is
the visibility of ionization edges below 1000eV
(as required for EELS elemental analysis Esta
pequeiiisima longitud de onda permite un
limite tedrico de resolucién diminuto, mucho
mads alld de los 200 nm de la microscopia de luz
visible o delos 20 nm alcanzados conlas tiltimas
técnicas de localizacién por fluorescencia.?
Dado que los dtomos tienen tamafios varias
veces mds grandes que este limite (el dtomo
de hidrégeno mide aproximadamente 10-10
m), ya por principio TEM deberfa resultar
una técnica 6ptima para observar estructuras
moleculares con resolucién atémica. Imagen
tomada de la ref. bibliog®!.

Richard Henderson fue pionero en buscar
la aplicabilidad de TEM para elucidar la
estructura de moléculas biolégicas. Determiné
que uno de los problemas principales que
debian superarse era la cantidad de energia
transmitida por el haz de electrones, que
es tan alta que puede destruir la muestra en
estudio. Utilizando pulsos de baja energia,
sus exploraciones rindieron fruto en 1975
con su trabajo sobre la bacteriorodopsina.
Esta proteina estd naturalmente embebida
en la membrana celular de halobacterias, en
donde genera energia a partir de la captacion
de luz. Resultaba imposible conservar
bacteriorodopsina en estado nativo, pura y
concentrada para su cristalizacién y andlisis
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por difraccién de rayos X. Por esto, utilizaron
un cristal bidimensional, que contenia a la
proteina en su estado nativo, y lo colocaron
en el microscopio electrénico de transmision.
La informaciéon generada por el patréon de
difraccién del haz de electrones, luego de
posicionar el cristal en diferentes orientaciones
angulares, permitié obtener un modelo 3D de
la bacteriorodopsina. La resolucién alcanzada
fue de 7A, suficiente para mostrar cémo las
siete hélices que conforman la proteina se
extienden de manera perpendicular al plano
de la membrana en la que estd inmersa‘*!

Este temprano antecedente, aunque alentador,
no resolvia la situacién para la mayoria de
moléculas biolégicas. Dado que el haz de
electrones es sumamente sensible, todo el
proceso de microscopia de transmision debe
llevarse a cabo en alto vacio. Como el agua se
evapora en estas condiciones y la estructura
nativa de las biomoléculas depende justamente
de interacciones con el solvente acuoso, el
valor informativo de la muestra se perderia
totalmente en una tipica toma de imdgenes por
TEM.

Se propuso entonces que a temperaturas muy
bajas se podria proteger la estructura nativa,
que quedaria atrapada en agua vitrificada.
Ante un congelamiento muy rapido, las
moléculas de agua de la solucién en la que
se encuentra la macromolécula en estudio no
tienen el tiempo suficiente para reorganizarse
y formar estructuras cristalinas regulares -hielo
hexagonal o ctbico-, y por el contrario, pasan a
formar un estado de agua vitrica o hieloamorfo.
[2,3] Este estado solido-amorfo del agua,
semejante al que presenta en estado liquido,
impediria la rdpida evaporacién, conservando
a la biomolécula en su estado nativo y a la vez
proporciona una parcial proteccién frente a la
radiacién electrénica. Ya en 1960, el cientifico
venezolano Humberto Fernandez-Mordn habia
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demostrado la aplicacién del helio liquido en
la preparacién de muestras biolégicas para
la microscopia electrénica.” Afos mds tarde,
Jacques Dubochet y su equipo logré conservar
virus mediante la inmersién en etano liquido
a -190°C, y fue posible visualizar por primera
vez como las particulas individuales quedaban
capturadas en su estado nativo dentro de
agua vitrificada, en mdaltiples y diferentes
orientaciones espaciales. [°!

PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE MUESTRA PARA
CrYyoEM. Tomado de la ref. bibliog. ")

Las imdgenes bidimensionales asi obtenidas
de una bioparticula en multiples orientaciones
ya contenian en conjunto toda la informacién
necesaria para construir un detallado modelo
de la estructura 3D. Sin embargo, este
complejo proceso matemadtico necesitaba aun
del aumento de la capacidad de cémputo y
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el desarrollo de ingeniosos algoritmos en los
que la contribucién de Joachim Frank ha sido
destacada.

ANALISIS DE IMAGENES PARA LA OBTENCION DE
ESTRUCTURAS 3D. Tomado de la ref. bibliog. ")

Actualmente, este proceso se inicia con la
identificacion de las bioparticulas como
imdgenes individuales de la proteina o
complejo molecular que serd analizado a partir
de la imagen de todo el campo de visién del
microscopio. Estas particulas, en un ndmero
tipico de decenas o cientos de miles, son
extraidas y clasificadas segtin las similitudes
que muestran entre si. Mediante algoritmos
de correlacién, se agrupa las imdgenes en
un grupo de clases (algunos miles), cada
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una conformada por numerosas particulas
individuales. La informacién de las imdgenes
individuales es sumada dentro de su clase, para
finalmente dar lugar a lo que se conoce como
“clase promedio” o “classum”. Un classum
es la imagen bidimensional que muestra una
orientacion espacial especifica dela particulaen
estudio, y que, debido a que esta generada por
la suma de informacién de varias particulas,
tiene una mayor relacién sefial/ruido que sus
componentes individuales. Asumiendo que
cada classum representa una proyeccién de la
particula tridimensional, se emplean diversos
algoritmos para calcular las orientaciones
angulares o “angulos de Euler” que estas
proyecciones tendrian en el espacio, y asf
construir un modelo 3D del objeto completo.
A partir de este punto se inician iteraciones de
refinamiento, en las que el primer modelo 3D se
usa para generar computacionalmente nuevas
proyecciones bidimensionales, las cuales son
utiles para volver a analizar las micrografias
originales, lo que permite obtener nuevos y
mejores classum. Con varios ciclos de andlisis
se mejora progresivamente el modelo 3D. ¥l
En ocasiones, el proceso permite identificar
diferentes estados conformacionales y elucidar
asi la dindmica de accién de un complejo
molecular, incluso a partir de un solo set de
micrograffas. !

Desde su origen hasta la actualidad: El enorme
potencial de la Crio-Microscopia Electrénica.

Los primeros logros en CryoEM recibieron el
apodo de ciencia de “blobology”, por producir
imdgenes de baja resolucién (15-20 A) con la
forma de globos con protuberancias suaves,
a diferencia de la alta resolucién conseguida
por cristalografia de rayos X (1,7-3,1 A) que
permite identificar dtomos individuales. Sin
embargo, las continuas mejoras instrumentales
einformdticas condujeron a una situacién clave
el afio 2013. Es entonces que se inicia la llamada

63

“revolucién de la resolucién”, impulsada por
a la nueva generacién de detectores directos
de electrones que presentan una velocidad y
sensibilidad muy superior a los dispositivos
CCD utilizados anteriormente que requerian
convertir previamente los electrones en
fotones. Con una mejor relacién sefial/ruido
y la capacidad de producir peliculas en lugar
de tomas aisladas, en los ultimos afios la
tecnologia CryoEM ha alcanzado la resolucién
de la tradicional cristalografia de rayos X [1,6]
y ha superado su eficiencia, ya que no requiere
cristalizar las muestras.!"”!

ALGUNOS TRABAJOS DESTACADOS UTILIZANDO CRYO-
EM Y EL ANALISIS DE PARTICULAS INDIVIDUALES

En la Figura 4.

(A) En el 2015 se logré resolver la estructura
del virus del Zika a 3,8 A de resolucién!: el
tridangulo sefiala la unidad asimétrica.

(B) Menos de un afio después, Merk y
colaboradores consiguieron superar la
barrera hasta entonces infranqueable de los
2 A de resolucién, al elucidar la estructura
3D de la enzima glutamato deshidrogenasa
a 1,8 A de resolucién, demostrando la

FiGura 4.
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posibilidad del disefio de farmacos a partir
de estructuras reveladas por CryoEM!"?; se
sefala el inhibidor ML309.

(C) En octubre 2017, la estructura a 3,6 A
de resolucién de una proteina de 66 kDa
(TRPML1, wun receptor de canal
endolisozimal) demostré que aun
proteinas pequefias pueden ser estudiadas
con esta tecnologifa.!"’!

CrRYOEM EN LA UPCH: PROPUESTA DEL PRIMER
“HUB’ DE BIOLOGIA ESTRUCTURAL EN EL PERU

Los costos de equipamiento, operaciéon y
mantenimiento necesarios para el uso de
CryoEM son muy altos, de manera que solo
una institucién que coopera con muchos
usuarios es capaz de aprovechar la inversion
mediante una plataforma de uso comun
para diversas lineas de investigacion. Esta
es la estrategia del Laboratorio Nacional de
Nanotecnologia, LNNano, del Centro Nacional
de Pesquisa em Energia e Materiais de Brasil
que ha formado un equipo de alto nivel bajo
la direccién de Rodrigo Portugal y la asesoria
de Marin van Heel, quien ha recibido los
premios Ernst Ruska 1985 y Wiley 2017 por sus
contribuciones determinantes en la algoritmia
de analisis. [14] El laboratorio de Moléculas
Individuales de la Facultad de Ciencias de la
UPCH coopera cercanamente con LNNano
para la caracterizacion del complejo de
transcripcion de la bacteria Escherichia coli y
su mecanismo de regulacion en situaciones de
estrés relacionadas a la virulencia y resistencia
al ataque inmune y antibiético. De la misma
manera, nuestro equipo investiga la dindmica
de transcripcién de Mycobacterium tuberculosis
y su interaccién con nuevos antibi6ticos
mientras realizamos los estudios estructurales
mediante CryoEM en colaboracién con Carlos
Bustamante y Eva Nogales de la Universidad
de California en Berkeley. Estas investigaciones
no solo estdn realizando avances importantes
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en su campo, sino que ademds prometen abrir
el puente para el desarrollo de la biologia
estructural en el Pertt mediante la inversién
inteligente en cooperacion.

Cualquier investigacién bioquimica que
conduzca al aislamiento de complejos
moleculares puros, podria producir muestras
en condiciones adecuadas para la toma de
imdgenes por TEM en pocos dias. Pasada esta
etapa, que puede implicar un viaje muy breve
de pocos dias, o el simple envio de muestras
estabilizadas en gradillas de carbono, un
equipo de investigadores peruanos podria
superar el siguiente paso limitante: el andlisis
de imdgenes. Un claster de computadoras
relativamente modesto, con una capacidad de
almacenamiento de datos mediana, involucra
una inversiéon del orden de 10-20 mil ddélares
(en lugar de los varios millones de costo del
equipo TEM adecuado) y podria suplir a
diversos investigadores del pafs, creando una
dindmica de alto rendimiento al servicio de la
ciencia peruana.

ProruUESTA DE UN CENTRO DE BIOLOGIA
ESTRUCTURAL EN LA UPCH

Las investigaciones en  biodiversidad,
microbiologia, medicina u otras dreas
identifican complejos moleculares de interés.
Las muestras son preparadas con pureza y
calidad minimas para estudios en CryoEM
a realizarse en colaboracion en Campinas
y Berkeley. Las imdgenes producidas son
enviadas a la UPCH para su andlisis y la
construccion de modelos estructurales. La
biologia estructural permite el desarrollo de
ingenieria de protefnas, disefio y mejora de
ligandos y potencia la investigacién en general
para el servicio de la sociedad.

Ademadsdeconsiderarsuimportanciacientifica,
debemos reconocer que en el Pert los esfuerzos
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en biotecnologia se encuentran severamente
limitados por la incapacidad de realizar la
caracterizacién estructural de complejos
moleculares de interés. Actualmente, las
ciencias gendémicas han potenciado el hallazgo
de nuevas moléculas deimportanciaindustrial,
ambiental y biomédica, sin embargo, tras su
descubrimiento es necesario pasar por etapas
de caracterizaciéon bioquimica y estructural
que puedan conducir a su aplicabilidad. La
ingenieria de proteinas y el disefio racional de
ligandos o drogas son disciplinas que se basan
en la biologia estructural para desarrollar
productos patentables de alto impacto y valor.
Gracias a las colaboraciones establecidas
en los ultimos afios, se nos presenta hoy la
oportunidad de protagonizar el nacimiento
de la biologia estructural en el Pert. El tiempo
apremia.
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