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1 RESUMEN

Los sistemas libres de células (SLC) son una herramienta para la expresion genética y para
la obtencion de bioproductos que se basa en utilizar la maquinaria transcripcional y
traduccional celular descartando el resto de la célula. Estos sistemas se presentan
principalmente en dos formatos diferentes: El primero utiliza como base un extracto celular
cuyo origen puede ser procarionte o eucarionte y que se obtiene después de un lisado de
células, una serie de centrifugaciones y otros tratamientos para descartar la membrana
celular y el material genético enddégeno. El segundo (sistema PURE) se obtiene después
de la integracion de componentes recombinantes previamente purificados. A cualquiera de
los dos formatos se les agrega un templado de ADN o ARN, energia y demas elementos
necesarios para la traduccion de una proteina y se incuba a 37° C por un par de horas.
Posteriormente so6lo hace falta una sencilla purificacion y listo, obtenemos el producto
deseado con un alto rendimiento usualmente.

Entre las aplicaciones mas novedosas de los SLCs se encuentran la produccién de
proteinas que comunmente son dificiles de expresar (proteinas de membrana, proteinas
con puentes disulfuro, anticuerpos y bioterapéuticos), la construccion de biosensores para
la identificacion de patdgenos, iones y moléculas y material viral, la construccion de células
sintéticas, entre otras. Los beneficios que se les atribuyen a estos sistemas son, por
ejemplo, el mejoramiento en el control de la calidad del producto ya que permite una facil
estandarizacién de los reactivos y un acceso directo a la maquinaria celular. Ademas, ya
que estos sistemas carecen de una membrana celular selectiva, permiten la produccién
rapida de productos dificiles de expresar por su toxicidad en un sistema celular o por su
necesidad de condiciones especiales para su expresion. Asimismo, ya que estos sistemas
realizan todo el proceso de transcripcién y traduccién de una proteina, se pueden evaluar
redes genéticas para estudiar procesos celulares. Por el otro lado, este tipo de sistemas
aun no son comunmente utilizados en la gran mayoria de los laboratorios alrededor del
mundo por la complejidad y el costo que conlleva obtener un extracto celular que funcione
correctamente por lo que hoy en dia solo es utilizado como alternativa cuando no se

obtienen resultados favorables con sistemas de expresion tradicionales.

2 INTRODUCCION
Diferentes sistemas vivos han sido utilizados durante afios para la expresion genética,
produccién de proteinas recombinantes y otras biomoléculas de interés en laboratorios

alrededor de todo el mundo. Cuando se introduce ADN seleccionado a alguna célula,



comunmente de bacteria o levadura, y se hace crecer en condiciones adecuadas, esta
célula puede funcionar como una pequefa fabrica que produce la proteina cuya secuencia
de aminoacidos esta codificada en el ADN introducido, esta técnica conocida como
expresion de proteinas recombinantes, permite utilizar un cultivo celular para expresar una
proteina ya sea para su purificacion o para estudiar procesos biolégicos. Sin embargo, la
técnica demanda cuidados especiales. Por ejemplo, para mantener a las células vivas y
funcionando adecuadamente, éstas tienen que mantenerse a una temperatura especifica
en una cantidad considerable de medio de cultivo que contenga los nutrientes necesarios
para su reproduccion. Condiciones como éstas, pueden ser conseguidas en laboratorios de
investigacion con equipo especializado. Para la obtencion de proteinas recombinantes,
después del proceso de expresion de la proteina, ésta debe pasar por un paso complejo de
purificacion descartando el resto de la célula y otras proteinas. Cabe notar que los productos
que se pueden obtener con la técnica de expresion de proteinas recombinantes son
limitados, ya que en ocasiones éstos pueden ser toxicos para la propia célula y pueden
incluso matarla antes de producir la proteina de interés. Otro factor que hay que considerar
es el tiempo necesario para la obtencion de una proteina con este método, ya que pueden
existir dificultades en la seleccién del tipo de organismo para la expresion de la proteina, en
la expresion de esta y en los procesos de purificacion, de manera que se requieran varias
semanas 0 meses y numerosos intentos para lograr obtenerla. En resumen, la produccién
de enzimas y otras biomoléculas utilizando lineas celulares resulta tardada y muchas veces
complicada.

Un sistema libre de células (SLC) es una herramienta que permite sintetizar proteinas y
otros metabolitos sin necesidad de la presencia de una célula completa, haciendo uso
unicamente de sus maquinarias de transcripcion y traduccion (Silverman et al., 2020). Esta
herramienta ha sido objeto de estudio por varios afios y actualmente esta teniendo auge
para aplicaciones como la produccion de proteinas complejas, farmacos, vacunas y otras
biomoléculas de interés para su investigacion permitiendo, ademas, llevar la biotecnologia
a lugares a los cuales “las células no pueden ir” gracias a la practicidad de su conservacién
y transporte (Jiang et al., 2015).

Ademas de la obtencién de biomoléculas, los SLCs han transformado la biologia sintética
facilitando el estudio de sistemas bioldgicos, la produccién de células sintéticas y la
deteccién de compuestos por medio de biosensores. Este trabajo compila informacion

novedosa sobre los SLCs, abordando los componentes necesarios del sistema, las



aplicaciones mas innovadoras reportadas en los ultimos afios y las ventajas y desventajas

gue ofrece sobre los sistemas celulares tradicionales.

3 SISTEMAS LIBRES DE CELULAS

Es sabido desde hace aproximadamente 60 afios que la activacion de procesos biologicos
sin necesidad de células vivas integras es posible. Con el interés particular de estudiar el
proceso de traduccién, en ese momento desconocida, del ARNm a una proteina, Marshall
Nirenberg y Heinrich Matthaei rompieron células de E. coli, sacaron su contenido y a éste
le agregaron ARNm externo monitoreando los aminoacidos de las proteinas expresadas.
Con esta herramienta pudieron descifrar el codigo genético emparejando aminoacidos con
tripletes sintéticos de nucledtidos presentes en el ARNm. En 1968 le fue otorgado a
Nirenberg el premio Nobel de medicina por la descripcion del codigo genético (Nirenberg y
Matthaei, 1961).

Al realizar una expresion génica en sistemas libres de células, comunmente se utiliza un
extracto celular por lo que aun cuando no se tiene la célula integra, se conservan los
elementos que componen su maquinaria molecular. Por ejemplo, polimerasas para la
transcripcion y ribosomas para la traduccion, entre otros. A este extracto obtenido en la fase
exponencial de crecimiento, se agregan otros elementos como aminoacidos, nucleétidos,
cofactores y sales ademas de un sistema de generacion continua de energia en forma de
ATP y GTP (Fig. 1). De esa manera, se activan los mecanismos de transcripcion y

traduccion y se realiza la sintesis de proteinas in vitro (Silverman et al., 2020).
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Figura 1. Diagrama simplificado del proceso experimental para la sintesis de una proteina en un SLC.

Una de las ventajas de la expresidn génica en sistemas libres de células es la posibilidad
de manipular el sistema directamente a nivel molecular para la expresion de genes
permitiendo centrar todos los recursos para la biosintesis de un solo producto. Otra ventaja
sumamente importante es que los extractos celulares pueden ser liofilizados con nitrdgeno
liquido evitando la degradacion de proteinas y de otras moléculas, como los ribosomas, lo
cual permite su transporte a cualquier lugar en donde con la adicion de agua y un templado
(ADN o ARNm) se activa el sistema. Del mismo modo, se debe considerar que el hecho de
congelar y descongelar estos sistemas multiples veces puede provocar una degradacion
en los componentes (Jiang et al., 2018).
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Ademas de los sistemas libres de células basados en extractos celulares, se ha
desarrollado recientemente otra modalidad, la cual pretende resolver problemas como la
degradacién de producto por nucleasas y proteasas. El sistema “PURE” es un sistema de
sintesis de proteinas reconstituido que usa componentes recombinantes purificados de las
magquinarias traduccional y transcripcional (Shimizu et al., 2005; Shimizu & Ueda, 2010).
Sobre este sistema se hablara a fondo mas adelante.

Aunque los SLCs son conocidos desde hace muchos afos, su uso para la sintesis de
proteinas no es frecuente ya que los tiempos de reaccién solian ser muy cortos, los costos
de los reactivos (por ejemplo, los nucledétidos) son altos, las proteinas con puentes disulfuro
no podian plegarse correctamente y en general no se conocia a detalle el funcionamiento
del sistema. Como consecuencia de esto, los rendimientos eran bajos y variables. Por
ejemplo, antes del ano 2000, los rendimientos rondaban el 0.1 mg de proteina sintetizada
por mL de reaccion (Carlson et al., 2012). Por el otro lado, en los ultimos afios se han
establecido protocolos para la sintesis de proteinas en SLCs que garantizan rendimientos
mayores a 1 mg de proteina por mL de reaccion y la duracion de los procesos discontinuos
0 batch se ha conseguido prolongar a varias horas gracias a que se han estudiado nuevas
formas para regenerar el ATP durante la sintesis de proteinas (Madin et al., 2000).

En sintesis, el estudio detallado de estos sistemas para la optimizacion energética dentro
de ellos ha permitido la transformacion de la tecnologia de los SLCs de una “caja negra” a
una coleccién de reacciones quimicas que se entiende y se controla alterando la presencia
y la proporcion de sus componentes (Kim et al., 2011, Swartz, 2006).

Otros avances que se han logrado en la sintesis de proteinas utilizando SLC es la
posibilidad de optimizar la formacién de puentes disulfuro in vitro en las proteinas que los
requieren (Goerke y Swartz, 2008; Kim y Swartz, 2004; Yin y Swartz, 2004) e inclusive
existen protocolos para la produccion con altos rendimientos de proteinas “dificiles de
expresar” (Thoring et al., 2017). Algo de suma importancia es que los costos de utilizar esta
herramienta han disminuido. Por ejemplo, un sistema para la sintesis de una proteina libre
de células con un extracto preparado “en casa” cuesta alrededor de 0.019/uL USD por
reaccion (Gregorio et al., 2019). Asi pues, en los ultimos afios se ha alcanzado el precio de
$0,021 USD por ug de proteina producida (Levine et al., 2019).

Por otra parte, en contraste con los ensayos a pequefia escala que se realizaban en el
pasado, la escala de las reacciones se ha conseguido aumentar hasta volumenes de

reaccion de 100 litros en procesos discontinuos o batch (Carlson et al., 2012).
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El estudio a profundidad de los SLC también ha permitido tener en cuenta, entre otros
factores, que igualar las condiciones fisiologicas que se tendrian en el citoplasma de una
célula de E. coli por ejemplo, dentro de un sistema libre de células puede permitir una mas
eficiente traduccion de proteinas dentro de éste (Jewett y Swartz, 2004).

Los avances anteriormente mencionados, entre otros, han inspirado a cientificos alrededor
del mundo a desarrollar nuevas aplicaciones en la sintesis de proteinas. Tal es el caso de
la construccion de librerias de proteinas para la biologia estructural, la produccion de
farmacos, anticuerpos monoclonales y proteinas integrales de membrana.

En el ambito industrial, los sistemas libres de células prometen ayudar en procesos en
donde los tiempos de produccion necesiten ser cortos. Ademas, en la produccion eficiente
de biocombustibles y otras sustancias quimicas (Hodgman y Jewett, 2012).

Por otra parte, en el ambito de la investigacion, los SLCs presumen ser una gran
herramienta para la identificacion de moléculas presentes en diferentes muestras, ya que
actualmente se trabaja en el desarrollo de biosensores soportados en SLCs los cuales al
contacto con la muestra emiten una sefial visible dependiendo de la presencia de un analito
lo cual podria presentar una alternativa a las pruebas qPCR por ejemplo (Thavarajah et al.,
2020).

3.1 Composicion de un sistema libre de células para la expresion de un gen/sintesis
de una proteina

3.1.1 Sistemas libres de células basados en un extracto celular

Un sistema libre de células para la expresion de un gen y la posterior obtencion de una
proteina tiene tres componentes basicos: el extracto celular, una mezcla de reaccion y el
ADN o ARN molde.

El extracto celular: Este se obtiene de una cepa “fuente” y contiene los elementos
necesarios para la transcripcion, traduccién, plegamiento de la proteina y metabolismo
basico para el uso de energia. También contiene ribosomas, la ARN polimerasa, factores
sigma en el caso de procariontes, factores de iniciacion y elongacién, aminoacil-tARN
sintetasas, factores de liberacion, chaperonas y enzimas relacionadas con la energia
(Carlson et al., 2012, Saibil, 2013).

La cepa fuente es crecida en medio de cultivo enriquecido y lisada para obtener el extracto

celular funcional también llamado S30 (sobrenadante después de una centrifugacion a
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30,000 g), por lo que el extracto celular consiste en una mezcla de todos los componentes
solubles de la célula excepto macromoléculas como las membranas plasmaticas y el ADN
gendémico que son retiradas mediante multiples rondas de lavados y centrifugaciones (Jin y
Hong., 2018, Shimizu et al., 2005).

En funcioén de la aplicacion para la cual sea destinado el SLC, existen diversos protocolos
para el tratamiento de los extractos celulares antes de introducir el templado de ADN o
ARNm (Liu et al., 2005). Por ejemplo, se suele realizar una incubacion previa del extracto
celular con la mezcla de reaccion pero sin un templado con el objetivo de que los ribosomas
en el extracto terminen de trabajar sobre los ARNs mensajeros enddgenos (ribosomal RUN-
OFF reaction), Posteriormente, después del lisado, se realiza una dialisis contra una
disolucion amortiguadora para descartar los productos obtenidos en la reaccion run-off, lo
cual ha demostrado una mejora en la expresion de la proteina ya que los ribosomas estan
completamente disponibles para la sintesis de ésta (Liu et al., 2005, Silverman et al., 2019).
La eliminacién de fosfatasas en el espacio periplasmico para disminuir su actividad de
hidrdlisis de ATP también ha sido utilizada para aumentar la produccion de enzima total de
un 30 % a un 70 % (Kang et al., 2000). Otra opcion es utilizar una cepa optimizada
génicamente para reducir las actividades de proteasas y la estabilizacion de aminoacidos y
ADN exogenos. Igualmente, se han hecho tratamientos controlados con nucleasas para
remover ADN o ARN enddgenos. Por otro lado, si los ARNm’s a expresar son de origen
eucarionte se pueden utilizar cepas optimizadas que expresen ARNt's capaces de
reconocer los codones correspondientes (Chong et al., 2014, Gregorio et al., 2019, Kim et
al., 2020, Michel-Reydellet et al., 2004, Michel-Reydellet et al., 2005).

Mezcla de reaccion: Esta mezcla se compone de factores necesarios para la sintesis de
una proteina como aminoacidos, NTPs, sales (por ejemplo, cationes amonio, magnesio y
potasio), ARNs de transferencia, poliaminas, agentes para el hacinamiento molecular, ATP,
GTP y oftros aditivos metabdlicos como pueden ser el oxalato para inhibir la
gluconeogénesis, glutation para formar puentes disulfuro y acido folinico para la sintesis de

formilmetionina (Silverman et al., 2019).
EI ADN o ARNm molde: el ADN que funciona como templado para la reaccién puede estar

en forma de plasmido o puede ser un ADN lineal obtenido por PCR. Usualmente se adiciona

en una concentracion de 10 a 20 pyg/mL (Silverman et al., 2019).
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El extracto celular, la mezcla de reaccién y el ADN o ARNm se incuban juntos a
temperaturas de 16 °C a 37 °C y la reaccion de sintesis de proteinas se prolonga hasta que
alguno de los sustratos, por ejemplo, el ATP se agota o hasta que la acumulacion de algun
producto alcanza una concentracion inhibitoria; por ejemplo, la del fosfato inorganico el cual
disminuye la concentracion del ion magnesio libre requerido para la transcripcion del ADN
(Tarui et al., 2001).

Los sistemas de expresion genética libres de células que mas se utilizan se basan en los
extractos de Escherichia coli S30, pero también se pueden utilizar extractos de levadura,
de células germen de trigo, de células de insecto, de reticulocitos de conejo, de células de
ovarios de hamster chino, de células HelLa y de otras lineas celulares poco exploradas
como Streptomyces lividans, Vibrio natriegens, Bacillus subtilis, Bacilus megaterium,
Pseudomonas Putida, Neurospora crassa, Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana,
Leishmania tarentolae y algunos organismos Archea (Gregorio et al., 2019). La eleccion de
la fuente celular para el sistema de expresion se realiza de acuerdo con la disponibilidad de
las células, al rendimiento de sintesis de proteina que se requiere, al tipo de proteina a
expresar y al costo, ya que, al provenir de células diferentes, los componentes de la
magquinaria de transcripcion y traduccién varian en su eficiencia para producir diferentes
proteinas. Los extractos de E. coli se obtienen después de una preparacién sencilla y
barata, tienen rendimientos de sintesis de proteina altos que van desde cientos de
microgramos por mililitro a miligramos por mililitro en reacciones batch. Ademas, se sabe
que el sistema de E. coli es el sistema bacteriano mas estudiado del mundo, no obstante,
las limitaciones que esta fuente presenta incluyen, por ejemplo, que la bacteria no es capaz
de hacer modificaciones post-traduccionales especificas de eucariotes (Carlson et al.,
2012). Los extractos basados en el sistema de levadura Saccharomyces cerevisiae tienen
beneficios parecidos al sistema de E. coli al ser un sistema muy estudiado y utilizado (lizuka
et al., 1994). Destaca en este sistema la posibilidad de obtener algunas modificaciones
especificas de eucariotes y que se puede conseguir el plegamiento correcto de proteinas
complejas, lo cual algunas veces no es posible conseguir expresandolas en E. coli (Chang
et al., 2005). Por otro lado, se debe tener en cuenta que las paredes celulares de levaduras
estan compuestas por una red rigida de polisacaridos haciendo que la lisis celular sea un
poco mas complicada que la de las células de bacteria. Asimismo, las levaduras tienen
abundantes ATPasas y fosfatasas en su interior y los rendimientos de sintesis de proteinas
obtenidos no son muy altos (Carlson et al., 2012). Los extractos de células de gérmen de

trigo se han utilizado para expresar multiples proteinas de origen eucariote, permiten los

15



mas altos rendimientos en la sintesis de proteinas de este origen incluyendo proteinas
complejas y son una linea celular comunmente utilizada en protedémica debido a los altos
rendimientos obtenidos (Takai et al., 2010). Sin embargo, la cantidad de extracto obtenido
es baja y es necesario hacer un proceso de lavado especial al gérmen que toma un tiempo
considerable (Madin et al., 2000). Por otra parte, las células de insecto, Spodoptera
frugiperda, se utilizan por su facil lisis y preparacion del extracto (Ezure et al., 2010).
Ademas, se pueden obtener facilmente modificaciones postraduccionales como
glicosilaciones (Tarui et al., 2001), por lo que, aun cuando el cultivo de estas células es
caro, tardado y las herramientas de modificacion genética son pocas, este sistema basado
en células de insecto es el que mas rapidamente se esta desarrollando para la expresion
de proteinas de naturaleza eucariote (Carlson et al., 2012). Para todos los formatos antes
mencionados existen actualmente disponibles en el mercado kits de sistemas libres de
células comerciales listos para usarse que garantizan rendimientos que van desde los 100
pug/mL para los extractos de células de insecto, por ejemplo, hasta los 10 mg/mL para
extractos de germen de trigo (Chong S., 2014). Esto representa una buena opcién para
laboratorios que carecen de equipo o de conocimiento para preparar sus propios sistemas
libres de células, aunque se debe considerar que el costo por reaccion utilizando un kit
comercial basado en un lisado celular es de 0.15-0.57/uL USD lo cual es aproximadamente
8 veces el costo con un lisado celular preparado “en casa” (Gregorio et al., 2019).

El proceso de biosintesis utilizando un SLC puede durar desde 1 a 24 horas en un proceso
batch (Levine et al. 2019). Con respecto al volumen de la reaccion, el estandar para
reacciones a pequefia escala es del orden de los 10 uL pero dependiendo de la aplicacion
puede variar desde 107"° a 10 L. Normalmente la reaccion se lleva a cabo en tubos de 1
mL o en una microplaca de pozos. Los rendimientos de este tipo de reacciones se
encuentran en el rango de entre 100 yg/mL hasta 1 mg/mL, aunque se han reportado
rendimientos de hasta 2.3 mg/mL de proteina producida en un proceso batch (Caschera y
Noireaux, 2014; Silverman et al., 2019).

Ademas de los procesos batch para sintesis de proteinas, se han desarrollado sistemas de
intercambio continuo (con un constante suministro de los sustratos necesarios) o de flujo
continuo (constante suministro de sustratos y constante extraccion de productos y
subproductos) (Fig. 2) con los que se pueden obtener mayores rendimientos que con las
reacciones por lotes. Este intercambio se consigue, por ejemplo, utilizando una membrana

para didlisis que permita la continua administracién de sustratos (Gregorio et al., 2019).
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Las reacciones de sintesis de proteinas utilizando SLC se pueden realizar en un formato
acoplado o desacoplado. En las reacciones en formato acoplado, la transcripcién y la
traduccion de la proteina se llevan a cabo en un mismo tubo. En las reacciones en formato
desacoplado, se realiza la transcripcion in vitro en un primer tubo, se purifica el ARNm que
se produce y posteriormente es adicionado a un segundo tubo en donde se encuentra la
maquinaria celular restante para realizar la traduccion de la proteina. Esta segunda opcion
se utiliza para plataformas libres de células de origen eucarionte debido al procesamiento
requerido del ARNm para obtener una mejor traduccion de algunos transcritos o para
manejar condiciones distintas en la transcripcion y traduccién de la proteina (Gregorio et
al., 2019, Hansen et al., 2016).

En sintesis, el contar con un SLC 6ptimo para la expresién de una proteina no es algo trivial.
Se deben optimizar diversos parametros como la concentracion de componentes, la
concentracion de sales, el pH y el continuo abasto de energia. Por esta razon hoy en dia

su uso en México, por ejemplo, es practicamente nulo.
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Figura 2. Los tres formatos mas usados para las reacciones con base en sistemas libres de células (Gregorio
et al., 2019).
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3.1.2 Sistemas libres de células para la sintesis de proteinas utilizando elementos
recombinantes PURE

Es importante mencionar que, dentro de los extractos celulares utilizados para la produccion
de proteinas en sistemas libres de células, solo una parte de los factores presentes
participan en el proceso de la sintesis de una proteina e incluso algunos de los factores que
no participan en este proceso pueden inhibir la reaccion. Ejemplo de estos son las
nucleasas y proteasas que degradan los sustratos utilizados y/o los productos de las
reacciones.

Los sistemas llamados PURE por sus siglas en inglés (Protein synthesis using recombinant
elements) contienen todos los factores estrictamente necesarios para la traduccién de una
proteina previamente purificados y con actividad comprobada lo cual permite una
produccion eficiente de la proteina. Estos estan disponibles a la venta como PURESYSTEM
kits por diversos laboratorios como el Instituto Post Genome Institute Co., Ltd de Japon
(Shimizu et al., 2005).

Para completar la traduccion de un marco abierto de lectura codificado en una secuencia
de ARNm en E. coli por ejemplo, diversos factores son necesarios (Fig. 3): tres factores de
iniciacion (IF1, IF2 y IF3), tres factores de elongacion (EF-G, EFTu y EF-Ts), tres factores
de terminacion (RF1, RF2 y RF3, aunque se sabe que RF2 no es requerido para la
traduccion de genes que terminan con los codones UAG y UAA) y un factor para el reciclaje
de los ribosomas (RRF) (Shimizu et al., 2005). Ademas, existen tres reacciones necesarias
para que el paso de traduccion ocurra: la transcripcion para la sintesis de ARNm, la
aminoacilacién de ARNts y la regeneracion de energia. Debido a esto, el sistema PURE
incluye los 10 factores anteriormente mencionados, una ARN polimerasa T7, 20
aminoacidos, 20 aminoacil-ARNt sintetasas para la aminoacilacion de los ARNts,
ribosomas, 46 ARNts, NTPs, pirofosfatasa, metionil-ARNt transformilasa, creatina fosfato,
PEP, ATP, GTP, tetrahidrofolato y los elementos necesarios para la regeneracion de
energia: piruvato cinasa (PK), creatina cinasa (CK), adelinato cinasa (AK) y nuledsido
difosfato cinasa (NDPK) las cuales catalizan la reaccion de fosforilacion de mono y di
nucleétidos asegurando la existencia de una reserva constante de ATP y GTP. La
regeneracion de energia en los SLCs se basa principalmente en las siguientes reacciones
que utilizan como reactivos la creatina fosfato para sistemas eucariontes y el fosfoenol
piruvato y creatina fosfato para sistemas procariontes (Biondi, 1996, Shimizu et al., 2005,
Swartz, 2006):
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Traduccién

1. Aminoacidos + ATP —— Proteina + ADP + Pi

PK
2. PEP + ADP ¥——= ATP + piruvato

CK
3. Creatina—P + ADP —— ATP + creatina

AK
4. ADP-P + AMP —— 2ADP

NDPK
5.GDP + ATP —— GTP + ADP

Todos los factores mencionados previamente se sobre expresan y purifican.
Posteriormente, a esta mezcla de factores se le afiade el templado (ADN, producto de PCR
o0 ARNm)y se incuba a 37° C por 1 6 2 horas para continuar con la purificacion de la proteina
objetivo (Shimizu et al., 2005).

Una ventaja de los sistemas PURE es que utilizan un método de purificacion contrario al de
los sistemas de extracto celular, en donde los factores de traduccién que componen al
sistema PURE estan marcados con una etiqueta de histidina. Por lo tanto, la purificacion de
la proteina producto se puede conseguir, por ejemplo, después de agregar resina quelante
con Ni* (Ni-NTA agarosa) incubar la mezcla por 1 hora a 4 °C y realizar una ultrafiltraciéon a
través de una membrana para remover todos los factores marcados con la etiqueta de
histidina y los ribosomas, quedando una solucién con la proteina producto (Shimizu et al.,
2005).
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Figura 3. Representacion simplificada del proceso de sintesis de proteinas (Shimizu et al., 2005).

Se ha demostrado que utilizando un sistema PURE se pueden producir proteinas con una
muy alta actividad y con buenos rendimientos (50-200 pg/mL), ya que al utilizar
componentes puros el sistema no contiene sustancias inhibitorias como nucleasas y
proteasas. Ademas, se ha visto que la actividad de ATPasas en este tipo de sistemas es
baja en contraste con el rapido agotamiento de energia que se observa cuando se utilizan
los extractos celulares de E. coli, por lo que la productividad de la sintesis de proteinas
comparada con la concentracion de la fuente de energia que se le provee es mas alta. Los
rendimientos de produccion de una proteina utilizando este sistema para una reaccion batch
se encuentran en el orden de los cientos de microgramos por mL por hora (Chong S., 2014,
Shimizu et al., 2001).

Para obtener un correcto plegamiento se sabe que, en ocasiones, algunas proteinas
requieren chaperonas o chaperonas moleculares durante o al final de la traduccion (Saibi,
2013). Sin la presencia de estas chaperonas moleculares la proteina que se obtiene como
producto de una sintesis forma agregados no activos. Este fendmeno se mantiene durante

la sintesis de una proteina utilizando el sistema PURE original, por lo que se ha probado la
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adicion de las chaperonas moleculares DnaK y GroEL/GroES al sistema PURE
obteniéndose como resultado el plegamiento correcto de las proteinas que mantienen una
alta actividad (Shimizu et al., 2005).

En resumen, para estudios con interés en la traduccion de proteinas y para aplicaciones
biotecnologicas, el sistema PURE provee de un mejor control sobre la reaccion en
comparacion a los sistemas basados en extractos celulares y se puede ajustar dependiendo
de los requisitos especificos de la sintesis de cada proteina. Esto lo convierte en un sistema
de mucho interés para su continuo desarrollo y aplicacion, aunque sus rendimientos no
representan una diferencia sustancial con respecto a los SLCs basados en extractos

celulares.

4 APLICACIONES DE LOS SLC

4.1 Sintesis de proteinas dificiles de expresar

La formacion de cuerpos de inclusién y pérdida de solubilidad, la pérdida de actividad
debido a un plegamiento incorrecto o la degradacién de las proteinas por proteasas son
problemas comunes al sobreexpresar una proteina en un sistema como E. coli. Debido a la
constante demanda de proteinas recombinantes tanto en la investigacion como en la
industria, numerosas herramientas moleculares y protocolos se han publicado para ayudar
a la obtencién y al mejoramiento del rendimiento en la produccion de estas proteinas
“dificiles de expresar”. No obstante, la expresion in vivo de cualquier proteina tiene una
limitacion constante de la que no es posible librarse: El tener que mantener saludables y
estables a las células para que el plegamiento y actividad de las proteinas sean correctos
(Jin y Hong., 2018). Este amplio grupo de proteinas dificiles de expresar abarca
terapéuticos contra el cancer, vacunas, anticuerpos, proteinas con aminoacidos no
naturales, entre otras. Asimismo, hay proteinas que resultan ser téxicas para la célula por
lo que su produccién no puede ser completada como, por ejemplo, las proteinas de
membrana, que pueden perturbar el metabolismo central celular y detener el crecimiento

celular (Jensen et al., 2017).

4.1.1 Proteinas de membrana

Las proteinas de membrana (PMs) son esenciales para la supervivencia de la célula
participando en la transduccion de sefales, en la comunicacion celular, el metabolismo de
energia y en los procesos de transporte. Estas proteinas juegan papeles clave en

enfermedades por lo que son el objetivo de gran parte de las drogas terapéuticas (Mathieu
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et al.,, 2019). La extraccion de PMs nativas para estudios bioquimicos y estructurales
comunmente resulta insuficiente debido a su baja abundancia en la fuente natural, por lo
que el poder recuperar el material necesario es complicado. Por esta razon, las PMs son
regularmente sobreexpresadas en sistemas heterdlogos (Mathieu et al., 2019). Sin
embargo, debido a que naturalmente estan embebidas en membranas celulares, la
expresion y caracterizacion de las PMs se puede convertir en un gran reto. La dificultad
para sobreexpresar este tipo de proteinas funcionales de manera recombinante se debe a
su naturaleza hidrofébica, a limitaciones intrinsecas en cuanto a su plegamiento y algunas
veces, al ensamblado de distintas subunidades que conforman la proteina. Asimismo, la
expresion de las PMs es baja debido a que las células regulan fuertemente la sintesis de
este tipo de proteinas para producir sélo la cantidad requerida para mantener la integridad
de la membrana (Henrich et al., 2015). Debido a esto al sobreexpresar PMs en un sistema
heterdlogo frecuentemente se presentan problemas de agregacion, pérdida de actividad y
muerte de la célula en la cual se expresa (Sachse et al., 2014). Ademas, la funcién y
actividad de una PM no depende solamente de la produccion de ésta sino también en gran
parte de que la proteina se encuentre inmersa en un ambiente favorable. Parametros
importantes a nivel de la membrana como la composicion lipidica, la tension, la fluidez, la
longitud de la cadena hidrofébica, la carga, el potencial transmembranal, la hidratacion,
entre otros, regulan la funcion y las propiedades de las PMs. Estas propiedades
membranales dictan la estructura y la funcion de las PMs a diferentes escalas y se deben
tomar en cuenta al intentar obtener una proteina de membrana correctamente plegada y
funcional (Sachse et al., 2014). Dentro de este marco, los sistemas libres de células se han
vuelto una creciente plataforma para la produccion y caracterizacion de PMs, eliminando la
mayoria de los problemas presentes durante su produccién debido a la naturaleza abierta
de las reacciones y a su versatilidad para disefar y optimizar ambientes de expresion,
independientemente de su origen, tamario, topologia y funcion (Junge et al., 2011). En afios
recientes, un numero creciente de ejemplos de PMs producidas en SLC incluyen proteinas
como la ATP sintasa (Matthies et al., 2011) y receptores acoplados a proteinas G (Proverbio
et al., 2013).

Las reacciones de sintesis en SLC pueden ser suplementadas con una variedad de aditivos
compatibles con el sistema para estabilizar la sintesis de proteinas y proveer de un
ambiente hidrofébico para la estabilidad de las PMs (Sachse et al., 2014). Detergentes
formadores de micelas, liposomas y nanodiscos han sido adicionados para conseguir la

presencia de estructuras tipo membranas. La seleccion de detergentes se realiza
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cuidadosamente escogiendo aquel en el que la proteina de membrana se comporte
adecuadamente ya que diferentes proteinas de membrana se comportan de manera
diferente en el mismo detergente, asi como una PM se comporta diferente en distintos
detergentes.

Un ejemplo de la expresion de PMs en SLC es el caso de la produccion de receptores del
olfato de Drosophila melanogaster, DmOR67a, DmOR85b y DmORCO, la cual habia sido
reportada como no exitosa en células de E. coliy en SLC con extractos celulares de E. coli
sin aditivos (Carraher et al., 2013), pero resulté ser 6ptima en la presencia de un surfactante
muy parecido al Briji-35. Pruebas de dicroismo circular y termoforesis a microescala
indicaron un plegamiento adecuado y unién con sus ligandos. Ademas, los receptores se
obtuvieron con el nivel de pureza necesario para ser analizados estructuralmente (Tegler
et al., 2015).

Historicamente, para la solubilizacién de proteinas de membrana en sistemas de células
completas y SLC se utilizaban detergentes para formar micelas constituidas por una mezcla
de detergente-proteinas-lipidos. Sin embargo, ademas de las diferencias de estabilidad que
presentan las proteinas en los diferentes detergentes como la ejemplificada anteriormente,
un exceso de fase micelar puede interferir en técnicas de analisis; por ejemplo, modificando
las sefales Opticas de absorbancia y dispersion de la luz (Bayburt y Sligart 2010). También,
varios sistemas de proteinas membranales requieren la presencia de ciertos tipos de
fosfolipidos para mantenerse activos, lo cual no puede ser imitado por micelas de
detergente. La preparacion de liposomas surgié como una opcion para la produccion de
PMs y se ha encontrado util para las pruebas en donde la actividad de ambos lados de la
bicapa es necesaria, por ejemplo, para los ensayos de canales ionicos. Sin embargo, los
liposomas comunmente resultan de gran tamafio, inestables y dificiles de preparar con el
control preciso de tamafo y estequiometria (Bayburt y Sligart 2010). Debido a esto,
recientemente fueron introducidos en SLC los nanodiscos, los cuales proveen de un
ambiente hidrofdbico artificial para mejorar el plegamiento y funcionalidad de proteinas (Jin
y Hong, 2018). Los nanodiscos son bicapas fosfolipidicas a nano escala (Fig. 4A) rodeadas
por una proteina andamio que actua como “cinturén”. Estos nanodiscos tienen la capacidad
de auto-ensamblar proteinas de membrana post-traduccionalmente para su investigaciéon
biofisica, enzimatica y estructural manteniendo su plegamiento en solucién (Fig. 4B)
(Bayburt y Sligar, 2010). Las ventajas que ofrecen los nanodiscos sobre los liposomas o las
micelas de detergente son su menor tamafo, alta estabilidad y facil acceso a ambos lados

del dominio de la bicapa fosfolipidica, lo cual permite estudiar las interacciones de unién
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con el ligando, asi como las interacciones de union con moléculas de sefializacion en el
lado citoplasmatico (Babyburt y Sligar, 2010, Sachse et al., 2014).

Otro tipo de PMs que han sido producidas de manera exitosa en SLC son las
oligosacariltransferasas (OSTs). Estas PMs son enzimas que catalizan la unién de glicanos
a residuos de aminoacidos especificos en ciertas proteinas. La produccion de este tipo de
enzimas es complicada ya que suelen ser grandes (>70 kDa) y poseen multiples hélices
transmembranales por lo que sobreexpresarlas en células completas es un reto (Schoborg
et al., 2018). Una OST, la Proteina de glicosilacién B (PgIB) de Campylobacter jejuni, fue
sintetizada recientemente utilizando un SLC de E. coli con nanodiscos lipidicos (Schoborg
et al., 2018). La optimizacién del uso de detergentes y nanodiscos como imitadores de
membrana celular permitié la produccion de PgIB activa con rendimientos 420 pg/mL
(Schoborg et al., 2018).

En resumen, dependiendo del tipo de PM y del propdsito de la sintesis de ésta, se debe
escoger la herramienta adecuada para imitar la membrana celular. La optimizacion de
ambientes en sistemas libres de células generados por la incorporacion de aditivos puede
expandir el estudio de diferentes proteinas de membrana y permitir la caracterizacion mas

detallada de sus funciones.
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Figura 4. Nanodiscos. A) Representacion de la bicapa lipidica que conforma a un nanodisco. B)
Representacion de una proteina ensamblada en un nanodisco (color rosa) rodeado de una proteina “cinturén”
(color verde).

4.1.3 Proteinas con puentes disulfuro
Algunas de las estrategias para favorecer la formacién de los puentes disulfuro correctos

en una proteina en un SLC incluyen optimizar las condiciones rédox del ambiente
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adicionando glutatién oxidado (GSH) y glutation reducido (GSSG). Ademas, se requiere
adicionar/expresar enzimas que ayudan al reordenamiento como la proteina disulfuro
isomerasa, la cual cataliza el intercambio interno de puentes disulfuro evitando la
acumulacion de los intermediarios con puentes disulfuro incorrectos en el reticulo
endoplasmatico de células eucariotas y la adicién o expresion de chaperonas (DnaK, DnaJ,
GroEL, GroES), que comunmente asisten el plegamiento de las proteinas (Stetch y Kubick,
2015). También, los extractos celulares pueden ser pretratados con yodoacetamida y
mezclas de GSH y GSSG para desactivar reductasas endégenas presentes en los extractos
(Stetch y Kubick, 2015).

4.1.4 Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales y los fragmentos de anticuerpos son los productos
biofarmacéuticos mas importantes hoy en dia ya que son piezas clave para el diagndstico,
la terapia y la investigacion de enfermedades (Stech y Kubick, 2015). Existen dos grandes
problemas que se presentan durante la produccion de anticuerpos. El primero es la
incorrecta formacion de los puentes disulfuro intramoleculares, los cuales son cruciales para
el plegamiento de cada dominio. El segundo problema que se puede presentar durante la
expresion de anticuerpos, debido a su naturaleza eucariote, es la carencia de
modificaciones postraduccionales como las N-glicosilaciones que se presenta si se utilizan
sistemas de expresion como E. coli. Tanto la formacion de puentes disulfuro como las
modificaciones postraduccionales son necesarias para la correcta actividad de los
anticuerpos por lo que contar con un sistema que pueda proveer ambas caracteristicas es
necesario (Stech y Kubick, 2015). Un sistema frecuentemente utilizado para expresar
anticuerpos en células completas son las células de mamifero; sin embargo, utilizar este
sistema para la expresion heterdloga de proteinas tiene varios inconvenientes como son la
lenta taza de crecimiento, los bajos rendimientos del producto, la alta probabilidad de
contaminacién viral y la necesidad de suero para la expresién. Debido a esto, el uso de
células de mamifero es una opcién costosa y tardada para la produccion a gran escala de
anticuerpos por lo que es de gran interés encontrar otras alternativas (Spadiut et al., 2014).
En la ultima década, se han establecido estrategias exitosas utilizando SLC para producir
anticuerpos en menos tiempo y utilizando menos recursos que la produccién de anticuerpos
basada en células completas (Stetch y Kubick, 2015). Extractos celulares eucariotes y

procariotes se utilizan para producir anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en sistemas
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libres de células optimizando las condiciones para estabilizar la estructura y solubilidad de
los productos (Jin y Hong, 2018).

Stech et al. del Instituto Fraunhofer para la terapia e inmunologia celular demostraron la
expresion de fragmentos variables de anticuerpos funcionales de una sola cadena (scFvs)
en un sistema de traduccion in vitro eucariote basado en extractos de células de insecto
Spodoptera frugiperda (Sf21). Los ScFv son los fragmentos de anticuerpos mas pequefios
que conservan el sitio completo de unién antigeno-anticuerpo. Estos fragmentos consisten
en el dominio variable de la cadena pesada y el dominio variable de la cadena ligera
conectados por un linker peptidico (Stech et al., 2014). La expresion de 3 moléculas scFv
solubles y funcionales con diferentes especificidades fue conseguida con el uso de
extractos de células de insecto Sf21, debido a que se ha demostrado que un tratamiento en
condiciones suaves durante la lisis celular de estos extractos asegura la presencia de
estructuras membranosas subcelulares intactas (microsomas) derivadas del reticulo
endoplasmico (Sachse et al., 2012). Esto ultimo permite la traslocacion cotraduccional de
proteinas objetivo hacia el lumen de las vesiculas y garantiza el correcto plegamiento y
actividad de las scFv. Los templados utilizados en dicho estudio para la expresion de las
scFv fueron ADNs lineales productos de PCRs adicionados directamente al sistema de
traduccioén y las condiciones rédox para la producciéon de las scFv fueron optimizadas
adicionando glutation oxidado y reducido. Los fragmentos de anticuerpos producidos
demostraron ser altamente especificos para su antigeno correspondiente. (Stech et al.,
2014)

Martin et al. de la universidad de Northwestern crearon una plataforma para la sintesis
novedosa de anticuerpos monoclonales no glicosilados (mAbs por sus siglas en inglés)
utilizando un kit comercial de SLC basado en extractos celulares de ovarios de hamster
chino (Martin et al., 2017). Para permitir la correcta formacion de los puentes disulfuro, se
adicionaron glutation oxidado y reducido en el amortiguador lo cual inactivé las reductasas
presentes en el extracto celular que en un principio se identificé reducian y oxidaban los
anticuerpos. La adicion de glutation oxidado y reducido confiri6 un ambiente oxidante y
permitié la formacién de los puentes disulfuro necesarios para producir al anticuerpo
completo. También, se identifico que la adicibn de una proteina asistente para el
plegamiento: la proteina disulfuro isomerasa (PDI) mejora el rendimiento de obtencién del
anticuerpo. Finalmente, se demostré que el agregar a destiempo los plasmidos con las
secuencias codificantes para las cadenas ligera y pesada del anticuerpo juega un papel

importante para minimizar agregados ya que parece ser que para este tipo de anticuerpos

26



las cadenas ligeras sirven como andamio para las cadenas pesadas por lo que al adicionar
tarde el plasmido codificante para esta utlima es favorecedor para el correcto plegamiento
del anticuerpo completo. En este estudio se logré producir mas de 100 mg/L en un reactor
tipo batch o lote (Martin et al., 2017). En el caso de los anticuerpos se debe prestar mayor
atencion en la adecuada modificacion postraduccional de la proteina, tanto a nivel de
glicosilaciones, como en la correcta formacion de puentes disulfuro. Por otra parte, la
formacion del anticuerpo completo dependera del correcto ensamblaje de sus partes, por
lo que existen técnicas para optimizar la unién de las cadenas pesadas vy ligeras. En los
sistemas SLC existen soluciones y métodos de optimizacion para todos estos detalles y
ademas, la mejora de los rendimientos es importante comparado con el uso de células
eucariontes, por lo que la técnica de los SLCs podria ser la mejor opcién para la produccion

de anticuerpos en masa (Martin et al., 2017).

4.1.5 Bioterapéuticos

Los bioterapéuticos o biofarmacos tienen diversas aplicaciones; tratamientos contra el
cancer, inmunosupresores y vacunas son algunas de ellas. Sin embargo, debido a su
naturaleza biolégica, algunas proteinas terapéuticas pueden ser dificiles de expresar y
purificar resultando en largos tiempos y altos costos de produccion (Jin y Hong, 2018). Los
SLC son utilizados para producir proteinas terapéuticas citotdxicas para investigacion
contra el cancer y representan una alternativa prometedora debido a la accesibilidad de sus
reacciones y a la maleabilidad del ambiente de expresion (Salehi et al., 2016).

La onconasa es una ribonucleasa que promete funcionar como droga contra el cancer por
lo que actualmente estd en ensayos clinicos. Esta enzima, destruye las células de
mesotelioma maligno sin afectar el tejido sano. No obstante, la obtencién de onconasa de
los ovocitos de la rana leopardo del norte es complicada y laboriosa ya que requiere de una
purificacién que incluye cromatografias de intercambio anidnico, cationico y de exclusion
molecular (Salehi et al., 2016). La produccién recombinante de las onconasas también
resulta dificil ya que todas las proteinas citotdéxicas son complicadas de sobreexpresar
debido a sus propiedades toxicas intrinsecas (Salehi et al., 2016). En un intento por obtener
onconasa de forma recombinante utilizando células de E. coli, se presentaron
complicaciones como la formacién de cuerpos de inclusién y la necesidad de una laboriosa
purificacion y procedimientos de replegamiento de hasta mas de 3 dias resultando en un
rendimiento de producciéon de 40 ug/mL (Notomista et al., 2000). Ademas, se sabe que la

onconasa degrada predominantemente ARNts y otros tipos de ARN (ARNm y ARNrr), lo cual
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puede contribuir a los problemas durante la expresion (Salehi et al., 2016). Dentro de este
marco, cientificos de la Universidad Brigham Young reportaron la produccién de onconasa
activa con alto rendimiento en un SLC (Salehi et al., 2016) adicionando ARNts puros en
intervalos de 15 minutos para resolver el problema de la degradacion de ARNts. La
plataforma de SLC pudo producir onconasa activa y soluble (>95%) con rendimientos de
1,860 ug/mL. La actividad que presenta la onconasa previa a ser purificada fue comprobada
resultando en una inhibicion de sintesis de proteina y reduccion de la viabilidad de las
células del cancer de mama. Finalmente, se reporté un SLC liofilizado para la produccion
de onconasa el cual conserva su actividad después de estar almacenado a -80° hasta por
un ano (Salehi et al., 2016).

En el afo 1996, se identificd una proteina citotéxica llamada pierisin-1 en la mariposa de
col Pieris rapae cuyas propiedades para inducir la apoptosis de varias lineas celulares
cancerosas la volvié una opcién prometedora para tratamientos contra el cancer (Koyama
et al., 1996). Debido a la alta citotoxicidad de esta enzima, su expresién recombinante en
E. colino es posible. Sin embargo, mas recientemente, en 2011, Orth et al. Reportaron una
plataforma que permite la sintesis de la proteina pierisin-1b clonada de P. rapae en un SLC
utilizando extractos de células de insecto Sf21con un rendimiento de 13.5 pyg/mL (Orth et
al., 2011). Los ensayos de actividad para la proteina pierisin-1b sintetizada en SLC causo
cambios morfoldgicos, alteracion en la viabilidad celular e induccién de la muerte celular via
apoptosis en células HelLa carcinoma (Orth et al., 2011).

Gracias a que el procesamiento para obtener una proteina suele ser rapido, los SLCs se
han utilizado para la produccién y el estudio de vacunas, como la de la malaria para la cual
se han usado extractos celulares eucariontes de germen de trigo (Tsuboi et al., 2010).
También, el uso de SLCs y su flexibilidad de optimizacion han permitido la produccion de
péptidos o proteinas antimicrobianas con diversos mecanismos de accién como la inhibicién
de la sintesis de la pared celular, la despolarizacién de la membrana y la degradacién de
ADN, ARN Yy proteinas de bacterias resistentes a multiples farmacos por lo que son una
alternativa prometedora para el uso de antibiéticos (Cotter et al., 2013, Jin et al., 2019).
Aunque al dia de hoy el uso de SLC como plataformas para la bioproduccién comercial de
farmacos es practicamente nulo, existen laboratorios que las consideran como opcion
importante para la obtencion de sus productos. Tal es el caso de Sutro Biopharma, un
laboratorio situado en el sur de San Francisco que trabaja en conjunto con Bristol-Meyers
Squibb, EMD Serono y Merck. Este laboratorio utiliza su propia plataforma patentada

Xpress CF+ libre de células para producir conjugados anticuerpo-farmaco, anticuerpos
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bioespecificos y terapias basadas en citocinas para ensayos clinicos desde su
descubrimiento hasta la fase 1 (Melinek et al., 2020).

Ipsen Biopharm es una compania biofarmacéutica internacional con productos dentro de
las areas de neurociencia, oncologia, enfermedades raras y el cuidado de la salud general.
Una futura colaboracién entre Ipsen Biopharm, Touchlight Genetics y el Centro para la
Innovacion de Procesos de Reino Unido utilizara un SLC para el desarrollo de un proceso
completamente cerrado para la produccion de uno de sus productos, la toxina botulinica la
cual es usada como terapéutico para alteraciones causadas por la sobre actividad de los
musculos. La produccion de esta toxina se realiza a pequefia escala, ya que son requeridas
dosis bajas para el tratamiento, pero los empleados estan sometidos a un alto riesgo
durante su produccién ya que es muy téxica, por lo que ahi recae el interés de usar un SLC
que disminuya la intervencion manual durante su sintesis (Ipsen Biopharm, 2020). Como
ultimo ejemplo podemos mencionar a GreenLight Biosciences, una compafiia que produce
ARN utilizando la plataforma libre de células de GreenWorX y que tiene colaboraciones con
Bayer Crop Science y AgroSphere. Esta empresa tiene interés en el desarrollo de vacunas
como respuesta ante pandemias y en la proteccién de plantas ante plagas y enfermedades.
Ya que para estos fines es benéfico el acortamiento en tiempo de la obtencion y de las
pruebas de una tecnologia que se base ARN, la compafiia ha optado por un SLC para este
fin (Melinek et al., 2020, Rodrigues et al., 2021).

En general los sistemas libres de células presentan ventajas en algunos parametros para
la produccién de bioproductos en comparacion con los sistemas tradicionales. Sin embargo,
como se muestra en la Tabla 1 existen parametros importantes en los que los sistemas de
células completas son superiores al dia de hoy por lo cual los SLCs usualmente son
utilizados como sistemas de produccién cuando los bioproductos no han podido ser

obtenido por sistemas celulares tradicionales.

Tabla 2. Comparacioén entre los sistemas libres de células in vitro contra los sistemas
celulares tradicionales in vivo (Lu, 2017)

Parametro Sistemas de células | Sistemas libres de células

completas en vivo in vitro

Manipulacién de traduccion | Dificil control debido a que | Facil control debido a su
y transcripcion la membrana celular actua | naturaleza de  sistema

como barrera selectiva. abierto.
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Modificaciones post- | Facil en la mayoria de los | Dificil, pero en proceso de
traduccionales casos debido al estudio a | hacerlo mas accesible.

fondo de estos sistemas.

Templado de ADN Plasmidos o genomas Plasmidos o productos de
PCR

Sintesis de proteinas de | Dificil debido a las | Facil en muchos casos

membrana y proteinas | limitaciones impuestas por | gracias a la adicion de
complejas el entorno intracelular. surfactantes y al ajuste de

las condiciones del entorno.

Obtencion de los productos | Dificil obtencion y bajos | Facil obtencion con altos
deseados rendimientos debido al | rendimientos debido al
metabolismo celular | enfoque completo en las
complejo que requiere de la | vias metabdlicas  que
utilizacion de energia para | derivan en el producto
vias metabdlicas que no | objetivo*.

derivan en el producto

objetivo*.
Tolerancia toxica Baja Alta
Tiempo promedio de | Semanas Dias
obtenciéon de producto
Purificacién del producto Lisis celular necesaria | Purificacion sencilla sin
previa a la purificacion. necesidad de lisis celular
Costos Bajo a moderado Moderado a alto

* Las ventajas de los SLCs hoy en dia siguen siendo muchas veces tedricas ya que es un

sistema aun en desarrollo.

4.2 Biosensores basados en SLC

Uno de los avances relacionados con la sintesis de proteinas es el monitoreo de sustancias
quimicas, contaminantes y patogenos. En la naturaleza, los organismos poseen
biosensores propios que detectan y provocan una respuesta a cambios en su ambiente.
Por ejemplo, existen multiples biosensores que detectan toxinas y activan la produccion de
proteinas que neutralizan o metabolizan estas toxinas (Thavarajah et al., 2020). También
existen biosensores que responden a la presencia de agentes externos para permitir la

expresion de un gen (Rogers et al., 2015).
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En términos generales y como se muestra en la figura 5 los biosensores estan conformados
por dos partes: un sensor (comunmente son acidos nucleicos o proteinas que se puedan
plegar de manera especifica al interactuar con la particula objetivo) y un reportero (también
suelen ser acidos nucleicos o proteinas). La funcion del sensor es la de reconocer la
particula de interés presente en la muestra. Una vez que se reconoce esta particula, el
sensor cambiara su forma inicial para activar la produccién del reportero y finalmente el
reportero creara una respuesta detectable siendo esta comunmente del tipo fluorescente o
un cambio de color. EI ADN que codifica al sensor y al reportero esta contenido en una
plataforma, ya sea en una célula integra o en una disolucion libre de células que contenga
la maquinaria celular necesaria para los procesos de transcripcion y traducciéon (Rogers et
al., 2015).
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Figura 5. Construccion de un biosensor. Ambos el sensor y el reportero estan contenidos en la plataforma que
puede ser una célula o un sistema libre de células.

Las ventajas que tiene un biosensor soportado en una disolucion libre de células sobre un
biosensor que se encuentra en una célula completa se resumen en los siguientes puntos
(Thavarajah et al., 2020):

31



e Evita la necesidad de mantener células vivas durante el proceso lo cual requiere
equipo especializado como incubadoras dificiles de transportar.

o Provee de la posibilidad de deteccion de particulas objetivo que puedan matar o ser
toxicas en una célula.

e Se evita el riesgo de que el ADN que contiene la informacion codificante para el
sensor y el reportero dentro de la célula mute o se pierda durante el proceso de
crecimiento y divisién de ésta.

e Se amplia el rango de contaminantes que se pueden detectar. Ya que algunos
organelos de proteccion originales de la célula que restringen la entrada de algunas

moléculas, como la membrana, son removidos.

4.2.1 Biosensores para evaluar la calidad del agua

El monitoreo constante de contaminantes, metales, antibidticos y otras sustancias
presentes en el agua es importante no solo para mantener una buena calidad de vida para
los seres humanos, sino también para la conservacion de especies de flora y fauna que
habitan la zona en la que se encuentran los cuerpos acuiferos de los cuales se extrae el
agua. La crisis por falta de agua segura y limpia que sea accesible para todos los humanos
es un problema actual muy importante. Basandose en la importancia que tiene el garantizar
la presencia o ausencia de ciertas moléculas o sustancias en el agua que bebemos, se han
desarrollado biosensores en sistemas libres de células que ademas de ser especificos para
un contaminante o aditivo, son practicos, rapidos, baratos y comodos para poderse llevar
practicamente a cualquier lugar (Thavarajah et al., 2020). Los resultados arrojados por
estos biosensores en un primer enfoque no necesitan ser cuantitativos, pero si concluir si
un contaminante esta por arriba o por debajo de un limite que signifique un riesgo para la
salud.

La forma en que el sensor y el reportero interaccionan dentro del biosensor en un sistema
libre de células varia dependiendo del diseiio de éstos. Existen sensores basados en
proteinas que se unen o se separan de regiones especificas del ADN para interrumpir o
permitir la produccién del reportero que regulan. Por otra parte, existen sensores basados
en ARN que se pueden plegar de diferentes maneras dependiendo si el objetivo a detectar
esta presente o no. Las diferentes configuraciones que el sensor adopta permiten o evitan
la produccién del reportero como se ejemplifica mas adelante con los biosensores que se

mencionan a continuacion. La variedad que brindan estas diferencias en funcionamiento de
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los diferentes sensores y reporteros permite un amplio espacio de disefio para pares

sensor-receptor que detecten casi cualquier contaminante presente en el agua.

4.2.1.1 Deteccion de patégenos en el agua

En el caso de los patdégenos contaminantes en el agua como bacterias, protozoarios y virus,

cada uno de ellos tienen una secuencia genética unica la cual se puede “escanear” para

identificar una especie o cepa especifica en una muestra (Jiang et al., 2018).

Los pasos para la deteccidn de un patdégeno en una muestra de agua se pueden resumir

en los siguientes (Fig. 6):

Preparacién de la muestra: se provoca la ruptura de los patdégenos para exponer
su material genético con técnicas de lisis celular por ejemplo de sonicacién o un
choque osmatico.

Amplificacion selectiva del ADN objetivo: ya que los contaminantes patégenos
se encuentran usualmente en cantidades de trazas, se amplifica el ADN para
mejorar la sensibilidad de la prueba. Los métodos mas utilizados para este fin son
las amplificaciones isotérmicas, las cuales constituyen un método alternativo para
la reaccion de PCR en donde los acidos nucleicos se amplifican a una temperatura
constante haciendo uso de un bafio Maria o de un bloque de calor (de Paz et al.,
2014, Zhao et al., 2015). Estos métodos con una duracién promedio de un par de
horas permiten dirigir la amplificacién a solo una secuencia gendmica especifica del
patdégeno objetivo. Una ventaja de las amplificaciones isotérmicas es que una
reaccién congelada en seco que contenga las partes biolégicas necesarias para la
amplificacion se puede transportar en un tubo al lugar de donde se tomara la
muestra a amplificar y ahi rehidratarse con la muestra filtrada.

Inducciéon de una seial: el método mas utilizado para el monitoreo de ADN
patdgeno utiliza oligonucledtidos que al identificar la secuencia blanco producen una
sefal fluorescente. Un ejemplo de esto son las balizas moleculares (Fig. 7) las
cuales son sondas que adoptan una forma de horquilla debido a que contienen de
5 a 7 pares de bases complementarias en sus extremos. Estas sondas, ademas,
tienen atado en su extremo 5’ un fluorocromo y en el extremo 3’ un quéncher que
apaga la fluorescencia cuando ambos estan préximos. La parte media (el giro) de la
sonda esta conformada por una secuencia especifica y complementaria a la

secuencia objetivo que se quiere detectar (Kim et al, 2008). Cuando el giro en la
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sonda identifica su secuencia complementaria/diana esta se hibridiza y se induce

un cambio conformacional en la baliza molecular lo cual aumenta la distancia entre

el fluorocromo y su quéncher generando una sefial de fluorescencia. Este tipo de

indicador de sefal tipo interruptor que se puede prender y apagar es muy util para

detectar secuencias objetivo tanto de ADN como de ARN (Kim et al., 2008).
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Figura 6. Los tres pasos para la deteccion de patégenos con un biosensor en un SLC (Thavarajah et al.,

2020).
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Figura 7. Diagrama de una sonda tipo baliza molecular (Kim et al., 2008).

Esta técnica de deteccion de patdgenos utilizando un biosensor que detecte una secuencia
objetivo en el ADN difiere de los métodos que comunmente se utilizan en campo donde lo
que se monitorea es algun indicador secundario de patégenos como la produccion de acido
sulfhidrico (H2S) derivado del metabolismo de una bacteria (Pillai et al., 1999) o la actividad
de alguna proteina (IDEXX Colilert kit). Las ventajas de esta alternativa para la identificacion
de patdgenos es que la deteccion se vuelve mas especifica y que indica exactamente
cuales patdégenos estan presentes en la muestra. Por otro lado, entre las desventajas que
presenta este método para la deteccion de patdégenos, se menciona la falta de
discriminacién entre patogenos vivos o muertos ya que su ADN permanece detectable aun
en organismos durante dias después de su muerte (Eichmiller et al., 2016). También,
debido a la etapa de amplificacion de ADN se puede complicar la determinacién de la
concentracion original del patégeno en la muestra lo que hace a estos métodos semi-
cuantitativos. Sobre esto ya se han reportado estrategias basadas en métodos matematicos
para permitir relacionar la concentracion del patégeno con la sefial final de fluorescencia;
sin embargo, la cuantificacion precisa de la concentraciéon aun requiere de equipos mas
sofisticados (Jung et al., 2020, Takahashi et al., 2018).

4.2.1.1.1 Biosensor para la identificacion de presencia de material fecal humano en
muestras de agua.
De acuerdo con la OMS: “El mayor riesgo microbiano del agua es el relacionado con el

consumo de agua contaminada con excrementos humanos” (Organizacion Mundial de la
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Salud, 2006, p. 105). Jiang y colaboradores de la Universidad de Texas, disefiaron una
plataforma portatil para identificar la presencia de material fecal humano en muestras de
diferentes fuentes de agua en solo 80 minutos, basandose en la presencia del marcador
genético Bacteroides HF183, el cual es asociado al ser humano. Este marcador fue
amplificado utilizando la técnica de amplificacion isotérmica mediada por asa LAMP (por
sus siglas en inglés) (Fig. 8), la cual es ventajosa sobre la PCR porque no necesita
termociclador y su sensibilidad es muy parecida (de Paz et al., 2014).

Para la amplificacion isotérmica LAMP es necesario el disefio de 4 cebadores altamente
especializados como minimo. Ademas, es necesaria la Bst polimerasa la cual es una DNA
polimerasa con actividad desplazante de cadena proveniente de Bacillus stearo-
thermofilus. Todo esto en conjunto permite una posterior amplificacién de la regién de
interés sin necesidad de un termociclador (Fig. 8). Finalmente, la sefal se obtiene gracias
al desplazamiento de hebra de un solo paso también llamada OSD. Esta técnica utiliza un
fragmento de ADN semiduplex corto en donde hay una hebra mas larga que la otra. La
hebra mas larga tiene una region que actua como punto de apoyo reconociendo y
provocando la hibridacion con una secuencia diana complementaria en la region del asa de
los amplicones derivados de la amplificacion isotérmica. Después, se inicia un intercambio
de hebras que finalmente separa al fluorocromo de su quencher y provoca una sefial de
fluorescencia intensa en tiempo real permitiendo al OSD reportar la acumulacion desde
décimas a cientos de amplicones con la secuencia especifica y falsos positivos minimos
(Jiang et al., 2015; Zhang y Seeling, 2011).

Esta combinacion de técnicas demostré ser efectiva para detectar 17 copias de la secuencia
del Bacteroides HF183 por mL y no dar resultados positivos para la presencia de heces de
otros seres vivos como perros y gatos. Ademas, la metodologia de aplicacion de la prueba
es muy sencilla ya que se necesita un tratamiento minimo de la muestra que consiste en
una filtracion usando un sistema de jeringas. La respuesta positiva se puede medir
detectando la fluorescencia en tiempo real con un equipo para PCR o al punto final con un
teléfono inteligente (Fig. 9). Otra ventaja de este biosensor frente a otras técnicas de analisis
es que no requiere la purificacion de acidos nucleicos. Todo lo anteriormente mencionado
convierte a este método en una buena alternativa para el ensayo HF183 TagMan qPCR el
cual es considerado como uno de los mejores métodos para la identificacion de

contaminantes de tipo materia fecal humana en agua (Jiang et al., 2018).
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Figura 9. Método de aislamiento y amplificacion de material genético en muestras de agua para la deteccién
de materia fecal (Jiang et al., 2018).

4.2.1.2 Deteccién de contaminantes quimicos en agua

Ciertos contaminantes quimicos en el agua causan efectos adversos para la salud de las
personas como consecuencia de una exposicion prolongada al consumirla. En su mayoria,
la cantidad de contaminantes quimicos nocivos para la salud por una exposicion breve,
presentes en una fuente de agua es conocida y controlada. Sin embargo, pueden surgir
problemas si se desconoce la presencia de sustancias quimicas peligrosas cuyo efecto
nocivo es causado por una exposicion crénica (OMS, 2006). Segun la OMS, los
contaminantes quimicos en el agua de consumo pueden provenir de procesos naturales,

de la mineria, de las actividades agropecuarias, del uso de plaguicidas, etc. Entre las
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sustancias quimicas contaminantes del agua cuya presencia puede afectar a la salud
humana se encuentran el arsénico, bario, boro, cromo, flior, manganeso, molibdeno,
selenio y uranio (OMS, 2006).

Para el caso del monitoreo de contaminantes quimicos en el agua, el paso de amplificacion
de material genético no es requerido y el funcionamiento del sistema se reduce a las etapas
de reconocimiento del objetivo por el sensor y posterior produccién del reportero el cual
generara una sefial detectable. Tal es el caso del biosensor para campo para la deteccidn
de fluor desarrollado por Thavarajah y colaboradores de la universidad de Northwestern
(Thavarajah et al., 2019).

4.2.1.2.1 Biosensor de campo para la deteccion de fltor utilizando un ribointerruptor.

La incorporacién de fluor en el ser humano es beneficioso para reducir la incidencia de
caries dentales; sin embargo, la ingestion prolongada de concentraciones superiores a 2
ppm puede causar fluorosis del esmalte y de los huesos lo cual constituye un problema
grave en comunidades en entornos con recursos escasos (Meenakshi y Maheshwari, 2006).
La mayoria de los sensores fluorescentes o colorimétricos desarrollados en los ultimos afos
requieren equipo extra para el procesamiento de imagenes o utilizan disolventes organicos
toxicos, los cuales son dificiles de tratar para su desecho en el campo. Una alternativa
practica y simple que se pueda transportar a los lugares en donde se realice el muestreo
de agua es la construccién de sensores, como los ribointerruptores.

Existen regiones de los ARNms conocidas como regiones riborreguladoras o
ribointerruptores las cuales tienen la capacidad de interactuar directamente con una
molécula pequefia ocasionando un cambio en la expresién de uno o varios genes. Dentro
de estas regiones se pueden definir dos dominios: una seccion que se une directamente al
ligando con gran afinidad y otra seccion la cual va a sufrir los cambios conformacionales en
respuesta a las interacciones que tenga la primera. En esta segunda seccion, los cambios
conformacionales que se induzcan provocaran una regulacion en la expresion génica
transcripcional, postranscripcional o traduccional tanto activando como inhibiendo la
expresion de genes (Breaker, 2012). Estas propiedades de regulacion génica gracias a los
cambios conformacionales del ARNm son aprovechadas en areas como la biologia sintética
para crear herramientas de software sofisticadas que predigan interacciones entre el ARN
y demas moléculas (otro ARN, iones, etc.). También son aprovechadas para desarrollar

elementos regulatorios basados en ARN que al identificar la presencia de moléculas
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pequefias o ligandos generen como respuesta la sintesis de una proteina (Green et al.,
2014).

En el caso de este biosensor para fluor se utilizé una secuencia de ARN que actia como
un ribointerruptor sensible al fltor, pero que rechaza otros pequefios aniones como el cloro
y regula la expresion CrcB, la bomba de flujo de fluor en Bacillus cereus. Este interruptor se
configurd para controlar la transcripcion de genes reporteros rio abajo y se adicion6 a un
sistema de expresion libre de células para conferirle la propiedad de activar la expresion de
una proteina cuando se identifica la presencia de fluor resultando en una regulacion a nivel
transcripcional. El ribointerruptor se pliega cotranscripcionalmente en alguno de dos
estados dependiendo de la presencia de fluor. Cuando no hay fluor el ribointerruptor se
pliega en una estructura terminadora tipo horquilla que impide la expresion de genes rio
abajo y por tanto la produccién de la proteina reportera . Al contrario, cuando iones fluor se
unen al interruptor provoca una estabilizacion de una estructura alterna y por lo tanto la

produccion del reportero es posible (Fig. 10) (Thavarajah et al., 2019, Watters et al., 2016).
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Figura 10. Biosensor de fluor con ribointerruptor (Thavarajah et al., 2019).
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El biosensor anteriormente descrito puede ser utilizado con reporteros fluorescentes y
colorimétricos con una deteccion arriba de 2 ppm, que es el limite de deteccién mas bajo
de varios kits de prueba de fluoruro disponibles comercialmente (Thavarajah et al., 2019).
Algo sumamente importante y util es que todo el sistema libre de células incluyendo el ADN
codificante para el biosensor, puede ser liofilizado para su almacenamiento durante meses
0 para su transporte a largo plazo y basta con hacer una rehidratacion y posteriormente
incubarlo a una temperatura de 36°C a 37°C para activar su funcionamiento. Esto permite
la deteccion de fluor en agua subterranea sin necesidad de un procesamiento previo
(Thavarajah et al., 2020). Como una alternativa a la respuesta fluorescente y para mejorar
las sefales débiles que se obtuvieron con este tipo de respuesta, se utilizé la enzima
colorimétrica catecol 2,3-dioxigenasa (C23DQO) como reportera unicamente modificando el
vector y reemplazando el gen que codifica a la proteina verde fluorescente por el gen que
codifica a C23DO. Esta enzima produce un cambio de color oxidando su sustrato incoloro,
el catecol, a su forma semialdehido amarillo (Fig. 11) (Thavarajah et al., 2020).

Una ventaja importante de la deteccion de contaminantes utilizando SLC sobre los ribo-
interruptores en células completas es que parametros bioquimicos como la concentracion
de ADN se pueden ajustar facilmente para reducir los falsos positivos y mejorar el rango
dinamico. Ademas, dado que los ribo-interruptores actuan en cis, solo es necesario ajustar
la concentracion ADN por sensor lo cual es mucho mas simple que ajustar diversos
parametros en sistemas que utilizan reguladores de proteinas o ARN que actuan en trans
(Thavarajah, 2019). Econdmicamente esta tecnologia también representa una ventaja
sobre los kits comercialmente disponibles y los métodos electroquimicos para la deteccion
de fluor ya que al utilizar estandares de oro los costos van desde cientos a miles de USD
mientras que con este ribointerruptor en SLC el costo promedio por reaccion es de 0.40
USD (Thavarajah et al., 2020).

Ademas de la identificacion de flor, existen biosensores en sistemas libres de células que
detectan otros contaminantes de interés como metales y productos farmacéuticos o de

cuidado personal como antibidticos o cosméticos (Alam et al., 2019).
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Figura 11. Uso de un SLC para la produccién de biosensores de fltor utilizando una enzima colorimétrica
(Thavarajah et al., 2020).

4.2.1.2.2 Identificacion de atrazina con un biosensor en un sistema libre de células

Se ha reportado el desarrollo y optimizacién de un biosensor soportado en un SLC para
atrazina, con un funcionamiento diferente a los anteriormente expuestos. Este biosensor
integra la codificacién de una via metabdlica natural para la conversiéon de la atrazina en
acido cianurico con un sensor previamente caracterizado para realizar la deteccién de acido
cianurico (Silverman et al., 2020).

En la actualidad, el desarrollo de sensores para contaminantes de agua con base en
compuestos organicos sintéticos como lo son varios pesticidas no ha sido tan fructifera ya
que al ser compuestos sintéticos no se conocen sensores naturales a los cuales imitar. La

atrazina pertenece a las triazinas, un grupo de herbicidas comunmente usado para controlar
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el crecimiento de hierbas no deseadas en cultivos como lo son el de la cafia de azucar,
maiz y pifia. No obstante, se ha demostrado que la exposicién a atrazina presente en
cuerpos de agua aun en concentracion de trazas produce afectaciones a la salud de peces,
anfibios y reptiles (Hayes et al., 2010, Rohr & McCoy, 2010). Asimismo, se ha propuesto
que la exposicidn cronica a este herbicida puede provocar dafo al sistema reproductivo
humano, aunque esto aun se sigue investigando (Harper et al., 2020). La Agencia para la
Proteccion del Medioambiente de Estados Unidos EPA (por sus siglas en inglés)
recomienda una presencia ideal no mayor a 3 ppb 0 14 nM en cuerpos de agua, lo cual se
encuentra frecuentemente superado (Silverman et al., 2020).

Para la construccion del biosensor en cuestion se mimetizé la reaccién de conversion de
atrazina a acido cianurico que realiza la cepa ADP-1 de Pseudomonas sp a través de una
via en la que participan tres enzimas (AtzA, AtzB y AtzC) (Fig. 12). Posteriormente el acido
cianurico activa la transcripcion a través de la induccion del factor de transcripcion AtzR, el
cual reconoce la secuencia del operador dentro de un promotor disefiado. En el caso
especifico de la parte del sensor, se utilizo la estrategia de un sensor para acido cianurico
en un SLC previamente caracterizado el cual se puede mantener congelado en seco y
activarse con una muestra de agua que contenga cientos de micromolar de acido cianurico
(Liu et al., 2019). La combinacién de este biosensor con la via metabdlica reconstituida que
convierte atrazina a acido cianurico fundamenta este trabajo. Debido a las complicaciones
gue a veces se presentan al sintetizar varias proteinas in situ en una misma reaccion batch
en un SLC, se desarrollé una alternativa para la expresion previa de cada una de las
proteinas necesarias en extractos separados para posteriormente mezclarlas en la reaccién
propia para el biosensor. Para esto, se sobre expresaron las proteinas AtzA, AtzB, AtzC y
AtzR utilizando la maquinaria transcripcional endégena de E. coli en células completas que
después fueron lisadas. Cada proteina fue sobre expresada en un extracto individual por lo
que al final se disponian de cuatro extractos enriquecidos con su respectiva proteina. Esta
estrategia simplifica el disefio y la construccion del sensor al evitar tener que sintetizar las
4 proteinas en la misma reaccién con el riesgo de no tenerlas presentes en concentraciéon
suficiente. Ademas, esto permite jugar con la optimizacién del sensor Unicamente alterando

las proporciones de los extractos adicionados a la mezcla final (Silverman et al., 2020).
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Figura 12. Sistema de deteccion de atrazina (Silverman et al., 2020).

Como se muestra en la figura 12, todos los extractos enriquecidos individualmente se
mezclaron junto con un extracto celular sin previa expresion de proteinas (extracto no
enriquecido) y un plasmido codificante para la proteina verde fluorescente como reportero
(sfGFP). Después de una hora de incubacion, este sensor fue capaz de identificar
concentraciones de atrazina de 10 uM a 100 yM (Silverman et al., 2020).

En los biosensores en células completas ha sido identificada la disminucién notable de su
sensibilidad debido al gasto energético para producir la maquinaria enzimatica para la via

de conversion a acido cianurico antes de su identificacion por otro sistema enzimatico, lo
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que supone un segundo gasto energético (Hua et al., 2015). Ademas, en estos mismos
biosensores, fue identificado un efecto de inhibicion de crecimiento de las células causado
por la sobreexpresion de la proteina AtzB lo que también dificulta el funcionamiento del
biosensor en una célula completa. Realizar la expresion previa de esta proteina en lugar de
expresarla in situ resuelve estos problemas de inhibicién ya que la carga de expresion de
las proteinas esta amortiguada por el extracto no enriquecido altamente productivo que es
anadido a la mezcla final. Esta estrategia focaliza los recursos energéticos del extracto
celular directamente hacia la sintesis del reportero y no hacia la produccién de las enzimas
y factores de transcripcion. Por esto, para vias de multiples pasos enzimaticos, los sensores
en sistemas libres de células son ventajosos (Silverman et al., 2020, Voyvodic et al., 2019).
Aunque este biosensor aun no es capaz de detectar los 14 nM de limite de atrazina
establecido por la EPA, actualmente se trabajan en propuestas para mejorar la sensibilidad
(Silverman et al., 2020).

Con este trabajo se espera establecer un punto de partida para la expansién del rango de
moléculas detectables por sensores en sistemas libres de células combinando cascadas
metabdlicas sintéticas con redes basadas en factores de transcripcién. Se considera el uso
de esta estrategia de combinacion de vias metabdlicas y biosensores para la rapida

deteccion en SLC de otros pesticidas y contaminantes en el agua.

4.2.2 Biosensores para el diagnéstico de enfermedades utilizando sistemas libres
de células

4.2.2.1 Deteccion del virus del ZIKA

Otra forma en la que se utilizan los sistemas libres de células es en pruebas para el
diagnostico de enfermedades. Cientificos de la Universidad de Toronto, el MIT, la
Universidad de Boston y otros centros de investigacion desarrollaron una prueba para
detectar el genoma viral del virus del Zika con base en un SLC. El Zika, es un virus causante
de una enfermedad propagado por ciertas especies de mosquitos. Este virus caus6 una
pandemia en Sudamérica y América central en 2015 y 2016 y también, debido al
movimiento de las personas a través del mundo se presentaron casos en diversos paises
de Europa (Barzon et al., 2016). En mujeres embarazadas se ha encontrado que el virus
del Zika puede causar dafios graves al cerebro fetal en desarrollo como la microcefalia.
Ademas, también se le ha asociado con anomalias oculares, contracturas articulares y

potencialmente discapacidades (Fitzgerald et al., 2018).
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Las formas para la identificacion del virus en un individuo, como la deteccion de anticuerpos,
son limitadas en su valor diagndstico debido a la reactividad cruzada que se puede
presentar en pacientes que hubieran estado previamente infectados por otros flavivirus.
Debido a esto, un diagndstico valido requiere de un método caro de deteccion de acidos
nucleicos como una prueba PCR, para lo cual se necesita un laboratorio bien equipado
poco comun en localidades de bajos recursos (Campos et al., 2016). En este caso, como
propuesta de un biosensor semicuantitativo para el virus del Zika en un sistema libre de
células se utilizé un ribointerruptor similar a los anteriormente presentados, pero con un par
de diferencias en su funcionamiento.

Los “sensores de interruptor de pie” (toehold switches) son riborreguladores sintéticos en
SLCs programados para controlar la traduccion de un gen por medio de la unién tipo trans
de un ARN desencadenante. Estos sensores tienen una estructura tipo horquilla que impide
la traduccién de un gen en cis al secuestrar el sitio de union a ribosoma (RBS) y el codon
de inicio. Cuando el interruptor reconoce una region especifica de un ARN complementario
(ADN desencadenante) existe un cambio conformacional que resulta en la liberacion del
RBS y el codén de inicio por lo que se activa la traduccion del gen (Green et al., 2014).
Estos sensores toehold se disefian siguiendo un algoritmo in silico e insertando un sitio de
deteccién especifico para una region del ARN viral, en este caso, del virus del Zika. En el
caso de este sensor en especifico el interruptor se introduce en el SLC que contiene la
muestra en la que se quiere detectar el virus. Al hibridizar con el ARN objetivo la horquilla
se libera y se permite la traduccién del gen reportero. Con la finalidad de detectar la
presencia del virus en una muestra, el sensor se disefié para regular la traduccion de la
enzima LacZ (Fig. 13), la cual provoca un cambio de color convirtiendo un sustrato amarillo
(clorofenol rojo-B-D-galactopiranésido) a un producto morado (clorofenol rojo) (Pardee et
al., 2016).
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Figura 13. Interruptor de pie para la deteccién del virus del Zika (Pardee et al., 2016).

Para aumentar la sensibilidad de esta plataforma para el diagndstico del virus del Zika, se
acopl6 al sensor una previa amplificacion isotérmica de acidos nucleicos después de la
extraccion de ARN viral (Fig. 14). Esta amplificacion conocida como NASBA por sus siglas
en inglés (Nucleic acid sequence-based amplification) es extremadamente sensible y ha
sido utilizada previamente para otras herramientas diagndsticas (Cordray y Richards-
Kortum, 2012). Esta amplificacion comienza con una transcripcion reversa del ARN objetivo
mediada por un cebador especifico creando un duplex de ARN-ADN. Posteriormente una
ARNasa H degrada el templado de ARN permitiendo la union de un cebador de “avance
normal” que contiene el promotor T7 iniciando asi la elongacion de una hebra
complementaria para terminar con una doble hebra de ADN. Después, la transcripcidon
mediada por T7 del templado de ADN crea copias de la secuencia de ARN objetivo. Todos
estos nuevos ARNs objetivo pueden ser detectados por sensores de interruptor de pie y

también servir como material para nuevos ciclos de amplificacion (Pardee et al., 2016).

47



ARN del virus del Zika

<« 3\
—
Transcripcion DS
reversa T

Extraccién del ARN

* cebador
Degradacion *

por la primer
ARNasa H " NASBA
(2 hr, 41°C)
Sintesis *
del
ADNds
Transcripcién ARN T7 *
/\/
/\/
_ /\/ J
=
f\/

Figura 14. Método de amplificacion de acidos nucléicos NASBA de ARN viral para su deteccién con un sensor
tipo toehold (Pardee et al., 2016).

Las concentraciones de ARN viral en pruebas de pacientes infectados con Zika se
encuentran alrededor de 365 fM en orina y 4.9 fM en saliva y suero (Barzon et al., 2016,
Pardee et al., 2014). El sensor desarrollado unido a la amplificacién isotérmica permite una
deteccion desde los 3 fM de ARN desencadenante. Ademas, probo ser especifico para la
secuencia del virus del Zika descartando secuencias similares a la de éste, como la del
virus del Dengue al ser comparables sus resultados a los de un control negativo (Fig. 15).
Estos resultados lo vuelven una plataforma viable para la deteccion clinica del virus del
Zika.
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Figura 15. Deteccion del virus del Zika y virus del Dengue utilizando el biosensor de interruptor de pie aunado
a la amplificacion isotérmica de acidos nucléicos NASBA (Pardee et al., 2016).

Con el conocimiento previo de que los sistemas libres de células pueden ser liofilizados en
tubos para su almacenaje y transporte, en el 2014 Pardee y colaboradores reportaron una
nueva tecnologia para soportar y transportar circuitos genéticos con base en un SLC que
posteriormente se utilizd para la deteccién del virus del Zika. Para ello, copias del ADN
codificante para los respectivos ribointerruptores y un SLC capaz de expresarlas fueron
aplicados a discos de 2 mm de papel filtro y posteriormente liofilizadas. Para poder analizar
si una muestra contiene el ARN viral, basta con rehidratar los discos de papel con la muestra
y agua y esperar a la sefial colorimétrica como se ejemplifica en la figura 16 (Pardee et al.,
2014). Lo anteriormente mencionado permite la extraccion de estos ribo-interruptores de
los laboratorios de investigacion, de una forma estéril y segura, para ser distribuidos y
almacenados a temperatura ambiente, brindando una solucion a los retos para el

diagndstico de este virus en comunidades de dificil acceso (Pardee et al., 2016).
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Figura 16. Metodologia de deteccion del virus del Zika utilizando un SLC soportado en un disco de papel para

su facil transporte.
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4.3. Ingenieria de metabolitos

La mayoria de las biotransformaciones actuales se consiguen mediante el uso de
fermentacion microbiana. Varios microorganismos han sido manipulados y optimizados
genéticamente para la mejora en la sintesis de biocombustibles y demas sustancias
quimicas. Sin embargo, estos sistemas sufren una falta de concordancia entre los objetivos
de ingenieria y los objetivos celulares ya que, al ser organismos vivos los que realizan las
biotransformaciones, una considerable cantidad de sustrato y energia son utilizados para
el crecimiento celular y el autoreplicacion (Lu, 2017, Rollin et al., 2013). Igualmente, aun en
las bacterias mas simples, el metabolismo celular es dificil de controlar, ya que al alterar
algunas de las vias metabdlicas para mejorar la sintesis de un producto se puede afectar
negativamente al resto de la célula. Asimismo, el producto deseado puede ser toxico para
el microorganismo provocando su muerte. Todo lo previamente descrito constituye el mayor
obstaculo para lograr una produccién a gran escala que sea competitiva en costos de
biocombustibles y sustancias bioquimicas utilizando microorganismos (Zhang et al., 2015).
Por esta razon separar la proliferacion celular de la produccion de metabolitos puede ser
una gran ventaja (Lu, 2017).

Los SLC en la biologia sintética surgen como una opcion para lograr diferentes
biotransformaciones sin preocuparse por el crecimiento celular, el metabolismo complicado
y la obtencion de productos secundarios no deseados por lo que se presentan como una
alternativa a la fermentacion (Zhang et al., 2015). Este tipo de sistemas presentan ventajas
en la biomanufactura como una tasa de sintesis rapida, el buen control de la direccion de
la reaccion y la tolerancia a sustancias y productos toxicos (Zawada et al., 2011). Al
conservar en los SLC unicamente las enzimas relacionadas con la producciéon de la
molécula objetivo, se ofrece el control de las vias metabdlicas para la maxima eficiencia de
conversién. Para las biotransformaciones estos sistemas pueden basarse en extractos
celulares o en proteinas purificadas (sistemas PURE) y lo que diferencia a las
biotransformaciones utilizando un SLC de las biotransformaciones tradicionales con el uso
de enzimas es que los SLC se definen como biosistemas in vitro compuestos de mas de

tres enzimas en un mismo recipiente para la produccion industrial.
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Biotransformaciones

Microbianas Libres de células
Basadas en Basadas en
extracto celular enzimas
purificadas
| |
Enzimaética Biosistemas libres
tradicional de células para la

biomanofactura

Un ejemplo de esto lo podemos encontrar en la produccién de biohidrogeno a partir
azucares renovables de bajo costo. Esta es una excelente opcién para la produccion de
este gas ya que no se emplean combustibles fésiles y a que la emision de gases de efecto
invernadero es casi nula. En un estudio realizado por Myung et al. se diseiid una via
compuesta de 15 enzimas para la conversion de sacarosa, glucosa o fructosa y agua a
hidrégeno sin el uso del costoso ATP (Myung et al., 2014). Utilizando esta via enzimatica
demostré producir hidrégeno al 96.7 % del rendimiento maximo teérico (Myung et al., 2014).
En el caso de la produccién de alcoholes, Guterl et al., reportaron una novedosa estrategia
utilizando un SLC para la obtencion de etanol e isobutanol a partir de glucosa. Este tipo de
alcoholes, son excelentes plataformas moleculares para la produccién sustentable de
combustibles y demas productos quimicos. Sin embargo, su produccion actual con base en
la fermentacion realizada por microorganismos esta limitada por diversos aspectos. Por
ejemplo, la baja tolerancia de estos microorganismos al producto final. Una concentracion
alrededor del 1-2% (v/v) de isobutanol puede ser téxica para células de levadura,
reduciendo la tasa de crecimiento del microorganismo. Otro aspecto limitante para la
produccién basada en células completas es la baja tolerancia a los cambios de temperatura
y la dificultad para introducir un flujo alto del sustrato al metabolismo de la célula. Ademas,
la presencia inherente de multiples vias metabdlicas celulares deriva en el uso de sustrato
para vias de reaccion no productivas. La estrategia disefiada basada en SLC utiliza una
reaccion glucolitica en cascada compuesta de sélo 4 reacciones catalizadas por enzimas
requiriendo de una sola coenzima (NAD"). La seleccion de enzimas para esta reaccion en
cascada en un SLC se baso en su estabilidad y selectividad. También, al ser un sistema
abierto por naturaleza, se pudieron utilizar enzimas de organismos termofilos. Este tipo de

sistemas pueden funcionar bajo condiciones a las cuales en un sistema celular comun la
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produccion microbiana habria cesado. El uso de esta biotransformacion en un SLC puede
extenderse para la produccion de una gran variedad de moléculas relevantes para la
industria con altos rendimientos y una facil recuperacion al final de la produccion (Guterl et
al., 2012).

En resumen, aunque diferentes estrategias para la ingenieria de metabolitos se han
desarrollado y probado en células para el incremento en la produccion de sustancias,
numerosos estudios indican que el aumentar el rendimiento tedrico de conversion para una
biotransformacién en una célula es una tarea poco posible. Por esta razén los SLCs al no
necesitar de un crecimiento celular comienzan a ofrecer la posibilidad de disefiar e integrar
vias metabdlicas sintéticas para la produccién de sustancias y por lo tanto aspirar a
rendimientos maximos mayores para el mejoramiento de la produccion bioindustrial (Lu,
2017).

4.4 Uso de SLC para crear células artificiales

Una célula artificial es una capsula membranal disefiada para albergar materiales
biolégicamente activos que en conjunto desempefien funciones especificas. Para la
construccion de una célula artificial existen dos enfoques diferentes: de “arriba hacia abajo”
(top-down) y de “abajo hacia arriba” (bottom-up). El enfoque top-down se enfoca en la
construccion de una célula “minima” reduciendo y simplificando el genoma de una célula
natural. Sin embargo, este enfoque resulta caro, tardado y dificil de escalar. En contraste,
el enfoque bottom-up pretende crear una célula ensamblando una serie de componentes
no biéticos, o sea desde un SLC (Xu et al., 2016). La construccién de una célula artificial se
puede conseguir con el acoplamiento de tres elementos basicos. El primero es una
membrana semipermeable estable que encapsule los constituyentes de la célula
protegiéndolos de ser dafiados por el ambiente externo y al mismo tiempo permita el
intercambio selectivo de materia y energia. También, es necesaria la presencia de una
molécula que albergue la informacion genética ya sea de ADN o ARN Yy finalmente un
sistema metabdlico que provea de energia a las células, y les confiera la capacidad de auto
mantenerse, auto renovarse y auto procesar de informacion (Xu et al., 2016).

Las aplicaciones de estos sistemas son variadas. Entre ellas se encuentran el estudio de
procesos celulares y el desarrollo de nuevas herramientas biotecnolégicas para
aplicaciones médicas, ambientales, industriales y de investigacion (Xu et al., 2016). La
sintesis in vitro de dos proteinas diferentes en regiones de vesiculas definidas se ha logrado

haciendo uso de células artificiales creando una compartimentalizacion en el interior de
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éstas la cual permite tener diferentes regiones dedicadas a diferentes procesos biolégicos
(Elani et al., 2015). Otra aplicacion tremendamente importante representa una innovacion
para la biomedicina ya que se propone que células artificiales hechas de SLC se puedan
disefar para sintetizar y entregar drogas medicinales a sitios especificos en respuesta a un
estimulo (Lu, 2017).

4.5 Otras aplicaciones de los SLCs

Ademas de las descritas anteriormente, los SLCs se han utilizado, por ejemplo, para la
incorporacion de aminoacidos no proteinicos a proteinas, lo cual no es tan sencillo en un
sistema de expresion in vivo. Reemplazar alguno de los 20 aminoacidos estandar con
aminoacidos no protéicos en una proteina le puede conferir de nuevas propiedades
fisicoquimicas y nuevas funciones bioldgicas (Gao et al., 2019).

La produccién de particulas tipo virus VLPs ha sido otra reciente aplicacion de los SLCs.
Estas particulas de 25 a 100 nm son complejos auto ensamblados de una o mas proteinas
estructurales. Estos complejos estructuralmente parecidos a los virus provocan una
respuesta inmunogénica pero ya que no contienen el material genético pueden ser
utilizados como vacunas seguras (Jennings & Bachmann, 2008). Ademas, debido a su
estructura “hueca” son candidatos para la entrega de farmacos y agentes terapéuticos. La
dificultad en la produccion recombinante de los VLPs se deriva de las inconsistencias
estructurales y de composicion al escalar la produccion por lo que plataformas con base en
SLCs se han desarrollado exitosamente para facilitar la construccion de los VLPs (Bundy
et al., 2008).

Un area importante de la biologia sintética para el estudio del comportamiento celular es la
construccion de redes genéticas sintéticas las cuales tienen una amplia variedad de
aplicaciones biolégicas y médicas. En la naturaleza, el control del comportamiento celular
esta codificado en estas redes genéticas las cuales toman sefiales internas y externas y a
través de un flujo de informacién, en forma de la expresion de genes, provocan un
comportamiento final. El proceso de construccion sintética de estas redes para su estudio
se puede generalizar como un proceso ciclico de “disefio, construccién y prueba” donde las
etapas de disefio de las secuencias de ADN que codifican a las partes regulatorias y la
incorporacién de estas secuencias en constructos de expresion han tenido un desarrollo
rapido en los ultimos afios. Sin embargo, en la etapa de la “prueba”, el lento proceso de
incorporar el ADN a las células y la falta de consistencia en la expresion de los genes,

debido a los limites propios de las células, hacen que este ultimo paso tome varios dias lo
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cual entorpece el ciclo. Los SLCs ofrecen una alternativa para permitir la caracterizacion de
las redes genéticas de una manera rapida y simple por lo que se puede probar un repertorio

mas amplio de constructos en menor tiempo (Takahashi et al., 2015).

5 CONCLUSIONES

Con base en la investigacion realizada acerca de las ultimas aplicaciones que ha tenido la
tecnologia de sistemas libres de células, ésta se puede describir como una plataforma
emergente para la biologia sintética y la biotecnologia capaz de complementar o en
ocasiones sustituir procesos que en el pasado se realizaban Unicamente en sistemas in
vivo. La tolerancia, estabilidad y habilidad para producir proteinas en cortos periodos de
tiempo hacen a los SLC una alternativa viable para la sintesis de estos bioproductos. Por
otro lado, ademas de permitir la obtencién de moléculas como elementos regulatorios
génicos, proteinas y enzimas, estos sistemas contribuyen a la mejora del disefio de
sistemas bioldégicos como vias metabdlicas y de regulacion génica, asi como en niveles
extracelulares para la construccién de células sintéticas o el estudio de la comunicacion
celular. También, la posibilidad de mantener a los SLCs almacenados en su forma liofilizada
hasta por 1 afio demuestra su gran estabilidad y practicidad para su transporte. En la
actualidad existe un interés en la optimizacién de parametros involucrados en la expresién
para extender el alcance de esta plataforma, como lo son el uso de codones dependiendo
el extracto celular a utilizar, la seleccion y concentracion de plasmidos, y los mismos
reactivos que componen el SLC.

Por otra parte, a pesar de que se estudia el uso de nuevas fuentes del extracto celular
diferentes a E. coli para expandir las aplicaciones de la herramienta, los extractos de E. coli
siguen siendo la opcion mas utilizada y practicamente los Unicos capaces de producir
proteinas en rendimientos comparables con los procesos en células completas.

Si bien este tipo de sistemas presentan un alto nivel de control, gracias a su naturaleza de
sistema abierto, también presentan dificultades propias como la falta de homeostasis, la
cual provoca una ultra sensibilidad de las reacciones libres de células a variaciones en las
condiciones del entorno. Igualmente, se requiere trabajo adicional para validar la posibilidad
de medicidon de constantes de velocidad biofisicas necesarias en un entorno fisicoquimico
similar al de dentro de una célula.

En cuestién de las aplicaciones mencionadas, tanto para los biosensores como para la
biomanufactura, ha habido un gran progreso en los ultimos afios. No obstante, se deben

realizar estudios adicionales que demuestren la produccion de sensores y proteinas
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terapéutica en grandes volumenes. Tiempos de reaccion mas largos (como dias o semanas
en lugar de horas) beneficiaria a la bioproduccion utilizando este tipo de sistemas y ayudaria
al estudio para mejorar el metabolismo dentro de ellos. Para esto, se tiene que considerar
la estabilidad de los templados circulares de ADN durante periodos largos de tiempo, entre
otros criterios. En relacion con esta herramienta, se sabe que existen variaciones en los
lisados celulares de un lote a otro, lo cual limita la predicciéon de los resultados entre
repeticiones de un experimento. El poder garantizar una consistencia entre lotes en su
composicion, que se extienda hasta el rendimiento de la proteina a obtener es un punto
clave. Por otra parte, debido a la importancia de las modificaciones postraduccionales que
se necesitan comunmente en varios bioterapéuticos, es necesario conocer a detalle la
biosintesis de éstas para llevar a cabo ingenieria en los sistemas y poder generar estos
productos. Mientras los métodos para la expresion génica en sistemas libres de células se
vuelvan mas sencillos y menos caros, su rango de aplicacion continuara aumentando
dramaticamente, especialmente para la obtencion de bioproductos en donde los sistemas
tradicionales presenten complicaciones. En el caso de la bioproduccion a escala industrial,
debido a los altos costos que aun tienen los componentes de un sistema libre de células,
es probable que se continie optando por los sistemas celulares tradicionales. No obstante,
esta situacion podria cambiar pronto con el desarrollo de herramientas que disminuyan los
costos y extiendan los tiempos de reaccién. Lo anterior daria pauta a que, en poco tiempo,
la decision de usar un sistema celular o un sistema libre de células sea mas dificil de tomar.
Hoy en dia sin duda alguna la combinacion de los sistemas celulares y libres de células es
una excelente forma para explorar nuevas posibilidades de obtencion de bioproductos de

interés global.
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