VOLUMEN 16

XXVIl Verano De la Ciencia
[ hedotba-a! ISSN 2395-9797
WwWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

XxXvii

7//,.

SISTEMA LIBRE DE CELULAS: PRODUCCION DE PROTEINAS
IN VITRO

Blanca Patricia Lozano Pedraza', Fernanda Nallely Balandran Guardado', Liliana Martinez Villanueva', Fernanda Mendoza
Acosta?*, José E. Barboza Corona',*

'Departamento de Alimentos, 2Posgrado en Biociencias, Division de Ciencias de la Vida, Universidad de Guanajuato Campus Irapuato-
Salamanca

*Autores para correspondencia: josebar@ugto.mx

Resumen

Los sistemas sin células han logrado posicionarse a lo largo del tiempo, convirtiéndose en métodos claves para
aplicaciones de biologia sintética. Estos sistemas han sustituido y generado disefios benéficos para la
manipulacion de sistemas biolégicos y la produccién de proteinas. La sintesis de proteinas libres de células
(CFS) ha crecido de tal manera que se ha convertido en una plataforma potente para la produccién de proteinas
de alto rendimiento. En comparacion de la expresion clasica de proteinas in vivo, los sistemas libres de células
no necesitan clonacion ya que consumen mucho tiempo, y la naturaleza abierta proporciona una facil
manipulacion de las condiciones de reaccién y por lo tanto un potencial de alto rendimiento. En esta revisiéon
discutimos las oportunidades futuras en el area de alimentos, las ventajas, aplicaciones recientes en la sintesis
de proteinas libres de células, asi como el uso de sistemas libres de células para el disefio, fabricacion y estudio
de dicha produccién.
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Introduccion

Con el paso del tiempo la ciencia sigue evolucionando satisfactoriamente en base a las necesidades bio-
industriales, esto se ha logrado gracias a la incorporacién de diferentes disciplinas tal como la biologia sintética
la cual se ha enfocado en la creacién de nuevas tendencias. Asi mismo los sistemas libres de células han
llamado cada vez mas la atencion, puesto que sirven como una herramienta para lograr funciones bioldgicas
complejas fuera de la célula. Los CFS se han convertido en una opcion ideal para la creacion de prototipos, la
produccién de proteinas y la bio-deteccion, debido a su alto control, tolerancia, estabilidad y capacidad para
producir proteinas en poco tiempo (Zhang et al., 2021). Sin embargo, para lograr estos objetivos, es necesario
que los componentes de reaccién libres de células se conserven mediante métodos de encapsulacién o
liofilizacion, los cuales involucran la incorporacion de componentes en matrices porosas como papel o
hidrogeles (Silverman et al., 2020).

En este trabajo se utiliz6 como modelo E. coli ya que esta bacteria es uno de los sistemas mas utilizados para
la produccion de proteina tanto in vivo como en sistema libre de células. Este microorganismo tiene la capacidad
de crecer rapidamente con alta densidad en medios de cultivo de bajo costo, y en el mercado hay una gran
disponibilidad de cepas mutantes, tal como el sistema BL21 (Lesley et al., 2005).

Biologia sintética

La biologia sintética propone disefiar y construir nuevos aspectos biolégicos, mecanismos, o re-disefiar
sistemas existentes que logren brindar cualidades con un propdsito definido como la adaptacion, evolucion,
conocimiento e interaccién entre sistemas de manera modular; confiable y predecible (Khalil et al., 2010).
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La aplicacion de la biologia sintética ha logrado el desarrollo de muchas tecnologias que requieren la utilizacion
de una célula completa (Voigt et al.,2010) ya que pueden ser capaces de modificar o transformar diversos
aspectos de la vida moderna. Sin embargo, los cuestionamientos de la bioseguridad han restringido el uso de
células modificadas (Lee et al., 2018). Esto es debido a que los sistemas basados en células pueden conllevar
un riesgo de escape o contaminacion que podria afectar la salud humana, la seguridad alimentaria y el medio
ambiente (Jia et al., 2017). Por lo anterior, la biologia sintética ha optado por los sistemas libres de células ya
que estos pueden funcionar como una herramienta para facilitar la sintesis de proteinas in vitro (Harbers et al.,
2014).

versidad de Guanajuato

Sistema libre de células

Los sistemas libres de células actualmente se han convertido en elementos clave para aplicaciones en biologia
sintética (Tinafar et al.,2019), puesto que se han hecho importantes aportaciones a la comprension de diversas
disciplinas como la biologia molecular, bioquimica fundamental y el entendimiento de circuitos genéticos
complejos (Tinafar et al., 2019). Inicialmente estos sistemas se crearon como herramientas para facilitar la
sintesis de proteinas in vitro (Martin et al., 2017). La produccion de proteinas libres de células ha permitido la
elaboracion de proteinas recombinantes de una manera mas rapida y econémica (Perez et al., 2016).
Basicamente los sistemas libres de células, contienen enzimas necesarias para realizar la transcripcion, la
traduccion y, en general, los procesos fundamentales del dogma central (ADN->ARN-=proteina)
independientemente de una célula (Figura 1) (Martin et al., 2017)
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Figura 1. Esquema representativo de la sintesis de proteinas libres de células.

Los CFS hacen referencia a que no existe una barrera fisica (p. ej., una pared celular para la programacién y la
modificacién). El rendimiento de este tipo de sistemas “CFS” se puede acrecentar con el uso de proteinas o
moléculas pequefias mejorando las redes de los genes sintéticos o la eficacia de las reacciones (Didovyk et al.,
2017).

Una ventaja importante de los CFS es que se pueden liofilizar permitiendo el almacenamiento y la distribucion
de la temperatura ambiente durante su proceso, para la activacion de estos sistemas lo Unico que

se necesita es agregar agua en el momento en el que se deseen aplicar (Pardee et al., 2014). Esta
caracteristica es una gran ventaja para estos sistemas ya que se han utilizado para implementar herramientas
codificadas genéticamente y bioseguras. Asi mismo en la ejecucion de temas completamente nuevos, como lo
son la educacion global y la salud (Pardee et al., 2016).
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Historia

En la década de 1960 Nirenberg y Matthaei por primera vez utilizaron extractos libres de células de E. coli con
la finalidad de poder descifrar la secuencia del codigo genético (Nirenberg et al., 1961). Tiempo después Spirin
y colaboradores mejoraron la vida util operativa de la produccién de proteinas con intercambios continuos de
reactivos y productos, sin embargo, se tenian ciertas deficiencias; sélo se podia sintetizar un solo producto y se
mantenian con energia limitada (Spirin et al., 1988). Posteriormente los CFS se mejoraron al producir ATP
utilizando nivel de sustrato y de fosforilacién oxidativa (Jewett et al., 2004).

Eduard Buchner fue el primero en presentar un sistema libre de células utilizando extractos de levadura. Sin
embargo, desde entonces se han encontrado fuentes alternativas que han ayudado a un mejor desarrollo de la
biologia sintética (Barnett et al., 2001).

Caracteristicas

Los sistemas libres de células son una herramienta in vitro altamente utilizada para el estudio de las reacciones
biolégicas que ocurren dentro de las células, ademas los CFS pueden reducir complejas interacciones que se
encuentran en una célula completa (Swartz, 2006). De igual modo con estos sistemas se puede realizar la
produccién de proteinas a una alta velocidad incluyendo las proteinas que pueden llegar a ser toxicas para las
células (Ezure et al., 2010), es decir; la sintesis de proteinas libres de células (CFS) es una forma de sintesis
de proteinas rapida (Carlson et al., 2012; Gregorio et al., 2012), puesto que de esta manera se logran obtener
grandes cantidades de proteinas con caracteristicas similares a las convencionales mediante técnicas de
ingenieria genética y cultivo celular (Swartz, 2006).

Tipos de sistemas libres de células

Los sistemas libres de células se pueden clasificar en dos principales tipos: aquellos que son basados en
extractos de células, los cuales eliminan los componentes del interior de la célula para su uso externo, y aquellos
que son basados en enzimas purificadas, este tipo de sistema requiere la utilizacion de componentes purificados
de las moléculas que van a participan en un proceso determinado. El sistema que implica extracto celular se
considera susceptible a problemas como lo es la degradacién rapida de componentes, fuera de su anfitrién, ya
que puede hacer que el ARNm se degrade rapidamente e interrumpa la sintesis de proteinas (Joseph et al.,
2013).

Aplicaciones

Actualmente los sistemas libres de células se utilizan en una gran variedad de aplicaciones debido a que son
mas eficientes y rapidos, estos pueden ir desde la produccion de proteinas terapéuticas a la biologia sintética
(Hodgman et al., 2012). Asi mismo existen varias plataformas de tecnologias CFS, tales como PANOXx-SP y
Cytomin las cuales fueron desarrolladas por Swartz y colaboradores y la plataforma TX/TL de Noireaux. Por
otra parte, también se ha dispuesto una gran variedad de CFS basados en extractos de células eucariotas. Uno
de los mas reconocidos es el extracto de germen de trigo (WGE), el cual se ha utilizado como un CFS eficiente
para la produccion de una amplia variedad de proteinas funcionales (Madin et al.,2000).

De tal manera que la via sintética sin células se ha posicionado como una nueva técnica de bio- fabricacion de
bajo costo, en comparacion de la fermentacion microbiana, que ha sido utilizada durante miles de afios (Gregorio
et al., 2019). Por lo que estos bio-sistemas libres de células tienen un par de ventajas exitosas dentro de las
aplicaciones industriales (Joseph A et al., 2013).

Ventajas sobre sistemas in vivo

Los CFE tienen muchos beneficios que van dirigidos a la sintesis de proteinas in vivo, una de las principales
ventajas es que los CFS permiten la expresion génica tanto del ADN plasmidico como de las plantillas de
expresion lineal (McSweeney et al 2021), por lo que estos sistemas se consideran como herramientas bastante
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efectivas para la realizacion de programas genéticos o la sintesis de proteinas in vitro. Una de las formas mas
comunes de los CFS, es que son sistemas basados en lisado, el cual se compone de un extracto celular crudo
generalmente de E. coli, el cual es combinado con cofactores suplementados y sustratos esenciales para
transcripcion y traducciéon (Khambhati et al., 2019).
Asi como también las limitaciones de transporte inherentes a los sistemas de células completas debidas a la
membrana celular se reducen en los CFE debido a que no tienen membrana, lo que genera un mejor control
sobre la dosis de plasmido, pH y los niveles de inductor (Swartz 2006). Por otro lado, los sistemas libres de
células también son capaces de eliminar los problemas de toxicidad celular que surgen in vivo a partir de la
expresion de ciertas proteinas, evitando la inestabilidad del pldsmido que a menudo es causada por la toxicidad
(Katzen et al., 2005).

Estos sistemas han acelerado la investigacion de los principios biolégicos (Nirenberg y Leder, 1964) y a su vez
se han aplicado en entornos que van desde la produccién de proteinas a gran escala de relevancia industrial
(Zawada et al., 2011) hasta la deteccion previa de la sintesis de glicoproteinas (Schoborg et al., 2018). Son
considerados sistemas atractivos para el desarrollo de sensores, con aplicaciones ambientales (Verosloff et al.,
2019; Thavarajah et al., 2020) y diagndsticos biomédicos faciles de usar (McNerney et al., 2019).

En general estos sistemas son bastantes eficaces ya que reducen la complejidad, eliminan las barreras
estructurales y no requieren el mantenimiento de la viabilidad celular. Sin embargo, los sistemas libres de células
se han visto limitados por su incapacidad para coactivar multiples redes bioquimicas en una Unica plataforma
integrada (Jewett et al., 2008).

Perspectivas con énfasis en el area de alimentos

La produccién de proteinas por medio de sistemas libres de células es uno de los grandes objetivos en la
actualidad, debido a que las proteinas elaboradas de forma natural no logran ser eficaces para su uso de forma
industrial o de laboratorio debido a las altas inversiones en tiempo y dinero, es por ello que algunas se han
elaborado de forma recombinante con el fin de mejorar la produccién, sin embargo, se tienen grandes
perspectivas en que la mayoria de las proteinas existentes puedan ser obtenidas por medio de sistemas libres
de células, siento el mejor método para su produccion.

La hemoglobina es una proteina que contiene un pigmento rojizo y que transporta y almaceno oxigeno a través
del musculo. EI hemo se encuentra en la hemoglobina de la sangre siendo el hierro su principal elemento
quimico que es el que le confiere el sabor caracteristico a la carne. En la actualidad se produce hemoglobina
recombinante por medio de la bacteria E. coli; sin embargo, (Villarreal et al., 2008) mencionan que debe estar
presente suficiente hemo intracelular, o la proteina se pliega incorrectamente y se degrada, por lo que al producir
hemoglobina libre de células ademas de evitar una degradacion de esta proteina, se produciria con mayor
rapidez, y se obtiene de forma mucho mas factible (Winslow et al., 2008).

La caseina es una proteina que se encuentra en productos lacteos y se caracteriza por darles el color blanco;
es una proteina que tiene todos los aminoacidos esenciales que nuestro cuerpo necesita para funcionar
(Climan., 2021). Esta proteina se ha elaborado de forma recombinante, recibiendo un amplio interés por lograr
un alto rendimiento, ademas de obtener la estructura especifica en la que estan presentes las caseinas (Hettinga
et al., 2022). Al elaborar una caseina libre de células por medio de germen de trigo se produciria un aumento
de unas 250 veces en comparacion con los métodos recombinantes, por lo que la aplicacién de sistemas libres
de células seria el mejor método para su produccién (Takemoto et al., 1980).

Por otra parte, la beta-lactoglobulina (3-Lg) es la proteina que se encuentra en el suero de la leche de animales
rumiantes. Se ha producido B-lactoglobulina bovina recombinante mediante la proteina E. coli utilizando un gen
de proteina manipulando, obteniendo una proteina idéntica a la natural, con mayor produccién y mas econémica
(Loch et al., 2016), sin embargo, se ha realizado una sintesis de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina in vitro
mediante sistemas libres de células derivados de las gldndulas mamarias de la oveja lactante, al obtener buenos
resultados se espera realizar el mismo procedimiento en glandulas mamarias de vaca para la obtencion de beta-
lactoglobulina de forma mucho mas rapida, econémica en comparacion con la recombinante ya existente (Gaye
etal., 1972).

Otra proteina importante derivada del huevo es la albumina que representa un 54-60% del total de sus proteinas,
se localiza en la clara y tiene un alto valor biolégico en la naturaleza debido a que cuenta con todos los
aminoacidos esenciales. Esta proteina se ha elaborado de forma recombinante sin componentes de origen
animal, ofreciendo una gran flexibilidad en cuanto al tamafio de produccion, asi como bajos costes (Farran.,
2001). Actualmente se pretende realizar sintesis de albimina por medio de una sintesis de proteinas libres de
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células derivadas de un extracto de germen de trigo, logrando una gran produccion de albumina por medio de

un método mucho mas eficaz, rapido, y econdémico sin necesidad de utilizar animales para su produccion (Tse
etal., 1977).

De igual manera, la Ovotransferrina es una proteina derivada de la clara del huevo, siendo una proteina que
sobresale por sus grandes beneficios, es por ello por lo que es muy usada en el sector alimenticio industrial y
farmacéutico, logrando ser obtenida de forma recombinante para disminuir costos y tiempos, ademas sin utilizar
animales para su produccion (Mizutani et al., 2004). Esta proteina no se ha logrado elaborar por medio de
sistemas libres de células, siendo uno de los objetivos futuros para poder ser obtenida sin necesidad de
productos de origen animal, lograr una amplia gama de proteinas con alto rendimiento para una gran variedad
de aplicaciones posteriores, logrando asi ser Util para el sector alimenticio y farmacéutico, pues para obtener
esta proteina de forma natural y recombinante es poco eficiente (Chong 2014).

La Lisozima es una proteina del huevo de alto interés industrial, se encuentra de forma soluble en la clara del
huevo y se utiliza en especial en bodegas para el control de las bacterias lacticas de los vinos. Actualmente se
han elaborado lisozimas de forma recombinante por medio de hongos filamentosos, obteniendo buenas
producciones y costos bajos; sin embargo, la demanda de esta proteina a nivel industrial es elevada, por lo que
se comprob6 que elaborarla de forma recombinante es mejor que de forma natural, pero no el mejor método
(Schweiger et al., 1969). La elaboracién de lisozima por medio de sistemas libres de células ha sido una gran
alternativa, pues se cree que su produccion sera mucho mayor que de forma recombinante, siento una gran
opcién para realizar grandes producciones, mas econdmica, ahorrando tiempo y asi poder realizar muchos mas
estudios sobre los beneficios que contiene; esta teoria se ha logrado con otras proteinas, por lo que se cree
que con la albumina se puede lograr grandes resultados (Cappannella et al., 2016).

La ovomucina es una proteina que comprende un 3.5 % aproximadamente del total del huevo y es la que le
confiere la estructura de gel a la clara espesa. En la actualidad esta proteina no se ha elaborado de forma
recombinante, debido a su baja demanda. Una producciéon masiva estadarizada a través de sistema libre de
células, podria permitir ampliar el uso de dicha proteina en otros productos como gelificante (Tu et al., 2020).

En general, la produccion de proteinas a través de un sistema libre de células aun tiene muchas cosas por
explorar y por establecer para mejorar el sistema de produccion. Finalmente, el sistema libre de células en ideal
para probar estrategias racionales de biodisefio, guiados por modelos y de ingenieria avanzada (Laohakunakorn
Nadanai. 2020).
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