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Fundamentos de edicidn genética por CRISPR/Cas9 mediante el uso de la

tecnologia de Cell-Free
Introduccion

La Biologia Sintética (SynBio) es un campo de investigacién que aplica los principios basicos de la
ingenieria en el (re)disefio efectivo de organismos vivos y sistemas de tipo bioldgico a fin de generar
un conjunto de resultados deseados dando nuevas soluciones a los problemas globales de salud,
agricultura, cambio climatico y manufactura de productos de alto valor, lo que ha ampliado las
fronteras de las ciencias bioquimicas, biotecnoldgicas y biomédicas a largo de ya dos décadas de
exitosos resultados, (Hanczyc, 2020; Gallup et al., 2021). Esto ha logrado posicionar a la SynBio como
el eje principal en la innovacion dentro de la bioeconomia aumentando su dimensiéon comercial, desde
la ingenieria de organismos como alternativas verdes a procesos industriales convencionales o
simplemente mediante la produccidn de reactivos de alto valor utilizados en la investigacion cientifica,
la academiay la industria (El Karoui, et al., 2019). Dicho éxito se debe principalmente a que desde sus
origenes la biologia sintética ha tenido como base la estandarizacién de partes bioldgicas con el fin de
i) reusarlasy ii) ensamblar facilmente nuevas moléculas de ADN, permitiendo la ingenieria de modelos
bioldgicos bajo los principios de Disefiar-Construir-Probar-Aprender.

El inicio de la tercera década de la biologia sintética (2021-2030), trae consigo nuevos retos que
deberan ser abordados con los avances previamente desarrollados en la ingenieria de cepas
automatizada, el descubrimiento metagendmico, la ingenieria metabdlica, la evolucidén dirigida
(Premio Nobel de 2018), el disefio de circuitos genéticos y la edicién del genoma (Premio Nobel de
2020), con el fin de desarrollar nuevas plataformas bioldgicas sintéticas para escenarios fuera del
laboratorio con un enfoque en tres principales espacios de aplicacién: bioproduccién, biodeteccién y
suministro de reactivos (Brooks & Alper, 2021). En este sentido los sistemas libres de células (cell-free
systems; CFS) han evolucionado como plataformas claves para aplicaciones de biologia sintética.
Originalmente, los sistemas libres de células fueron concebidos como herramientas para la sintesis in
vitro de proteinas utilizando la maquinaria molecular extraida de lisados celulares (ribosomas vy
factores de transcripcion auxiliares). Ademas de la maquinaria de transcripcion-traduccion, los CFS
requieren de un adecuado suministro de elementos claves, tales como aminoacidos, sales, agentes de
hacinamiento, nucledtidos trifosfato (NTPs), un ambiente homeostatico y un sistema de regeneracion
de ATP (Guzman-Chavez et al., 2022).

Debido a la naturaleza abierta de los CFS, esta tecnologia es sujeta de modificaciones para su
programacion ac hoc, lo que permite, por ejemplo, la adicién de moléculas o proteinas que mejoran
el rendimiento en circuitos genéticos o la producciéon de la proteina de interés. Asimismo, la adicion
estequiométrica directa del ADN codificante (en forma de plasmido o ADN lineal) de la proteina blanco
a los a las reacciones de CFS, hace posible el disefio conceptual in silico del flujo de trabajo desde la
sintesis y amplificacion quimica (PCR) de la molécula de ADN de interés hasta la reaccion CF sin
necesidad de marcadores selectivos o pasos de clonacién que involucren células. Tal simplicidad
permite la creacidn rapida de prototipos de herramientas moleculares y rompe las limitaciones de la
biologia sintética basada en células completas, tales como problemas de bioseguridad asociadas a
células modificadas, la toxicidad de las proteinas de interés en el hospedero elegido, el
entrecruzamiento de sefiales entre el metabolismo del huésped y el producto deseado, su
almacenamiento y distribucion en cadena fria, entre otros (Tinafar et al., 2019).
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En los ultimos afios los sistemas libres de células han ganado particular atencién como plataformas
abiertas que facilitan el estudio de circuitos genéticos, la cristalizacion de proteinas, el desarrollo de
pruebas de diagndstico rapido, la aceleracidn del descubrimiento de nuevos productos naturales e
incluso como herramientas modernas para la ensefianza (e. g. entender como funciona la tecnologia
de edicion genética CRISPR/Cas9) y para la conquista espacial, por citar algunas de sus aplicaciones
(Stark, et al, 2019; Moore et al., 2021).
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