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RESUMEN

Este ensayo tiene como ob-
jetivo discutir los modelos de
propuestas de vacunas contra
la SARS-CoV-2 utilizando téc-
nicas de Crio-TEM. Para ello
se fundamenta en las ideas
de Humberto Fernandez-Mo-
ran cuando decia, “le llegd su
hora a las biomoléculas”, su
Electrénica
de Transmision (Crio-MET)
paso de ser una técnica engo-
rrosa y descriptiva, a ser facil,
estructural y mas apropiada
para los estudios de las ma-
cromoléculas en suspension a

Criomicroscopia

alta resolucién cercano al nivel
atémico. Después de 50 afos
las técnicas propuestas y desa-
rrolladas por este ilustre vene-
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zolano, son hoy en dia vigente
y de gran importancia ya que
han servido de base a nuevas
areas de estudio como la far-
macologia molecular basadas
en estos principios biofisicos.
El Dr. Fernandez-Moran logro
predecir que “a temperaturas
de Helio liquido (-180 °C) y alta
velocidad de congelamiento,
se podrian analizar estructuras
bioldégicas a alta resolucion y
en estado dindmico e hidrata-
do libre de cristales de hielo”.
La Criomicroscopia Electroni-
ca de Transmision (Crio-MET)
es un método biofisico que se
emplea para el estudio de bio-
moléculas y complejos mole-
culares congelados-hidratados
a resoluciones cercanas al ni-
vel atomico. Esta técnica trajo

consigo la apertura de nuevas
investigaciones en Farmaco-
logia Molecular. Su aplicacion
en el estudio y disefio de anti-
cuerpos moleculares han sido
exitosos en la formulacion de
nuevos farmacos de alta espe-
cificad sin la produccion de los
conocidos efectos secundarios.
Hoy en dia la Farmacologia
Molecular ha logrado grandes
avances en la posible produc
cion vacunas de enfermedades
infecto contagiosas que afec-
tan a la humanidad.

Palabras Clave: Criomicros-
copia Electronica de Transmi-
sion; COVID-19; Vacunas, Far-
macos, Coronavirus
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Applications of Electronic Cryomicroscopy in Production

of Vaccines against SARS-CoV-2

ABSTRACT

This essay aims to discuss
models of SARS-CoV-2 vac
cine proposals using Cryo-TEM
techniques. It is based on ideas
Humberto Fernandez Moran;
when he said, “time has come
for biomolecules”, his Electronic
Cryomicroscopy Transmission,
(Cryo-TEM), went from being
a cumbersome and descriptive
technique to being easy, struc-
tural and more appropriate
for studies of macromolecules
in high resolution suspension
close to atomic level. After 50
years the techniques proposed
and developed by this illustri-
ous Venezuelan, are today valid

and of great importance since
they have served as a basis for
new areas of study, such as mo-
lecular pharmacology based on
these biophysical principles. Dr.
Fernandez Moran managed to
predict that “at liquid Helium
temperatures (-180 ° C) and
high freezing speed, biological
structures could be analyzed
at high resolution and in a dy-
namic and hydrated state free
of ice crystals.” Electronic Cryo-
microscopy Transmission, (Cry-
oTEM) is a biophysical method
that is used to study biomol-
ecules and frozen-hydrated
molecular complexes at resolu-
tions close to the atomic level.
This technique brought with

it the opening of new research
in Molecular Pharmacology. Its
application in the study and
design of molecular antibodies
has been successful in the for-
mulation of new high-specific
drugs without the production
of the known side effects. To-
day, molecular pharmacology
has made great progress in the
possible production of vaccines
in infectious contagious diseas-
es that affect humanity.

Key words: Cryo-Electron
Microscopy; COVID-19; Vac-
cines, Drugs, Coronaviruses
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Introduccién

Este articulo trata de analizar
las posibles vias de elaboraciéon
de vacunas basado en técnicas
novedosas, que aunado al gran
esfuerzo que se esta realizando
en otras areas de la ciencia, po-
drian ser clave para mitigar los
efectos de esta terrible enfer-
medad

Ante la presencia de la pan-
demia del coronavirus SARS-
CoV-2, se han presentado varias
estrategias para combatirlo ba-
sado en el conocimiento cienti-
fico y las experiencias acumu-
ladas de otras enfermedades
infecto -contagiosas. El articu-
lo se organiza en tres partes:
a) Introduccion; b) Concepto
de Crimicroscopia electrdnica
donde se abordan un conjunto
de estrategias o metodologia
que pueden contribuir a com-
batir el COVID 19; ¢) Conclusio-
nes. Se presenta al final las refe-
rencias que sirvieron de apoyo
para sustentar el trabajo.

Concepto de
Crimicroscopia
Electrénica y Técnicas
para combatir el

COVID 19

La Criomicroscopia Electré-
nica de Trasmision (Crio-MET)
es un método de biologia es-
tructural, el cual es utilizado
para determinar la estructura
tridimensional de biomacro-

moléculas (Benjin y Ling, 2019).

En las ultimas décadas se
han realizado grandes aportes
revolucionarios a través de es-
tudios de estructuras molecula-
res flexibles a niveles < 3A, que
han dado un giro significativo
en areas como la biomedicina y
en el disefio de farmacos mole-
culares como un inicio a la nue-
va medicina molecular (Wan y
Col 2020; Don y Gao 2020, Wra-
pp 2020).

La prevencion de enfermeda-
des infecto-contagiosas como
es actualmente el caso de CO-
VID-19, de alta diseminacion y
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contagio, requiere no solamen-
te de técnicas de deteccion ra-
pida como es el uso de los test
de diagnostico rapido, sino
también de la verificacién con
pruebas de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa en tiempo real
(RT-PCR) y la secuenciacion de
rendimiento que permiten el
diagnostico mas preciso de la
enfermedad (Lopez, 2020).

Otra técnica, no menos im-
portante, se refiere al estudio
detallado de complejos mole-
culares a alta resolucion lo cual
ha sido posible gracias a los
avances en las técnicas de Crio-
MET.

Los criomicroscopios elec-
tronicos de alta tecnologia con
voltajes de aceleracion de 350
kV pueden capturar imagenes
tipo fotogramas a muy alta velo-
cidad, ademas de poseer un sis-
tema de lentes electromagnéti-
cas que favorece la vision de las
muestras bioldgicas congeladas
hidratadas y sin contrastantes
quimicos que afectaria la reso-
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lucion de la imagen. Conjun-
tamente estan equipados con
computadoras y software de
reconstruccion de imagenes de
hasta 15.000 fotogramas/min
sustituyendo de esta manera a
las técnicas clasicas de Cristalo-
grafia de rayos X y Resonancia
Magnética Nuclear (RMN). Una
de las ventajas de esta técnica
(Crio-MET) en contraposicion
a las técnicas clasicas, es la po-
sibilidad de analizar muestras a
nivel de nanogramos.

En el ambito de las investiga-
ciones de la farmacologia clasica,
se ha cuestionado la multiplici-
dad de efectos colaterales que
producen estos medicamentos
en pacientes sintomaticos, como
producto de la reaccion en varios
organos blancos inespecificos
(Kolifarhood y Col 2020).

La terapia quimica contra los
efectos del coronavirus hasta
la fecha no ha sido totalmen-
te efectiva, debido a que no
se ha encontrado un agente
antiviral especifico disponible
para combatir la infeccion por
SARS-CoV-2 (Lépez, 2020). Te-
niendo en cuenta que la pro-

pagacion de SARS-CoV-2019
es cada vez mayor se esta uti-
lizando una alta variedad de
farmacos pre-existente para
combatir otras enfermedades
infecto- contagiosas de manera
de aminorar los efectos negati-
vos sobre los pacientes infecta-
dos (Wan y col 2020). Entre los
mas utilizados se encuentran
la Cloroquina, la Hidroxicloro-
quina, el interferon -a vy las dis-
tintas combinaciones de estos,
entre otras posibilidades de tra-
tamiento. (Devaux y col. 2020).

Ensayos clinicos para evaluar
la eficacia de la cloroquinajunto
a un antiviral denominado rem-
desivir, constataron que ambos
podian inhibir al SARS-CoV-2
(Wang y col. 2020). Ademas, al-
gunos investigadores sugieren
que su capacidad para modular
el comportamiento del sistema
inmune puede permitirle mi-
tigar las llamadas ‘tormentas
de citoquinas, potencialmente
mortales (Lu, 2020). Otros tra-
bajos recomiendan el uso de
diferentes antivirales como el
interferon- a , el cual en algu-
nos casos no ha sido eficaz, sin
embargo, se ha reportado que
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la combinacion con hidroxiclo-
roquina ha sido efectivo en al-
gunos pacientes (Kolifarhood,
2020; Don y Gao, 2020).

Han surgido nuevas pro-
puestas para producir la va-
cuna, sin embargo y segun lo
reportado hasta el momento,
todavia el desarrollo de la va-
cuna se encuentra en la fase 1
y 2, ademas la validacién por
la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) pudiera tardar va-
rios meses y en ocasiones anos
(Barrantes, 2020).

Ante el avance progresivo de
esta pandemia, se han realiza-
do numerosas investigaciones
en el area de la farmacologia
molecular por Crio-MET, que
permite obtener la estructura
molecular de los componentes
macromoleculares que inter-
vienen en la formacién del com-
plejo farmaco-blanco, para asi
lograr producir una vacuna en
menor tiempo (Graham, 2019,
Wall y col 2020). Es importan-
te seialar que la capside de los
virus, se encuentra conformada
por pentameros, hexameros y
trimeros (“S”).
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De esta manera se mantiene
la flexibilidad de la capside, la
proteccion de su material ge-
nético y la alta especificidad a
la célula (Wan y Col 2020). La
técnica mas adecuada para es-
tudiar la estructura del trimero
del virus, se obtiene a partir de
mapas de densidad electronica
desarrollados por la técnica de
Crio-MET, donde se logran ana-
lizar los cambios conformacio-
nales que ocurren en el trimero
producto del congelamiento de
la muestra y los fotogramas en
namero y alta velocidad (Wrap
y Col 2020).

Los ultimos avances en el
disefio y fabricacion de la va-
cuna contra la COVID-19, han
permitido construir la estruc-
tura molecular del trimero “S”
de la glicoproteina de la espiga
(“S”) del coronavirus a 3.5 A de
resolucion. Dicho trimero es el
responsable quimico de la mo-
lécula de adhesion al receptor
ACE2 (enzima convertidora de
angiotensina 2) con alta afini-
dad a la célula anfitriona. Otros
hallazgos son los cambios con-
formacionales de la proteina
“S” que se activan o no, en el
proceso de union del virus al

receptor celular. Esto indica que
al inhibir el cambio conforma-
cional en el trimero (virus), con
anticuerpos (vacuna), el virus
no reconoceria el receptor de
la célula (ACE2) anfitriona, y
por consiguiente, no ocurriria
la multiplicacion de los virus
(Wan y Col 2020; Ouyang 2020;
Wrapp y Col 2020).

Otro aporte importante que
ha generado el conocimiento
de la estructura tridimensional
de la glicoproteina de la espiga
(“S”) del SARS-CoV, ha sido la
comprension de los mecanis-
mos de infeccion del virus, in-
formacion que se utiliza para la
produccion de anticuerpos mo-
noclonales a través del uso de
liposomas (vesicula de lipidos)
o bacterias con mRNA del virus,
para la produccion de la vacuna
(Kumar,2020).
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Conclusion

La aparicion de esta nueva
pandemia COVID-19 ha gene-
rado una gran cantidad de in-
formacion con diferentes enfo-
ques cientificos, con el fin Unico
de realizar hallazgos y pruebas
que ayuden a diagnosticar y
controlar esta enfermedad. La
presencia de técnicas de Crio-
MET vy la reconstruccion tridi-
mensional de imagenes a través
de mapas de densidad electroé-
nica de la estructura molecular
ha revolucionado el disefio de
farmacos y vacunas, ya que per-
mitieron la identificacién mole-
cular del complejo proteico en
el proceso infectivo, que inter-
viene en el reconocimiento de
las células anfitrionas o células
blanco. Este aporte podria ge-
nerar nuevos avances en la bus-
queda de una vacuna molecu-
lar en un tiempo mas corto y de
alli la importancia de establecer
grupos multidisciplinarios que
establezcan protocolos inte-
grados para lograr una mayor
amplitud del conocimiento en
la enfermedad.
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