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Resumen

La Mioglobina fue la primer proteina visualizada en
tres dimensiones (3D) a través de la cristalografia
de rayos-X, sentando las bases para una nueva era
de comprension biolégica. A partir de este hecho, se
comenzaron a determinar estructuralmente una serie
de macromoléculas de considerable interés biolégico.
Sin embargo, este impresionante avance en las ciencias
de la vida, contrastaba radicalmente con la ausencia
de un repositorio global para archivar y compartir los
datos cristalograficos colectados de los experimentos
de difraccién. Con el propdsito de llenar este vacio,
en 1971 se estableci6 el Protein Data Bank (PDB) en
el Brookhaven National Laboratory, como el dnico
almacén central de estructuras 3D de macromoléculas
biol6gicas. Establecido con apenas siete estructuras,
el PDB ha evolucionado a un gigantesco repositorio
de acceso abierto, almacenando datos estructurales
de mas de 170,000 biomoléculas, principalmente de
proteinas y acidos nucleicos. Ademas de ser un banco
de datos biolégicos, el PDB sirve como un portal
educativo a través del PDB-101, ofreciendo un conjunto
de recursos extraordinarios para admirar el mundo
biolégico. En esta revision, festejamos los 50 afios de
oro del PDB con una mirada a su historia y un recorrido
por algunas herramientas educativas que el archivo
pone a disposicién de estudiantes, investigadores,
profesores y publico no especializado. Ilustramos
el valor de estos recursos con la estructura 3D de la
maquinaria biolégica recientemente depositada en el
archivo, del ubicuo y nuevo coronavirus causante del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) o
COVID-19.
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Abstract

Myoglobin was the first protein visualized in 3D by
X-ray crystallography, laying the foundation for a new
era of biological understanding. From this point, a
series of macromolecules of considerable biological
interest began to be structurally determined.
However, this extraordinary advance in life sciences
contrasted with the absence of a global repository
for archiving and sharing crystallographic data
obtained from X-ray diffraction experiments. To fill
this gap, the Protein Data Bank (PDB) was established
at Brookhaven National Laboratory in 1971, as
an archive for biological macromolecules crystal
structures. Established with just seven structures, the
PDB has become a remarkable open-access database,
storing structural data of more than 175,000
biomolecules, primarily proteins, DNA and RNA, and
their complexes with associated small molecules.
In addition to being a biological database, the PDB
acts as an educational resource through PDB-101,
offering a set of extraordinary tools for admiring the
biological world. In this work, we celebrate the PDB’s
50th golden anniversary with a look at its history and
a journey through some of the free tools the archive
makes available to students, teachers, researchers,
and the general audience. We have illustrated the
value of these online educational resources with the
archive’s recently deposited 3D biological machinery
structure of the new severe acute respiratory
syndrome-causing coronavirus (SARS-CoV-2) or
COVID-19.
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FIGURA 1. Estructura
cristalina del
compuesto {[Cu(Orn)
(phen)],[V,0,,]}-6H,0
obtenida a través de

la cristalografia de
rayos-X y representada
con Mercury 4.0, una
poderosa herramienta
de visualizacién 3D
(Macrae et al., 2020). En
el recuadro se muestra el
arreglo de las moléculas
en el cristal (cédigo de
colores: V: verde; O:
rojo; N: azul; C: gris; H:
magenta). Para mayor
informacién sobre
detalles experimentales
y descripcién estructural
ver Sanchez-Lara et al.,
2021.
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Sobre la cristalografia de rayos-X y el nacimiento de la
biologia estructural

esde los griegos, los cientificos sospechaban que la naturaleza estaba compuesta por

diminutas piezas a las que denominaron atomos. A comienzos del siglo XX se acepto

que los atomos existian y eran capaces de unirse entre si. Las estructuras resultantes,
que se denominaron moléculas, tenian propiedades quimicas y fisicas determinadas por su
estructura atdmica especifica. Se habian desarrollado técnicas experimentales para averiguar
la composicion y la disposicion de los atomos que formaban una molécula, pero nadie habia
visto el aspecto real de una molécula. Actualmente, cuando las moléculas cooperan y se
estabilizan en forma de cristal, con un aparato llamado difractémetro de rayos-X y unos dias
de trabajo, es posible determinar la estructura tridimensional de la molécula.

Durante misestudiosde doctoradotrabajéenladescripciénestructural de compuestos
inorganicos determinados a partir de la técnica de difracciéon de rayos-X (Sanchez-Lara
et al,, 2018, 2019). Estas moléculas—que me permitieron obtener el grado de doctor en
quimica—contienen poco mas de 200 d&tomos y un peso molecular relativamente alto a
causa de contener iones metalicos. Un ejemplo de estas moléculas “cristalograficamente
determinadas” se muestra en la Figura 1 representada con Mercury, uno de los modernos y
sencillos programas que permite la visualizacion, la exploracion y el analisis de pequefios
sistemas moleculares (Macrae et al., 2020). La cristalografia de rayos-X es una técnica
fascinante porque nos permite ver la molécula, es decir, la manera en cdmo los dtomos se
enlazan y estan dispuestos en el espacio tridimensional. El Gnico factor limitante de esta
técnica es que la muestra a estudiar debe cumplir un requisito indispensable: ser cristalina.
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En un cristal—contrario a lo que ocurre en un liquido o un gas—las moléculas se
encuentran dispuestas de manera ordenada, algo asi como los arboles de un huerto plantado
regularmente, y esta caracteristica les concede la propiedad de difractar el haz de rayos-X.
El azdcar, los increibles copos de nieve o el chocolate—el cual consiste en uno de los cinco
polimorfos del cacao cristalizado—son ejemplos de materiales cristalinos presentes en
nuestra vida diaria. Entonces, cuando un haz de rayos-X incide sobre un cristal, los electrones
que forman la parte externa de los atomos, dispersan o reflejan los rayos-X generando un
patron de difraccion determinado, a través del cual—con la ayuda de una teoria matematica
basada en la sintesis de Fourier—podemos resolver la estructura 3D de nuestro material
cristalino. Con la estructura cristalina ya resuelta, podemos conocer de cerca a nuestra
molécula. En el recuadro de la Figura 1 pueden verse algunos nimeros. Indican la distancia
que existe entre los atomos; podemos recopilar incluso ese detalle métrico.

Dentro del mundo bioldgico, las proteinas también pueden ser persuadidas a
cristalizar para ser estudiadas a través de la cristalografia de rayos-X. Las proteinas son las
moléculas activas de la vida. Cada molécula de proteina esta conformada por una secuencia
y combinacion particular de un alfabeto de 21 aminoacidos que establecen su forma
final. Las funciones especificas de las proteinas—que van desde catalizar las reacciones
bioquimicas hasta la fabricacion de los componentes estructurales basicos de los sistemas
biolégicos—van a depender esencialmente de su estructura 3D. Unicamente cuando
adoptan esta configuracién adquieren actividad biologica.

La rama de la biologia molecular que se encarga del andlisis estructural de
las macromoléculas bioldgicas se conoce como biologia estructural, y es un campo
relativamente nuevo. El nacimiento de la biologia estructural ocurrié en 1959 cuando
John Kendrew, profesor en la Universidad de Cambridge, atacé con rayos-X cristales de
mioglobina de ballena, una molécula de aproximadamente 2600 atomos (Chadarevian,
2018). La mioglobina es una proteina globular roja presente en el musculo esquelético de
los mamiferos® y al igual que la hemoglobina, se combina reversiblemente con el oxigeno
(0,). No obstante, mientras que el papel de la hemoglobina es transportar el oxigeno de los
pulmones a las células, el de la mioglobina es almacenarlo temporalmente en los tejidos.
Algunas razones por las que Kendrew eligi6 trabajar con esta molécula fue por su tamafio
relativamente pequefio y su tendencia a cristalizar facilmente (Figura 2a).

Sinembargo, enlaépocadelnacimiento delabiologiaestructural, no existiaun programa
de computadora (parecido a Mercury) que arrojara de forma rapida un retrato tridimensional
y certero de la proteina a partir de los datos cristalograficos colectados. Por lo tanto, Kendrew
construy6 un enorme modelo de alambres de la mioglobina basado en los mapas de densidad
electrénica obtenidos de los patrones de difraccidn (Figura 2b). Posteriormente, Irving Geis,
un notable ilustrador cientifico, retraté la estructura de la mioglobina representando paso a
paso, la enmarafiada estructura 3D de la molécula. El resultado de este extraordinario trabajo
cientifico y artistico se publicé en la revista de divulgacion cientifica Scientific American bajo
el titulo “The Three-dimensional Structure of a Protein Molecule”, en el cual, John Kendrew
nos cuenta, con la emocién de quien ha descubierto un nuevo mundo, como determiné la
arquitectura de esta proteina (Kendrew, 1961).

! Algunos mamiferos acudticos como las ballenas y los delfines contienen 30 veces mas mioglobina que los
animales terrestres debido a que necesitan reservas de oxigeno para utilizarlo en sus habituales inmersiones

en el océano profundo.
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FIGURA 2. (a) Cristales
de mioglobina
preparados a partir de
musculo de ballena; en
ellos, las moléculas de
proteina se encuentran
ordenadas en un patrén
regular. (b) Al dirigir
un haz de rayos-X

sobre un cristal y
analizar el patron de
difraccién obtenido,
John Kendrew y sus
colaboradores fueron
capaces de graficar la
densidad electrdnica de
la molécula y localizar
la disposicion de los
atomos en el cristal
(Chadarevian, 2018).
(c) Estructura cristalina
de la molécula de
mioglobina (Entrada
PDB: 1mbn), visualizada
con Mol* (Sehnal et al.,
2018); el grupo hemo
se encuentra en la parte
superior resaltado en
color verde, en donde
se observa como una
histidina lo conecta

con la proteina. Esta
representacion de la
estructura proteica no
detalla los atomos o los
aminodcidos, pero refleja
la disposicion de la
proteina.
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En la Figura 2c se muestra en toda su gloria tridimensional la estructura cristalina de
la mioglobina, es decir, la manera en como los casi 2600 atomos que la conforman—que le
confieren su identidad—estan dispuestos en el espacio 3D. Es una imagen a la vez
sorprendente y bella porque nos dice de manera precisa lo que somos a escala molecular.

Hablando en términos estructurales, la mioglobina es una “molécula pequefia”
construida por una cadena polipeptidica de 153 aminoacidos, la mayoria de los cuales
se encuentran organizados en ocho espirales o hélices-alfa; los aminoacidos restantes se
emplean para unir estas cadenas helicoidales. En la superficie de la proteina podemos
observar un objeto plano que parece no formar parte del paisaje proteico. Es un grupo
hemo, una molécula en forma de anillo que contiene un atomo de hierro en el centro
(ver Figura 2c). Este grupo no proteico o prostético, tiene la funcion de unirse de forma
reversible con el oxigeno. El &tomo de hierro del grupo hemo esta enlazado a los cuatro
atomos de nitrégeno de la molécula de porfirina, a una histidina llamada distal (his93) y
a una molécula de oxigeno. Por lo tanto, el Fe se encuentra en un ambiente de geometria
octaédrica. Conocer la geometria del grupo prostético es importante para poder entender
la dindmica de la proteina al unir y liberar el oxigeno, una funcién que en la hemoglobina
es particularmente importante.

Breve historia e impacto del Protein Data Bank

La determinacion de la estructura atémica de la mioglobina a través de la cristalografia
rayos-X sent6 las bases de una nueva era de comprension biolégica. A partir de este hecho,
se comenzaron a resolver casi simultdneamente las estructuras cristalinas de una serie de
macromoléculas de enorme interés biol6gico; como la proteina hemoglobina, lalisozimay el
acido desoxirribonucleico (ADN). Para 1970, al menos una docena de estructuras biolégicas
habian sido resueltas a través de la técnica de difraccién de rayos-X. Sin embargo, la tarea
de compartir los archivos que contenian las coordenadas atoémicas de los experimentos de
difraccion era lenta y complicada. En aquella época se empleaban cintas magnéticas para
el almacenamiento de datos o tarjetas perforadas, en donde cada tarjeta representaba la

@
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FIGURA 3. PDB en
numeros: estructuras
biolédgicas disponibles
en el archivo hasta el
16 de Febrero del 2021.
El nimero exacto para
esta fecha es 174,994
macromoléculas
biolégicas depositadas
(Protein Data Bank,
2021). También

se muestra el logo
conmemorativo que
festeja los 50 afios del
Protein Data Bank.

“De la Mioglobina al SARS-CoV-2: ;50 afios del Protein Data Bank!”,

Eduardo Sanchez-Lara
el Volumen 33 | Numero 1 | Paginas 50-63 | enero-marzo 2022
uimica http://dx.doi.org/10.22201/fq.18708404e.2022.1.78881

informacion recogida de las coordenadas de un tinico atomo (Berman, 2020). Por lo tanto,
intercambiar la informacién de la proteina mioglobina requeria mas de 2000 tarjetas, y
hasta entonces, la Unica via para difundir esta informacion era el correo postal.

Bajo estas circunstancias, en Junio de 1971 se celebr6é un histérico simposio
organizado por el biélogo James Watson, en el Cold Spring Harbor, titulado “Structure and
Function of Proteins at the Three-Dimensional Level” (Cold Spring Laboratory Press, 1972).
En esta reunion se describieron de una forma tal las primeras estructuras de proteinas por
los pioneros de la cristalografia macromolecular, que llevé a David Phillips a anunciar la
mayoria de edad para la biologia estructural. También hubo un intenso debate sobre la
manera de intercambiar los datos cristalograficos. Entre los asistentes al simposio se
encontraba Walter Hamilton, un tenaz cristalégrafo de moléculas bioldgicas pequeias,
quien se ofreci6 a albergar al Protein Data Bank en el Brookhaven National Laboratory
(Berman, 2008). El establecimiento oficial del PDB fue anunciado en Octubre de 1971 como
una nota en Nature New Biology resaltando que the succes of the proposed system will
depend on the response of the protein crystallographers suplly data (Protein Data Bank,
1971). En este anuncio también se mencionaba la colaboracion directa con el Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC) ubicado en Reino Unido a través de su fundadora Olga
Kennard, quien tenfa una enorme experiencia en archivar datos cristalograficos. El PDB se
establecié con apenas siete estructuras cristalograficas.
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En 1998, la gestion del PDB se volvid responsabilidad del Research Collaboration for
Structural Bioinformatics (RCSB) y en 2003, en reconocimiento del crecimiento internacional
y de la naturaleza interdisciplinaria de la bioldgica estructural, tres organizaciones unieron
su energia para formar el Worldwide Protein Data Bank (wwPDB), con el propésito de
mantener un unico archivo de datos estructurales de macromoléculas biol6gicas (Berman
et al.,, 2003). El RCSB, el Macromolecular Structure Database (MSD) y el Protein Data Bank
Japan (PDBj) actiian como custodios del wwPDB asegurando que el PDB se encuentre
disponible de manera gratuita y publica para la comunidad mundial.

A cincuenta aflos de su nacimiento, el crecimiento del PDB ha sido explosivo, en
el momento de escribir este articulo hay poco mas de 170,000 estructuras biolégicas
determinadas experimentalmente (de proteinas, ADN, ARN y sus complejos con farmacos
u otras moléculas pequefias) a disposicidn de los usuarios (Figura 3). De estas estructuras

&
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FIGURA 4. La forma sigue
a la funcién: explorando
la estructura de los
anticuerpos. Imagenes
obtenidas a partir

de las herramientas
que ofrece el portal
PDB-101. (a) Vista de
la inmunoglobulina

G (IgG) con su tipica
estructura en forma de
Y, en rojo se observan
las cadenas pesadas
con cuatro dominios

Ig, mientras que en
amarillo se muestran las
cadenas ligeras. (b) Se
puede utilizar un PDF
descargable (junto con
las instrucciones) para
armar un bello modelo
de papel del anticuerpo
IgG. (c) La estructura
tridimensional puede
visualizarse empleando
las coordenadas
atémicas del PDBy
puede compararse con
el modelo de papel para
correlacionar estructura
quimica-actividad
biologica.
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biolégicas, alrededor de 154,000 han sido determinadas estructuralmente a través de la
cristalografia de rayos-X. Las estructuras restantes, cerca del 12%, han sido determinadas
a través de otras técnicas como Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o Microscopia
electronica tridimensional (3DEM). En 2019, alrededor de 800 millones de coordenadas
atémicas y archivos de datos experimentales fueron descargados con propoésitos de
investigacion y educacion (Worldwide Protein Data Bank, 2021). Estas descargas también
incluyen las realizadas de forma rutinaria por empresas farmacéuticas y biotecnolégicas
para su uso en los esfuerzos de descubrimientos de nuevos farmacos.

Un estudio reciente en este aspecto ha mostrado que durante los afios 2010-2016, el
descubrimiento y desarrollo de 210 nuevas entidades moleculares aprobadas por la FDA
(siglas para US Food and Drug Administration) han sido favorecidos tanto por la informacién
estructural 3D generada por bidlogos estructurales de todo el mundo, como por el caracter
de acceso abierto del PDB, lo que ha permitido la identificacién de blancos moleculares de
manera eficiente (Westbrook y Burley, 2019; Goodsell et al., 2020). De estas nuevas entidades
moleculares, 45 son moléculas de bajo peso molecular destinadas a terapia antineoplasica,
cuyos blancos moleculares fueron identificados previamente con la ayuda del PDB.

Ademas de ser el Unico repositorio de datos biolégicos estructurales, el RCSB PDB
contiene un conjunto enorme de herramientas y recursos educativos sin restricciones. Entre
estos servicios se encuentran los poderosos sistemas de visualizacién molecular que permiten
superar las limitaciones del ojo humano. Uno de estos programas es el visualizador molecular
(b) Mol*, un proyecto reciente
cuyo objetivo es ofrecer una
biblioteca en comun, y una
serie de herramientas para la
visualizaciéon 3D y el andlisis
de datos macromoleculares
(Sehnal et al, 2018). Otro
recurso importante es el portal
en linea para profesores,
estudiantes y publico no
especializado llamado PDB-
101 (http://pdb101.rcsb.
org/), el cual promueve la
exploracion del fascinante
mundo de las proteinas y de
los acidos nucleicos a través de
una serie de materiales educativos, como modelos de papel (entre los que se incluyen el de la
doble hélice del ADN, del virus Zika, de la hormona insulina, de la proteina verde fluorescente,
de la capside del VIH, entre otros.), animaciones interactivas, videos, libros para colorear,
impresiones 3D, recursos para entender la pandemia del COVID-19 y algunos materiales
adicionales para ampliar nuestro conocimiento sobre la biologia estructural.

Una de las secciones mas populares y de mayor trafico del PDB-101 es la llamada
Molécula del mes (Molecule of the Month), creada en el afio 2000 por David S. Goodsell,
en donde se destacan mensualmente las caracteristicas estructurales y funcionales de
una macromolécula biolégica ubicada dentro del universo de datos del PDB y se discute
su papel en el contexto de la salud y las enfermedades (Goodsell et al., 2015; 2020). Esta
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seccién estd destinada a tener un impacto en las actividades escolares y en el curriculo.
Por ejemplo, la molécula del mes destinada a anticuerpos hace referencia a la molécula de
inmunoglobulina G (IgG) (Figura 4; Entrada PDB: 1igt), y emplea un fantastico modelo de
papel para comprender la estructura y flexibilidad de esta biomolécula y por supuesto,
su papel en el organismo. Este recurso puede emplearse para explicar la funciéon que
desempefian los anticuerpos secuestrando patégenos como bacterias o virus, o en un curso
introductorio sobre el sistema inmunitario.

Los virus ;enemigos invisibles?

Los virus son un tema recurrente en el archivo del PDB debido a que constituyen una parte
inseparable de lamaquinaria basica delaviday porque algunos tienen un efecto negativo en la
salud humana.? Un ejemplo es el virus de dengue o fiebre del dengue; una de las enfermedades
viricas mas importantes en términos de salud publica que se viven en estos tiempos. El
virus se transmite facilmente a los humanos por la picadura del mosquito tropical hembra
Aedes aegypti. Anualmente se reportan de 300 a 500 millones de personas infectadas a nivel
mundial, de las cuales 100 millones desarrollan la sintomatologia (fiebre, nauseas, vémito
y dolor general), 0.5 millones requieren hospitalizacién por complicaciones vinculadas a
hemorragias graves, y alrededor de 20,000 mueren (Domachowske y Suryadevara, 2020).

A pesar de que la estructura 3D del virus del Dengue fue resuelta en 2002 a través de
criomicroscopia electrénica y depositada en el archivo del PDB (Figura 5; Entrada PDB: 1k4r),
todavia no existe un tratamiento especifico para combatirlo a causa de que el virus presenta
cuatro serotipos distintos (microorganismos infecciosos), cada uno con proteinas virales
ligeramente distintas (Kuhn et al,, 2002;). El dengue pertenece a la familia de los flavovirus,
en la cual se encuentra el virus Zika, otro notable virus que se transmite por el mosquito
A. Aegypti y que provocé una epidemia en el continente americano en 2016 relacionada a
complicaciones neuroldgicas y malformaciones congénitas, conduciendo a la OMS a declarar
a public health emergency of international concern (OMS, 2016). La estructura del Zika fue
determinada en 2016 por criomicroscopia electrénica revelando semejanzas estructurales
con el virus del dengue y otros flavovirus (Sirohi et al,, 2016; Entrada PDB: 5ire).

Conocer la estructura de los virus es esencial para entender su biologia y emprender
un camino a desarrollar vacunas para combatirlos. Por ejemplo, se ha estudiado el papel de
un anticuerpo especifico sobre el virus Zika que impide la entrada de material genético del
virus a la célula. La estructura 3D de los anticuerpos anclados al virus ha sido reportada en
2016 y su estructura puede visualizarse en el archivo del PDB (Zhang et al., 2016; Entrada
PDB: 5h37). Esta sorprendente estructura mostrada en la Figura 5b en estilo origami,
muestra a las proteinas superficiales del virus y a los anticuerpos combatiéndolo.

Definir a los virus puede resultar controversial y ambiguo a la luz de los nuevos
descubrimientos (Nasir et al., 2020). La National Human Genome Research Institute define
virus como una particula de cédigo genético, ADN o ARN encapsulada en la vesicula de
proteinas, los cuales no pueden replicarse por si solos y necesitan secuestrar una célula
con el fin de emplear su maquinaria molecular y hacer copias de si mismos. A menudo, el
virus dafia o mata a la célula huésped en el proceso de multiplicacion (NHGRI, 2021) Otros
definen a los virus como organismos parasitos que viven en células infectadas y producen

2Una busqueda bésica en la pagina del sitio web del RCSB PDB ingresando el término virus da como resultado
mas de 20,000 entradas relacionadas a algtn tipo de estructura virica.
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FIGURA 5. Virus en estilo
origami y mandalas

del SARS-CoV-2.
Ejercicios lidicos de
bajo costo realizados
por estudiantes de
cuarto y quinto de
primaria empleando los
recursos educativos que
ofrece el PDB-101. Los
estudiantes armaron el
virus del dengue (a);

del Zika con anticuerpos
mostrados en azul

(b), y de la capside

del VIH (c). También
colorearon mandalas

del coronavirus (d-

f) identificando las
principales proteinas
virales: S, proteina
spike; M, proteina de
membrana; E, proteina
de envoltura; N, proteina
de la nucleocapside.
Estas herramientas estan
disponibles de manera
gratuita en el PDB-101
(http://pdb101.rcsb.
org/), el portal educativo
del RCSB PDB.
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viriones para diseminar sus genes (Forterre y Prangishvili, 2009). Un virién es una particula
que puede ser purificada y visualizada. El nicleo de un virion comprende al acido nucleico
del virus (ADN o ARN) envuelto dentro de una cubierta proteica llama capside (Nasir et
al., 2020). El material genético del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) basado en
ARN estd envuelto en una enorme capside en forma de cono con una simetria compleja, y
lo libera en las células para infectarlas (Figura 5c). Debido al sorprendente tamafio de la
estructura de la capside del VIH su descubrimiento representé un avance significativo en
la biologia estructural, y un hito para el PDB cuando sus estructuras se depositaron en el
archivo (Zhao et al.,, 2013; Entradas PDB: 1e6j; 3]3Q; 3]3Y).

Algunos virus conocidos como zoonéticos pueden dar un brinco facilmente de los
animales a los seres humanos y expandirse geograficamente a un ritmo alarmante,
produciendo brotes epidémicos y pandemias. Este es el caso de los coronavirus causantes
del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y del sindrome respiratorio de Oriente
Medio (MERS-CoV). Dos virus patogénicos y altamente transmisibles que surgieron a
comienzos del siglo XXI. Tanto el SARS-CoV como el MERS-CoV se trasmitieron directamente
ahumanos de mercados de civetas en China y de camellos dromedarios en el Oriente Medio,
respectivamente (Cui et al.,, 2019; Schoeman et al., 2019). Estos estudios han mostrado que
posiblemente el huésped natural del SARS-CoV es el murciélago de herradura (género
Rhinolophus) y que la civeta simplemente actué como un huésped intermediario. En el caso
del MERS-CoV se tiene registro de que este virus tiene caracteristicas genéticas vinculadas
con otros coronavirus proveniente de murciélagos, y que su origen puede deberse a un
intercambio de elementos genéticos entre ancestros virales, que incluyen a los aislados de
camellos dromedarios y de murciélagos.

La maquinaria bioquimica que los coronavirus emplean para infectar a la célula se ha
logrado identificar a partir de la cristalografia molecular, ademas de otras técnicas modernas
(John et al.,, 2015; Schoeman et al., 2019). Los coronavirus contienen un genoma compuesto
por una hebra de ARN de unas 30 mil pares de bases de longitud, una de las mas largas de
todos los virus de ARN. Este genoma se asemeja funcionalmente a un ARN mensajero cuando
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infecta una célula, orquestando la sintesis de poliproteinas que incluyen la maquinaria que
el virus requiere para replicarse (Lubin et al., 2020); entre las cuales se se encuentran un
complejo de replicacién/transcripciéon que genera mas ARN, varias proteinas estructurales
que producen nuevos viriones, y algunas proteasas. Las proteasas juegan un papel esencial
en fragmentar las poliproteinas en todas estas piezas viricas funcionales.

Al parecer, el surgimiento de los virus SARS en 2002-2003 en la provincia China de
Guangdong y MERS diez afios después en ciudades del Oriente Medio, no causé mayor
preocupacion en los gobiernos en turno ni en las organizaciones mundiales de salud
para emprender medidas sanitarias de prevencién y desarrollar recursos cientificos para
combatirlos. Y asi, a finales del 2019, en un “mercado hiimedo” de Wuhan, China, un nuevo
coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) o COVID-19,
migraba de un animal a un ser humano, permitiendo su transmisién y causando un colapso
sin precedentes en los sistemas de salud y en la economia mundial (Wang et al., 2020).
Hasta el dia de hoy, 27 de febrero de 2021, a nivel mundial, la OMS ha reportado un total
de 114 millones de casos confirmados y 2.52 millones de fallecidos. En México se han
reportado 2 millones de casos confirmados y 185,000 mil fallecidos (Dong et al., 2020).

Un mirada a la estructura tridimensional de la pandemia

Al igual que los virus SARS y MERS, el SARS-CoV-2—agente causal de la pandemia
de COVID-19—es un miembro de la familia de betacoronavirus de ARN que causa
enfermedades en mamiferos y aves. Su material genético estad escondido y protegido por
proteinas que forman la nucleocapside debido a que es el actor protagénico de una serie
de eventos moleculares basicos para que el virus prospere. Tan pronto infecta una célula,
el virus se encarga de codificar una veintena de proteinas para replicarse (Lubin et al.,
2020). La artilleria que el SARS-CoV-2 utiliza para infectar una célula huésped se puede
resumir de manera general en una polimerasa viral dependiente de ARN, proteinas Spike
y enzimas proteasas. Estos sistemas moleculares que constituyen parte de la anatomia del
virus, son blancos terapéuticos perfectos para combatirlo (Kearns, 2020). Por lo tanto, su
identificacion 3D por los bidlogos estructurales ha sido una pieza clave para el desarrollo
de una potencial vacuna.

Las proteasas son enzimas que fragmentan una proteina desenganchando un
aminoacido de un extremo de la cadena polipeptidica. Se especializan—como lo hacen
las proteinas— en ciertos aminoacidos. Un ejemplo de proteasas son la tripsina y la
carboxipeptidasaA, enzimas digestivas que todoslosanimales, entre elloslos sereshumanos,
emplean para descomponer moléculas grandes para ser reformadas en moléculas mayores
y mejores. En el caso de SARS-CoV-2 las proteasas juegan un papel esencial al fragmentar
las poliproteinas en polipéptidos virales individuales, que son esenciales parala replicacion
y transcripcién del virus, convirtiendo a las proteasas en un blanco atractivo biolégico para
el SARS-CoV-2. La estructura 3D de la principal proteasa (3CL o pro/M?™) se public6 con
un nuevo inhibidor en abril del 2020 y su estructura se encuentra depositada en el archivo
del PDB con la entrada 6LU7 (ver Figura 6; Jin et al.,, 2020). La proteasa 3CL es un dimero
de dos subunidades idénticas que juntas forman dos sitios activos. El plegamiento de la
proteina es similar al de la proteasa serina (tripsina) pero los aminoacidos involucrados en
el corte son la cisteina y la histidina. Un dominio extra estabiliza el dimero.
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FIGURA 6. Estructura de
la pandemia. Principales
proteinas virales del
SARS-CoV-2 con su
cédigo de entrada del
PDB. Las imagenes
fueron obtenidas de los
recursos educativos del
PDB-101, los cuales estan
basados en la evolucién
del proteoma del
coronavirus durante los
primeros seis meses de la
pandemia por COVID-19
(Lubin et al.,, 2020).

“De la Mioglobina al SARS-CoV-2: ;50 afios del Protein Data Bank!”,
Eduardo Sanchez-Lara

Volumen 33 | Numero 1 | Paginas 50-63 | enero-marzo 2022
http://dx.doi.org/10.22201/fq.18708404e.2022.1.78881

uimica

La proteasa similar a la papaina (PLpro) es otra enzima esencial para la replicacion y
transcripcion de los coronavirus, haciendo tres cortes especificos para procesar las largas
poliproteinas del SARS-CoV-2. Una de las caracteristicas de esta proteasa es su capacidad de
sustraer la ubiquitina de algunas proteinas. La ubiquitina es una mini proteina responsable
del reciclaje de moléculas biolégicas obsoletas. Una de las consecuencias de esta
eliminacion es que interfiere en la produccion de interferones, los cuales alertan a la célula
de la presencia de agentes extranjeros (como los virus) para combatirlos (Baez-Santos et
al., 2015). La disminucién de la vigilancia viral permite al virus evadir la respuesta inmune
de la célula huésped. Los inhibidores especificos de la PLpro como los basados en naftaleno
afectan el efecto citopatico que induce el virus, manteniendo la via de interferén antiviral, y
reduce la replicacion viral en las células infectadas (Shin et al.,, 2020). Actualmente, el PDB
alberga 237 estructuras 3D de proteasas del SARS-CoV-2 esperando a ser exploradas.

Proteina de envoltura
5X29

RNA Polimerasa
dependiente de RNA
6YYT

Proteina de membrana

Proteina de la nucleocédpside
6VYO/6YUN

o 6VYB

Proteina similar a papaina
Principal proteasa 6wuu

6LU7

Los coronavirus como el SARS-CoV-2 estan basados en una larga hebra de ARN,
la cual necesita replicarse dentro de la célula para el ensamble y liberaciéon de nuevos
virus. Por lo tanto, cuando el virus infecta una célula, codifica la sintesis de un complejo
molecular que se encarga de catalizar la replicacion de ARN. Este complejo esta formado
por proteinas no estructurales (nsps) y por un componente central que recibe el nombre
de ARN Polimerasa dependiente de ARN. Este sistema emplea ARN como plantilla—y
no ADN—para su replicacion. La arquitectura de este extraordinario complejo ha sido
completamente determinada (Figura 6; Entrada PDB: 6YYT) tanto en la forma apo (inactiva)
como en su complejo con ARN y con el firmaco antiviral remdesivir, uno de los farmacos
aprobados para su uso de emergencia contra el SARS-CoV-2 (Yin et al., 2020). El hecho de
que la replicacion estd basada en un plantilla de ARN, hace que este complejo sea un blanco
especifico para combatir el virus debido a que difiere estructuralmente de las proteinas de
la célula hospedera.
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Las proteinas que se encuentran en la parte externa del SARS-CoV-2 y que le dan
el aspecto de corona solar, son las glicoproteinas Spike o proteinas S, responsables de
comunicarse con los receptores de la célula huésped y favorecer su internalizacién dentro
de ella. Al igual que las proteasas y la ARN polimerasa, la proteina Spike es un objetivo
importante para vacunas y anticuerpos terapéuticos que logren bloquear su comunicacion
con los receptores celulares. Se ha descubierto que una de las dos subunidades (S1) que
conforman esta proteina estructural contiene un dominio de unién al receptor (llamado
RBD por Receptor Binding Domain), el cual tiene una alta afinidad por la proteina
transmembranal convertidora de angiotensina humana (ECA2).

La ECA2 es una enzima que activa a la angiotensina, una hormona peptidica que
participa en la vasoconstriccion y en el control de la presién sanguinea. ECA2 es expresada
en células de pulmon, corazoén, rifién y de intestino, haciéndolas blancos idéneos para ser
colonizadas por el virus. La otra subunidad (S2) se encarga de fusionarse con la membrana
de la célula huésped para lograr la entrada del virus. Sorprendentemente, en el 2020 se
logré determinar por cristalografia de rayos-X la estructura 3D de la glicoproteina Spike
(Wrapp et al., 2020; Entrada PDB: 6VXX) y del receptor celular ECA2 (Lan et al, 2020;
Entrada PDB: 6M18). Ademas se logr6 determinar la manera en que ambas macromoléculas
(viral y humana) se reconocen entre si, revelando las bases estructurales que emplea el
SARS-CoV-2 para iniciar el proceso de infeccion (Yan et al., 2020; Entrada PDB: 6M17).

Se ha revelado (te6ricamente) que algunos compuestos de vanadio tienen capacidad
de inhibir a la principal proteasa del SARS-CoV-2, la proteasa 3CL (Scior et al., 2021). Me
pregunto si el compuesto que se muestra en la Figura 1, tendra alguna actividad inhibitoria
sobre las moléculas biolégicas del virus discutidas aqui.

Observaciones finales

En 1962, John C. Kendrew compartié con Max Perutz el premio Nobel de Quimica por sus
estudios de las estructuras de proteinas globulares. El premio Nobel de Fisiologia estuvo
destinado el mismo afio a James Watson y Francis Crick por haber determinado, a través de
la cristalografia de rayos-X, la estructura tridimensional del ADN. Estos personajes, junto
con las moléculas que determinaron fueron los protagonistas de la pelicula molecular
de la vida. Con el tiempo, la acumulacién de un conjunto de datos estructurales de
macromoléculas bioldgicas dio origen al Protein Data Bank. El PDB cumple 50 afios en un
momento critico, en donde se hace evidente que los elementos mas importantes de nuestro
mundo globalizado dependen en gran medida de la ciencia y la tecnologia. En este sentido,
la biologia estructural ha jugado un papel esencial en responder al reto mas importante de
lo que va del siglo XXI: el SARS-CoV-2.

Parece que Sun Tzu mencion6 en el arte de la guerra que los enemigos que se conocen
son mds fdciles de combatir. Las vacunas que se han desarrollado para luchar contra la
pandemia son el resultado del conocimiento cientifico acumulado en duros meses de
trabajo. Estudios que han permitido comprender los mecanismos bioldgicos por los que el
SARS-CoV-2 infecta una célula. La ciencia tiene rostro, y estamos en deuda con los bidlogos
y bi6logas estructurales que han trabajado a marchas forzadas para conocer los planes de
un enemigo de 100 nandmetros (Barcena et al,, 2021). El PDB no ha sido ajeno a este reto
y se ha sumado a la lucha contra la pandemia. En su archivo se han depositado casi 1000
estructuras del nuevo coronavirus esperando a ser exploradas. Ademas, el portal cuenta
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con recursos educativos para ayudar a comprender la pandemia desde un punto de vista
cientifico. Actualmente, el RCSB PDB contiene mas de 170,000 entradas y en el afio pasado
la comunidad mundial descargé mas de 800 millones de datos. Lo que era un suefio en
1971, se ha convertido en una herramienta esencial de la biologia moderna
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