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Resumen

Con el descubrimiento de los rayos X en 1895, se abrié un nuevo mundo, el mundo de las
estructuras moleculares. La cristalografia que usaba los rayos X tuvo un progreso enorme a
pesar de los problemas que tenia esta técnica: metodologias de cristalizacion, nivel de los
calculos para determinar la estructura y problema de la fase, que con la ayuda de principios
fisicos y metodologias computacionales fueron superados. La cristalografia no sélo repercutid
en la Fisica y Quimica sino también en la Biologia, puesto que se pudo conocer la estructura

de muchas proteinas y enzimas, incluyendo al ribosoma.

Mas tarde, con el descubrimiento de la difraccion de electrones y la invencion del
microscopio electronico en 1934, se aumentd ain mas la resolucion de las estructuras
cristalinas. Sin embargo, la difraccion de electrones presentaba dificultades; las cuales se
resolvieron con la creacidn de nuevas técnicas y avances tanto a nivel de los microscopios
utilizados, como de software especializados en la determinacion estructural. Todo lo anterior
decantd en la criomicroscopia electrdnica, y en este afio, una nueva técnica que seria crucial
para la determinacion de estructuras de moléculas pequefias llamada ‘“criomicroscopia

electronica por difraccion de electrones”.

Palabras clave: Difraccion, Microscopia electronica, cristalografia, criomicroscopia

electronica.



Introduccion

Al escuchar la palabra cristalografia, a la mayoria se le viene a la mente la idea o la imagen
de un cristal. Por ejemplo, un diminuto copo de nieve. Otros tal vez pensaran en los pequefios
cubos de azucar al momento de preparar el café de la mafiana, o en la sal cuando cocinamos.
Incluso algunos eshbozaran en su mente la imagen de un zircon o un diamante, en alguna joya.

Tal como muchos imaginan, la cristalografia es una técnica que se encuentra en estrecha
relacion a los cristales, sin embargo, no es los que imaginamos Y estos cristales deben pasar

por un tratamiento especial para ser utilizados.

El afio 2014 marca un hito a nivel mundial, ademé&s de conmemorar los cien afios del
descubrimiento de los rayos X , fue el afio internacional de la cristalografia organizado por la
UNESCO vy la Union Internacional de Cristalografia ( IUCr) (Unesco, 2014). Durante ese
afio, se inst6 a los gobiernos a destinar méas recursos a la investigacion de la cristalografia y a
tener un centro cristalogréafico a nivel nacional. Ademas de poder integrar y fomentar esta
area de conocimiento en escuelas y universidades, por medio de laboratorios mdviles con
demostraciones de experimentos cristalograficos (Unesco, 2014); también se busco dar a
conocer entre el publico general, no necesariamente cientifico, las ventajas que supone la
cristalografia para el desarrollo tecnoldgico en diversas areas, desde la confeccion de ropa
térmica, preparacion de helados hasta las estructuras cristalizadas de proteinas. Para poder
llegar a un publico mayor se realizaron una serie de charlas dirigidas por miembros de la
IUCr. En el dmbito cientifico, se dio pie al lanzamiento la revista IUCrJ ( International
Union of Crystallography Journal), por sus siglas en inglés. A través de esta revista se podia
tener registro de todos los datos obtenidos de grandes centros cristalograficos, ademas de

fomentar la participacion internacional en trabajos cientificos.

En los parrafos anteriores se ha hablado de la cristalografia; sin embargo, surge la
interrogante ¢Qué es la cristalografia? ¢Cual es su impacto?. Con el fin de responder a estas
preguntas se abordara la historia de la cristalografia, cual es su origen y como esta ha ido
evolucionando a lo largo del tiempo; desde el hito base que fue el descubrimiento de los rayos
X. Dicha historia se construird por medio de los aportes de destacados cientificos cuyos

descubrimientos fueron galardonados con premios Nobel en la Quimica 0 Fisica. De esta



forma, se conocera como esta disciplina ha cambiado desde el uso de los rayos x en sus
comienzos, agregando una breve resefia de la difraccion de neutrones y el uso de la radiacion
de sincrotron para la determinacion estructural de proteinas, llegando a la criomicroscopia

electronica.



CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X: LA HISTORIA

Premio Nobel 1901: Descubrimiento de los rayos X

“En pocos minutos no hubo dudas sobre ello. Los rayos
que salian del tubo tenian un efecto luminiscente en el
papel. Lo he probado con éxito a distancias cada vez
mayores, incluso a dos metros. En principio parecia una
nueva clase de luz invisible. Era claramente algo nuevo,

algo no registrado” (Roentgen, 1896, p.414).

Todo surge con el descubrimiento de los rayos X, un 8 de noviembre de 1895, por
Wilhelm Roentgen en colaboracion con su esposa, Anna Bertha Roentgen. Wilhelm ingeniero
mecanico y profesor de fisica de nacionalidad alemana, se encontraba en su laboratorio como
de costumbre, experimentando con un tubo de rayos catddicos, cuando algo llamé su
atencion. Al pasar corriente por el tubo, recubierto con trozos de cartén negro para disminuir
la luminosidad, se produjo al instante una luz fluorescente sobre una pantalla de Platino-
Cianuro de Bario, BaPt(CN),, que se encontraba cerca (Ulloa, 1995). EI montaje experimental

usado se puede ver en la Figura 1.

B T

Figura 1. Tubo de rayos catddicos y pantalla de Platino-Cianuro de Bario, Laboratorio de Wilhelm Roentgen,
1895.

Desconcertado por lo que sucedia, aument6 la distancia con la pantalla e incluso puso
objetos entre el tubo y ésta. Sin embargo, obtuvo el mismo resultado. Roentgen estaba

sorprendido ante la vista de la sombra de sus huesos y tejidos en la pantalla fluorescente.



Extasiado por su descubrimiento, pidié a Anna, su esposa, que Situara su mano
izquierda en una placa fotografica. Luego de casi 15 minutos se obtuvo la primera radiografia
del mundo (Garcia, 2005), como se ilustra en la Figura 2. Como Roentgen desconocia hasta

ese minuto la naturaleza de esos rayos, los denominé rayos X. Por

este descubrimiento fue galardonado en 1901 con el premio nobel

~ de Fisica.
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Figura 2. Primera radiografia del mundo, mano izquierda de Anna Bertha
~ Roentgen, 1895.

Premio Nobel 1914: Difraccidn de rayos X

Afos después, en mayo de 1912, Max Von Laue junto a Walter Friedrich y Paul Knipping,
realizaron un experimento de difraccion de rayos X por medio de un cristal, a fin de
demostrar si los atomos presentes en éstos ultimos (cristales) , “(...) se acomodaban segin una

ordenacion periddica tridimensional (Bernalte, 1997, p.75)”.

Von Laue pensaba que el cristal podria servir como una red tridimensional, con
separaciones de 1 A (Angstrom = 1 x 10™2° m ), similar a la rejilla clasica usada para hacer
difraccion del espectro visible; pero usando ahora los rayos X. Ademas segin Sommerfeld, un

fisico aleman, la longitud de los rayos x eran cercanas a una décimas de A (Bernalte, 1997).

Para el experimento se realizd un montaje simple, que consistié en un monocristal de
Sulfato de Cobre (CuSQO,) donado por Paul VVon Groth, una eminencia en la cristalografia de
la época), que se coloco sobre una cabeza goniométrica y recibié por medio de colimador, un
haz de aproximadamente 1 mm de seccidn transversal de un tubo de rayos X suministrado por
Roentgen (Bernalte, 1997). Al otro lado del tubo, se instalaron placas fotograficas a diferentes

distancias (ver Figura 3).



Figura 3. (Izquierda)Equipo de difraccion usado por Max von Laue, en donde se distingue el tubo de rayos X
(ampolla de vidrio), el sistema de montaje del cristal con un microscopio, y una placa fotografica perpendicular
a la direccion de los rayos X. (derecha) Fotografia que muestra los grupos de manchas producidos por haces
difractados, que atravesaron el monocristal de sulfato de cobre, 1912 .

Los resultados del experimento, fueron una revolucion para el mundo cientifico; pues
a la vez que se comprobaba la estructura periddica de los &tomos o moléculas que componian
al cristal (ver Figura 3), se confirmaba la naturaleza ondulatoria de los rayos X (Bernalte
1997). Debido a la difraccion de rayos x con cristales, Von Laue se hizo merecedor del
premio nobel de Fisica en 1914,

Premio Nobel 1915: Inicio de la cristalografia de rayos X

Al tiempo que Von Laue, Friedrich y Knipping realizaban experimentos de difraccion,
obteniendo como resultado la prueba de que la naturaleza real de los rayos X era ondulatoria,
William Henry Bragg y su hijo William Lawrence Bragg, dos fisicos britanicos, se esforzaban
por demostrar que la naturaleza real era corpuscular. Para ello decidieron replicar los
experimentos de VVon Laue, obteniendo un método con el cual a partir del patron de difraccion
de rayos X, encontrar la posicion de los atomos en el cristal (Perles,2015). Sin embargo, ellos
establecieron que “(...)cada uno de los puntos discretos que se observan en un patréon de
difraccion contiene informacion de todos los atomos que forman parte de una familia de
planos (Perles, 2015, p.991)”. Esto implica que cada uno de los “puntos luminosos” que se
observaban en la radiografia, correspondian a la suma de las interferencias constructivas entre
las ondas, que se originan en cada atomo situado en los diferentes planos. Lo anterior, por la
interaccion de los rayos X con sus electrones, en especifico con su nube electronica (Perles,

2015). Por ello saber la posicion de los &tomos en el cristal, resultaba una tarea titanica.



Bragg, consideré al cristal no como un cimulo de atomos ordenados, sino mas bien
como “(...) un conjunto ordenado de familias de planos paralelos entre si (Perles, 2015,
p.991)”, de esta forma todo se facilitd. Asi la Ley de Bragg, se enuncia con la siguiente
ecuacion:
ni=2d sen 0
Donde:
n= NUmero entero positivo.
A=Longitud de onda, de radiacién que incide.
d= Distancia en medio de los planos que forman una familia.

0= La mitad del a&ngulo que se forma entre el rayo difractado con el incidente .

La ley implica “(...)la condicién que debe cumplir una familia de planos para dar
lugar a una interferencia constructiva, y que tendra como consecuencia un punto de luz en el
patron de difraccion (Perles, 2015, p.991)”.

Lo anterior se puede resumir a través de una ilustracion, que corresponde a la Figura
4, donde se observa primero la estructura de la sal cloruro de sodio (NaCl) y luego la
interferencia constructiva que cumple la ley de Bragg y por ultimo, la interferencia destructiva

con las ondas anulandose entre si.

Figura 4.(Izquierda) Estructura de NaCl como planos paralelos. Esferas azules representan Na y amarillas
Cl.(centro) Los planos que cumplen la condicion de la ley de Bragg, se produce interferencia
constructiva.(Derecha) Si la condicién de la ley de Bragg no se cumple, se produce interferencia destructiva, es
decir las ondas se anulan.

De esta forma, los Bragg pudieron determinar con bastante precision la posicion que

tenian los &tomos en un cristal y asi conocer su estructura tridimensional (Rabinovich, 2014).



En 1913, se describieron por primera vez las estructuras de los cristales de cloruro de sodio y
potasio. Estos resultados fueron publicado en la revista Proceedings of the Royal Society of
London, este hito suele marcar “(..)el origen de la cristalografia de rayos X como la
principal técnica experimental para el estudio de la estructura de la materia a nivel atomico
o molecular (Rabinovich, 2014, p.8)” .

Por el uso de rayos X para determinar la estructura de los cristales, les fue otorgado el
premio nobel de Fisica en 1915. Tanto fue el revuelo que causaron las investigaciones de Max
Von Laue y los Bragg que afios después se emitieron estampillas en Europa con sus rostros,

acompariados de las estructuras cristalinas o patrones de difraccion (ver Figura 5).

Figura 5. (Izquierda) Max Von Laue junto a la fotografia de la difraccion de rayos X de un cristal de blenda de
cinc o esfalerita (SZn). (centro) Estampilla con la estructura de NaCl, en conmemoracion de los 100 afios de la
Real Sociedad Quimica. (derecha). William Bragg padre e hijo, siglo XIX.



CRISTALOGRAFIA CON RAYOS X: EL PROCESO

Como fue descrito anteriormente, el experimento de los Bragg fue el origen de la
cristalografia de rayos X para determinar la estructura de la materia. Ahora se vera el proceso
cristalografico, para luego exponer algunos premios nobeles que ayudaron a resolver los
problemas fundamentales de la cristalografia. Finalmente, se expondra brevemente el uso de
la radiacion de sincrotron en la determinacion estructural de macromoléculas, la difraccion de
neutrones para establecer la estructura magnética y un par de aplicaciones de la cristalografia

de rayos Xx.

Obtencidn de los cristales

Los cristales se pueden definir como un “arreglo repetitivo y periodico de la molécula
o complejo con la misma orientacion relativa (Rodriguez,2018, p. 19)”. Ademas, en la
pagina de la TUCr enuncia “Un material es un cristal si tiene esencialmente un patrén de
difraccion afilado. La palabra esencialmente significa que la mayor parte de la intensidad de
la difraccion se concentra en picos de Bragg relativamente agudos, ademas de la dispersion
difusa siempre presente (...)”. Estos cristales poseen una estructura quimica organizada segun

una red cristalina, cuya unidad basica es la celda unitaria.

Ahora bien, para obtener cristales, es necesario que estén condiciones éptimas para su
crecimiento; para ello existen diversos tratamientos dependiendo de la naturaleza de la
sustancia. Por ejemplo, si es una sustancia inorganica se puede sobresaturar la muestra con
ayuda de algunos agentes quimicos, y luego traspasarlo en una placa de petri donde se
obtendra un monocristal ( Whelan et. al,. 2018). Por otro lado, si es una proteina entonces el
proceso es diferente. En un inicio hay que separar la proteina del lugar donde se encuentra,
por ejemplo en una membrana celular o en citoplasma. Para ello se puede recurrir a
detergentes especiales, y luego se procede a separar las proteinas por tamafio o por carga
realizando una cromatografia en gel de poliacrilamida. Con la proteina ya separada, se debe
cristalizar tomando en cuenta la temperatura, las mezclas de agentes precipitantes, en
soluciones amortiguadoras con diferentes pH, iones y contraiones, entre otros. Hay varios
métodos, entre estos se encuentra el uso de un robot de cristalizacion que realiza un goteo de

la muestra, mientras que una camara va registrando las gotas de cristalizacion y asi puede
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reconocer los cristales (Garman, 2014). Una vez obtenidos, los cristales con tamario entre los
0,5y 1 mm, deben ser montados en el portamuestra; para luego, situarlos en un goniémetro y

comenzar con el proceso de medicion.

Difraccion de rayos X v estructura

En el fendmeno de difraccion tendremos dos espacios. Por un lado esta el espacio real o
directo que corresponde al cristal, la celda unitaria, la estructura atomica y la densidad
electronica. Por otro lado, se encuentra el espacio reciproco donde esta el patron de difraccion
y los factores de estructura ( Pickworth y Trueblood, 2010; Sands, 1993). La interaccién entre
los rayos X vy el cristal, entrega como resultado un patron de difraccion, también llamado
espacio reciproco. Este corresponde a una imagen con una ordenacién de puntos negros, en
una placa fotogréfica (ver Figura 3), donde cada uno de estos representa una familia de
planos. Para “transformar” la informacion del espacio reciproco al espacio real o directo;

donde se configura la estructura cristalina, se

00 13.00 1.00 Fo-Map
.5 Deg

necesita conocer la densidad electronica (ver

Figura 6).

Figura 6. Mapa de densidad electronica de una
molécula aromatica sustituida (extraida del programa
PLATON: comunicacion personal con el Dr. Galddmez).

De acuerdo a la teoria del fenémeno de difraccion, esta dltima (densidad electrénica),
es la transformada de Fourier de los factores de estructura, que corresponden a ondas
difractadas, que al impactar una placa fotografica, dejan marcas similares a puntos negros
(patron de difraccion):

+o00
p(x,y,z): %Z |F(hkl) | e —2mi[hx+ky+lz—@(hkl)]

hkl

Ecuacion. 1 Densidad electronica ( Pickworth y Trueblood, 2010; Sandes, 1993)
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p es la densidad electronica, V es el volumen de la celda unitaria, F(hkl), representa
los factores de estructura y hkl los planos critalograficos. Los factores estructura se componen

de dos partes, |F(hkl)| representa la amplitud de la onda difractada y ¢ la fase.

La intensidad de la reflexion de Bragg en un punto de la red reciproca se relaciona
con el cuadrado de F(hkl), es decir; 1 ~F? ; donde los factores de estructura son una funcion
de las coordenadas atomicas, factor de “scattering” f Yy del desplazamiento térmico: F ~[
(x,y,2), f, Ujj;. El factor de “scattering” f esta relacionado la identidad quimica; pues depende
la cantidad de electrones y el angulo de dispersion del rayo que se incide. U;; es el
desplazamiento térmico que esta asociado a la vibracién térmica y desorden, y por Gltimo,
(x,y,2) corresponde a las coordenadas atomicas ( Pickworth y Trueblood, 2010; Sandes,
1993).

El problema principal que surge es que cuando usamos la intensidad, solo obtenemos
el mddulo de los factores de estructura durante el proceso experimental, y no podemos tener
la fase de las ondas ¢. De ahi viene el nombre del “problema de la fase” (Sands , 1993).
Para resolver el problema de la fase, Arthur Patterson disefio una funcién que en términos
simples era similar a la densidad electronica, pero entregaba un mapa de vectores de la
posicion de los atomos (posiciones relativas), las cuales si se interpretan correctamente

podrian dar informacidn sobre las fase, por ende era un método indirecto.

Afios mas tarde, tres estadounidenses; Jerome Karle e Isabella Karle dos quimicos,
junto Herbert Hauptmann matematico, disefiaron un método directo para la obtencion de la
fases, el cual se resume en el célculo de diversos sistemas de ecuaciones a partir del modulo
de los factores de estructura, normalizados. Por el desarrollo de los métodos directos Herbert
Hauptman y Jerome Karle recibieron el premio nobel de Quimica en 1985.

Otros métodos que se utilizaron después fueron el método MIR o reemplazo isomorfo
multiple, el método MAD ¢ difraccion anémala multiple y el método MR de reemplazo
molecular. Todo este proceso de calculos los matematicos, son resueltos a traves de una

computadora la que genera como resultado el mapa de densidad electrénica. Finalmente, el
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proceso de resolucion de una estructura conlleva varios pasos, los cuales podemos resumir en

la Figura 7.
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Figura 7. Resumen de proceso de resolucidn estructural de proteinas.

Wihemnuba

CRISTALOGRAFIiA MACROMOLECULAR: RADIACION DE SINCROTRON

7

La cristalografia de proteinas 6 macromolecular, es el método mas efectivo para la
determinacion de estructuras bioldgicas “grandes”, como son las proteinas. Ademas, tiene
injerencia en la determinacién de la funcién bioldgica y el plegamiento proteico, el disefio de
farmacos e incluso ayudar en la busqueda de relaciones evolutivas. Para llevar a cabo esto, es

necesario hacer la difraccion de rayos X con cristales macromoleculares.

Ahora bien, los experimentos se realizan en fuentes de sincrotron. Un sincrotron es un
acelerador de particulas. La radiacion de sincrotron es un tipo de radiacion electromagnética
que se emite por particulas, protones o electrones que viajan a casi 300.000 km/s , con muy
alta energia mientras giran en un anillo de contencion. La radiacion de sincrotron abarca un

amplio espectro, desde el infrarrojo hasta los rayos X. Como las macromoléculas tienden a
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formar cristales pequefios, irregulares y de débil difraccion: “(...) con el aumento de brillo del
sincrotrén se incrementa la precision de la medida, debido a la velocidad de los electrones
cercana a la luz” ( Diaz, Fuentes, Romero y Ruiz, 2017 , p.59). Ademaés, contribuye a las
mediciones de Dispersion Andmala de Longitud de Onda Unica (SAD) o Dispersion Anémala
de Longitud de Onda Multiple (MAD), ya que su longitud de onda es sintonizable
acercandose a la longitud de absorcion natural de los atomos de las macromoléculas, con esto
se puede resolver el problema de la fase. Otras fuentes de energia u otros métodos tomarian
dias en la recoleccion de datos, la radiacién de sincrotron se demora minutos, por ello es que

se usa para la determinacion estructural de macromoléculas (ver Figura 8).

.

Figura 8. (lzquierda) Difractémetro lineal Hilger-Watts, usado para ayudar resolver la estructura de la
lisozima en 1965, por medio de la recopilacion de datos. (Centro) La primera fuente de sincrotron de tercera
generacion de rayos x. (Derecha) Parte del proyecto Laser Europeo de Electrones Libres y Rayos X o XFEL
por sus siglas en inglés.

Premio Nobel 1964: La estructura de la penicilina, vitamina B-12 e insulina

Dorothy Crowfoot, nacid en el Cairo en 1910, su vida fue marcada por los cristales desde la
infancia cuando en una clase de quimica, tuvo que sintetizar cristales de sulfato de cobre.
Luego un libro de Bragg acerca de la difraccion de rayos X, la acercaria aun mas. Ad portas
de entrar a la universidad, Dorothy se encontré con dos obstaculos; la forma de financiar sus
estudios, sumado a la discriminacion que existia hacia la mujer en las instituciones de
educacion superior. El primer obstaculo fue sorteado gracias a una tia contribuyé con el
dinero; sin embargo, Dorothy Crowfoot no pudo ingresar a Oxford a seguir la tradicion
familiar, pues esta universidad muy conservadora no admitia en esa epoca a mujeres, por lo
que termino inscribiéndose en el College Somerville. En esta institucion estudio, Quimica,

Mineralogia y Cristalografia, ciencia aun reciente ( Mufioz y Garritz, 2013).
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Afos después en Cambridge, en el Instituto Birkbeck, Dorothy Crowfoot recibio el
desafio de encontrar la estructura de una proteina por parte de su profesor, John Desmond
Bernal, un destacado cristaldgrafo y cientifico. Gracias a esto, en 1934 Dorothy Crowfoot
fue la primera en “fotografiar” cristales de la proteina pepsina. Pero no se detuvo ahi, siguid
investigando la estructura de otras moléculas mas complejas a través de la cristalografia con
rayos X; lo que la llevé a descubrir la estructura de la penicilina (1944) y afios mas tarde la
estructura de la vitamina B-12 ( 1956).

Por determinar distintas estructuras de compuestos organicos, le fue otorgado en el
afio 1964, el premio Nobel de Quimica (Mufioz y Garritz, 2013). Sin embargo, lo que marcé
parte de su vida fue encontrar la estructura de la insulina. Inicié con un primer difractograma
en 1993, y luego de casi 35 afios investigando, en 1969 finalmente pudo obtener la anhelada

estructura (ver Figura 9).

Figura 9. Dorothy C., junto a la estructura de varias proteinas, la mas grande corresponde a la insulina, la
esquina inferior derecha muestra a la penicilina.
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Premio Nobel 2009: La estructura del ribosoma

En la década de los setenta, Ada Yonath, bioquimica del Instituto Weizmann (Israel) intentd
descubrir la estructura del ribosoma usando la cristalografia con rayos X. A pesar de la
dificultad que suponia obtener cristales Utiles para obtener patrones mas precisos, Ada Yonath
no se rindié y en colaboracion con
el Doctor H.G Wittmann,
obtuvieron los primeros cristales de
ribosomas. Pese a que su calidad no

era la mas Optima; fueron

importantes  para  iniciar la
Figura 10. Cristales de ribosomas de 30,50 y 70 s de tamafio. investigacion (ver Figura 10).

Ada Yonath, fue una cientifica que gracias a su osadia, nos permitié conocer la
estructura del ribosoma. Sin embargo, en este viaje no estuvo sola, Thomas Steitz y
Venkatraman Ramkrishnan, que seguian el enfoque de Ada contribuyeron a la investigacion
(Donkova y Sanchez, 2010). Thomas Steitz de la Universidad de Yale, era un bidlogo
estructural que se intereso por el problema que suscitaba el ribosoma. Junto a Peter Moore,
utilizaron modelos obtenidos por criomicroscopia electrénica para resolver topicos de

orientacion o fase angular de la estructura del ribosoma (Calisto y Fita, 2009).

En 1985, Yonath, Wittmann junto a otros cientificos, obtuvieron cristales de
ribosomas de Haloarcula marismortui, microorganismo que se encuentra en el Mar Muerto.
Estos cristales sirvieron después para a determinacion de la estructura de la subunidad mayor

del ribosoma en el afio 2000.

En 1998 Thomas Steitz publicd la primera estructura de la subunidad mayor del
ribosoma. Venkatraman Ramakrishna, bioquimico y biofisico de la universidad de Ohio, fue
el encargado de determinar la estructura de la subunidad menor del ribosoma de la especie
Thermus thermophilus, una eubacteria utilizada ampliamente en la biotecnologia (Calisto y
Fita, 2009).

16



Finalmente en el afio 2000, Yonath, Steitz y Ramakrishnan publicaron la estructura ya
terminada de las dos subunidades del ribosoma procariota, donde la subunidad mayor
pertenecid a la especie Haloarcula marismortui y la

o, menor a Thermus thermophilus (ver Figura 11). Por la

determinacion de la estructura atomica del ribosoma,
Yonath, Steitz y Ramakrishnan recibieron el premio

nobel de Quimica el afio 20009.

Figura 11. Estructura del ribosoma, al lado izquierdo la
subunidad menor, y al lado derecho la subunidad mayor, 2000.

DIFRACCION CON NEUTRONES

La difraccion con neutrones es similar a la realizada con rayos X en el proceso. Sin embargo,
a diferencia de ésta, los neutrones no interactian con la nube electrénica de los &tomos que
componen al material, mas bien el neutron al encontrarse al interior del nicleo produce una
dispersion a nivel de éste. El neutrén ademas, contiene momento magnético, esto lo convierte
en una muy buena “sonda” para determinar las propiedades magnéticas que posee la materia.
Una de las cosas que permite obtener mayor informacion en comparacion a la difraccion con
rayos X, es que el neutron es sensible a materiales con bajo nimero atémico, y distingue

isdtopos o elementos cercanos.

Hay distintas técnicas de dispersion de neutrones, pero la realizada con polvo es la
méas efectiva pues genera informacion muy relevante como; las dimensiones y la
composicién elemental de las celdas unitarias de las estructuras cristalinas, la simetria de
redes cristalinas y genera una buena aproximacién de las coordenadas fraccionales y los
factores de ocupacion de los a4tomos en la celda unitaria, entre otras. Para realizar la
determinacion estructural, se utilizan dos clases de difractometros el DMC o difractometro de
alta densidad o el HRPT o difractometro con alta resolucién. En la Figura 12 se puede

apreciar los difractdbmetros y parte de la determinacion estructural de un compuesto.

17



‘ | " L | t
__J 1Y) 'lv‘kb’.ﬂvﬁ.'w\‘ ukuw VM W, \J'W\;\,m.p

100000000 00D
N lHII \II\III IIIIIlllllll—II----llll\lll

Figura 12. (lzquierda) leractometro de polvo HRPT (Centro) Determlnacmn estructural de RbFeOz
(Derecha) Difractometro de polvo DMC.

CRIOMICROSCOPIA ELECTRONICA : UNA TECNICA SIN MONOCRISTALES

El nacimiento de la criomicroscopia electrénica, fue dado a partir de la complejidad de
cristalizar muestras de interés Biol6gico, como por ejemplo son las proteinas. Ademas de su
gran tamafio, son muy fragiles en su estructura por lo que cualquier cambio brusco podria
provocar que esta se destruya. Por ello no necesita la cristalizacion, sin embargo requiere que
la muestra esté congelada e implica el uso de la difraccion de electrones. Ademas, los

métodos de radiacidn sincrotrén son muy dificiles y costosos.

A continuacion se explicard como esta técnica usada en el ambito de la microscopia en
especial de proteinas o compuestos organicos tiene su base en el descubrimiento de la
difraccion de electrones en 1927, para luego ser aplicada en la obtencion de estructuras en
especial de proteinas o sustancias organicas, de mejor resolucién. Ademas para una mejor
comprension del contenido, se realizara una breve explicacion de la microscopia electronica
con iméagenes en 3D (premio nobel 1982), y luego se afiadira como se fue configurando la

técnica que gand un premio nobel el 2017.

Premio nobel 1937: Descubrimiento de la difraccion de electrones

En esta época aun no se habia comprobado la naturaleza ondulatoria del electron; pero se

sospechaba su existencia. En 1927 Clinton Davisson y Lester Germer, un par de fisicos
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estadounidenses, se encontraban realizando dispersion de electrones a partir de un blanco de
niquel. Sin embargo, este se encontraba con una capa de 6xido. Para eliminar esto decidieron
calentar la muestra y por accidente el blanco de niquel cristalizd, pudiendo observar por
primera vez la difraccion de electrones. Ademas, notaron que en la dispersion la intensidad de
los electrones, de acuerdo al angulo de dispersion mostraba maximos y minimos. Asombrados
por el hallazgo decidieron repetir el experimento esta vez con un monocristal de niquel, al
cual impactaron con electrones, que luego se detectaban

t J {5 en una pantalla adyacente dependiendo del angulo (

Detector

-8 A Tipler, 2006) , como se observa en la Figura 13.

Figura 13. Electrones procedentes de un cafién, impactan un cristal y
se dispersan segun un dangulo @ (variable), llegando a un detector.

Experimento Davisson-Germer.

A los 50°, se obtuvo un méaximo de dispersion electronica. Este angulo lo relacionaron
con la ecuacion de Bragg , para la dispersion de ondas desde un cristal, con esto calcularon la
longitud de onda, obteniendo para su sorpresa una concordancia con la ecuacion de Broglie
sobre la energia de los electrones. Realizaron varias pruebas mas variando la energia de los
electrones, resultando longitudes de onda distintas pero todas coincidian con la ecuacion de
Broglie (Tipler, 2006). Al mismo tiempo George Thompson, un fisico britanico observo a
través de hojas metélicas finas, la difraccion de electrones. Estas hojas metélicas se
componen de pequefios cristales o cristalitos. Al hacer incidir rayos con un angulo fijo (0), el
cristal lo dispersaria, y el haz se encontrara desviado al doble del del haz incidente (20), esto
genera una imagen de difraccion con circulos concéntricos ( Tipler, 2006). Por este gran
descubrimiento se le otorgé a Davisson y Thompson el premio nobel de Fisica en el afio
1937.

Premio Nobel 1982 Microscopia electrénica

Los microscopios electrénicos utilizan electrones para interactuar con una sustancia y asi
obtener una imagen ampliada hasta dos millones de veces, unas mil veces mas que un

microscopio optico. La desventaja que conlleva el uso de estos microscopios electronicos es
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que solo pueden dar una imagen 2D de los objetos, entonces no se podian ver en todas sus
dimensiones MRC, 2018).

Aaron Klug, biofisico y fisico britanico -pero de origen lituano-, resolvid este
inconveniente por medio de la microscopia electronica de transmision donde el haz de
electrones traspasa la muestra. Klug tomé iméagenes bidimensional de cristales en distintas
direcciones y con ayuda de célculos matematicos y calculos computacionales pudo producir la
estructura en 3D. También se podia realizar por medio de
la difraccion de electrones que generaban imagenes,
usadas posteriormente para reconstruirlas en tres
dimensiones. Con esto se pudieron estudiar de mejor
forma virus, para después investigar la cromatina y como
el ADN se encontraba dispuesto, y hacer desde ahi un
modelo. Ademas se obtuvo la estructura en 3D del virus

de la verruga humana (Figura 14).

Figura 14. Virus de la verruga humana.

Su aporte fue importante para construir las imagenes en 3D, pero ademas contribuyé
junto a De Rosier con un problema que suscita esta microscopia y que se relaciona con el
dafio que genera el haz de electrones la muestra, ademas del bajo contraste en las imagenes
obtenidas. Su solucién fue aplicar un tipo de sales colorante de &tomos pesados, de esta forma
sobre ellos incidia la mayoria de la radiacién y la proteina quedaba protegida; Ademas, se
genera un imagen con alto contraste puesto que una proteina dispersa menos el haz que el
colorante, lo que da un contraste al revés. De ahi el nombre tincion negativa ( Nogales, 2016).
Por su método de crear imagenes en tres dimensiones, como desarrollo de la microscopia

electronica se le otorgd a Klug el nobel de Quimica en 1982.
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NACIMIENTO DE LA CRIOMICROSCOPIA ELECTRONICA Y PREMIO NOBEL 2017

Los microscopios de transmision electronica dan una sefial a partir de un haz de electrones
que se dispersa a causa de la interaccidon que tiene con la muestra, esta sefial es recogida por
un detector especial que da finalmente imagenes bidimensionales que pueden transformarse a
3D, como se vio anteriormente. En estos equipos, un haz de electrones es acelerado hasta
alcanzar una velocidad cercana a la luz, que se corresponde a una longitud de onda de
aproximadamente de 0,003 nm, unas 300 veces mas pequefia que la longitud de onda de los
rayos X( 0,1 nm). Esto le confiere un mayor grado de resolucion atomica ( Florez y Guerra,
2018). Sin embargo, el microscopio electronico tiene varias desventajas, primero las imagenes
tienen poco contraste. Al respecto Klug, propuso una solucion relacionada a la aplicacion de
tintes especiales como se menciond anteriormente. Segundo, la muestra podria destruirse por
la radiacion y tercero, el agua muy necesaria para la mantencion de estructura de la muestra se
evapora debido a las condiciones de vacio. Ademas la muestra debe ser muy delgada y por
altimo la muestra interactta con los electrones, y es sensible a la temperatura ( Mendoza y
Padrén, 2018). Todos estos inconvenientes han sido resueltos a lo largo del tiempo como se

vera a continuacion.

En 1975 Richard Henderson, biélogo molecular y biofisico escocés, fue pionero en
usar esta técnica con una muestra bioldgica en este caso de la bacteriorodopsina, que usando
la cristalografia de rayos X hubiese sido imposible puesto que era muy dificil mantener a esta
proteina pura, nativa y concentrada ( Florez y Guerra, 2018) .Entonces para obtener la
estructura, utilizé un cristal muy delgado y un haz de electrones de baja energia, para evitar
destruir la proteina. Este proceso resulto exitoso; pero, para llevarlo a cabo se necesita trabajar
en alto vacio, lo que genera problemas en las muestras bioldgicas, que necesitan agua para
mantener su estado, afectando o destruyendo la muestra. Para poder resolver esto, propuso
llevar la muestra a temperaturas muy bajas de forma rapida, transformado el agua liquida en
hielo amorfo pues no tiene el tiempo suficiente de formar estructuras cristalinas. Ademas, la
biomolécula puede mantener su estado nativo y podria también protegerse en parte de la

radiacion a la que es expuesta.
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Joachim Frank, biofisico aleman, en 1975 se enfrentd al problema de tratar las
iméagenes bidimensionales con bajo contraste, en solucion, no cristalizadas y dispuestas al
azar (Mendoza y Padrdn, 2018). Posteriormente en 1981, con la colaboracion de Marin Van
Heel un biofisico holandés, desarrollaron un método estadistico para determinar la estructura
tridimensional de una proteina a partir de la bidimensional. Esto lo realizaron tomando la
imagen obtenida de una particula como un vector, luego asumieron que vectores similares
serian particulas con orientaciones similares, y asi se podrian promediar esas iméagenes.
Finalmente lograron idear un software que realizaba este andlisis al que llamaron SPIDER
(Gregersen, 2017). Lo importante de esta técnica de promedios, fue que se utilizaron las
muestras no congeladas, permitiendo mantener por ejemplo al ribosoma, en su forma, y aun

asi obteniendo imagenes de alta calidad.

Jacques Dubochet, un biofisico suizo, junto a otros cientificos lograron conservar un
virus criogenizado con etano liquido a -190 °C, y vieron cémo las particulas quedaban
atrapadas en el agua vitrificadas o en este hielo amorfo, en distintas orientaciones, por lo tanto
las interacciones con los electrones eran minimas. Es a partir de 1981 que Dubochet junto a
otros cientificos desarrollaron un método que aln se usa, para criogenizar rejillas hechas de
cobre ( con esto el problema de la delgadez de la muestra se terminaba) , que contienen en su
interior biomoléculas como proteinas (Mendoza y Padrén, 2018). Estas se sumergen en etano
liguido a aproximadamente -196°C, consiguiendo asi que la muestra tenga un estado
congelado pero a la vez hidratado. Por sus aportes en el afio 2017 se di6 el premio nobel de
Quimica por el desarrollo de la criomicroscopia electronica a Jacques Dubochet, Richard

Henderson y Joachim Frank.

Criomicroscopia electronica: El proceso

El proceso comienza con la eleccién de una proteina. Para aislarla, se puede recurrir a la
cromatografia por afinidad, por exclusién molecular o en gel de poliacrilamida, dependiendo
entre otras cosas el tamafio de esta y su carga. Luego se purifica y se deposita en una lamina
micro-perforada, que generalmente es de carbono o cobre, y que se encuentra sostenida por
una estructura metélica. Esta rejilla se sumerge en etano liquido u otra sustancia criogénica,

dejando a las particulas que componen la proteina atrapada en el hielo amorfo en distintas
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orientaciones o direcciones. Posteriormente se lleva la muestra al criomicroscopio electronico

(Nogales, 2016), como se ilustra en la Figura 15 .

Figura 15 . Criomicroscopios, desde el mas antiguo (a), hasta el mas moderno (d).

Como se utiliza una baja intensidad del haz de electrones para no dafar la muestra, las
imagenes suelen estar muy desordenadas, o “con mucho ruido “. Para corregir esto se realizan
promedios a partir de muchas imagenes; sin embargo, como las muestras quedan dispersan en
cualquier lugar de la rejilla es un proceso complicado. Por medio de procesamiento
computacional se alinean y promedian los datos obtenidos usando por ejemplo los software
SPIDER, IMAGIC, EMAN y RELION (Mendoza y Padrén, 2018). Se traza después un
mapa 3D preliminar, para finalmente luego de algunos ajustes lograr la estructura 3D de la

proteina. A continuacion se muestra la Figura 16.a) y 16. b) que resume el proceso:
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Figura 16.a) Preparacion de la muestra.

1 E] har de electrones incide
sobre proteinas orientadas
aleatoriamente, produciendo
una imagen bidimensional.

|

2 Se aisla computacionalmente las
particulas individuales del fondo y se las
agrupa segiin sus semejanzas.

3 Usando 1 f [ ]
miles de ‘ \ [ '
1

imdgenes, se ; :: :'
genera una . L

bidimensional
de alta
resolucion.

imagen ‘

-

—
4 La computadora
calcula como las
diferentes imdgenes
bidimensionales se
relacionan entre siy
genera un modelo de
la estructura en 3D.

Figura 16.b) Criomicroscopia y determinacion de estructura.
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REFLEXIONES FINALES

Desde el descubrimiento de los rayos X , la cristalografia fue avanzando a pasos agigantados
en un inicio. La difraccion de rayos X era la Unica técnica disponible para resolver la
estructura de una sustancia, y esta debia ser cristalizada primero. Las primeras fotografias de
estructuras no eran tan claras ni precisas, pero con el tiempo la técnica fue mejorando.
Ademas se incluyeron nuevas tecnologias y el uso de la computacion facilitd mucho este
proceso, pues ya no se resolvian las transformadas de Fourier “a mano”, esto ademas de

disminuir el tiempo ayudaba a obtener mejores resultados.

Sin embargo, el uso de las proteinas significd un gran desafio para la cristalografia de
rayos X pues, estas son muy delicadas y dificiles de cristalizar sin que pierdan su pureza, por
ello comenz6 a gestarse la criomicroscopia electronica. Esta técnica inicié su camino con el
descubrimiento de la difraccién de electrones, y siguié con la creacion del microscopio
electronico. Pero también tuvo complicaciones, por la fragilidad de la muestra que
generalmente eran proteinas, pero ademas por las condiciones de vacio en que se tenia que
realizar el proceso. A pesar de las dificultades, éstas fueron sorteadas por medio de agentes
criogénicos en las muestras, de ahi surgid finalmente la criomicroscopia electronica que hasta
ahora es una de las técnicas mas avanzadas y permite obtener imagenes de estructuras de

moléculas bioldgicas a muy altas resoluciones.

En la actualidad, se necesita cada vez mas la identificacion de moléculas pequefias y
mediante la resonancia magnética nuclear (RMN), Espectroscopia infrarroja y técnicas
clésicas de difraccion, entre otras. Pese a esto, una nueva técnica ha generado un enorme
impacto en la comunidad cientifica mundial. En octubre del presente afio 2018 un articulo
cientifico de una revista de alto indice de impacto se titula: “El método CryoEM: MicroED
como una herramienta poderosa para la determinacién de la estructura de moléculas
pequefias”, y que proporcionaria a partir de una muestra muy pequefia la estructura a una
resolucion atémica de menos de 1 A en cuestion de minutos de moléculas organicas. Esto
indica que el fendmeno de difraccién y la cristalografia sigue su desarrollo incesante y nos

entregara “grandes sorpresas” cientificas en los proximos afios.
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