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EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DE pFGE SOBRE LA EFICIENCIA
CATALITICA DE UNA SULFATASA RECOMBINANTE PARA SU POSIBLE USO EN
BIORREMEDIACION DE AGUAS.
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Introduccién. Los sulfatos son desechos industriales que
provienen de la fabricaciéon del papel, mineria y de las
actividades agroindustriales(1). Actualmente los procesos
de biorremediacion con bacterias se utilizan para disminuir
las concentraciones de sulfatos en el agua(2), sin
embargo, en el proceso se obtiene sulfuro el cual es toxico
y dificil de eliminar. Las sulfatasas son una familia de
enzimas con capacidad de hidrolizar esteres de sulfatos a
sulfatos de hidrogeno que son menos reactivos y téxicos
(3), por lo que pueden ser empleadas para el tratamiento
de aguas contaminadas con sulfatos. La actividad
biolégica de las sulfatasas es activada por la enzima
Formylglycine-generating enzyme (FGE), la cual es
inhibida por una proteina paraloga, la pFGE, bloqueando
asi la actividad catalitica de las sulfatasas(4). En el
presente trabajo se pretende silenciar la expresién de
pFGE para obtener una sulfatasa recombinante con una
mayor eficiencia catalitica para su posible uso en
biorremediacion.

Metodologia. Se generd una linea celular transgénica
(CHO-S) mediante lipofeccién que expresa una sulfatasa
recombinante y la proteina verde fluorescente (GFP)
ambas controladas bajo el mismo promotor. La expresion
y cuantificacion de la sulfatasa recombinante fue
analizada mediante un ensayo ELISA. Se disefiaron y
sintetizaron 4 siRNA complementarios al gen que codifica
para pFGE “SUMF2”. El efecto del silenciamiento de
SUMF2 sobre la eficiencia catalitica de la sulfatasa se
analizara mediante expresion génica y proteica. La enzima
serd purificada mediante intercambio i6nico y su eficiencia
catalitica se analizara mediante un ensayo con aguas
sulfatadas en biorreactor.

Resultados. Se logr6 generar 15 clonas de células CHO-
S transgénicas que expresan una sulfatasa recombinante
y GFP de manera estable. El analisis de la expresion de la
sulfatasa recombinante en las diferentes clonas fue
observada indirectamente mediante la fluorescencia
emitida por GFP (Fig. 1). Se identifico (Fig. 2) y cuantifico
(Tabla 1) la expresién de la sulfatasa excretada al medio
por las células, mediante el ensayo ELISA. Los siRNAs
disefiados fueron especificos a SUMF2.

Fig. 1. Células CHO-S que expresan una sulfatasa recombinante y
GFP.
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Fig. 2. Ensayo tipo ELISA especifico a sulfatasa. Se identifico la
expresion de la sulfatasa recombinante excretada al medio de cultivo.

Tabla 1. Cuantificacion de la sulfatasa recombinante en medio de

cultivo.
Clona | ng/mL | Clona | ng/mL | Clona | ng/mL
p1.1 292.8 | p1.6 | 1700.8 | p2.5 |1581.4
p1.2 [1119.0| p2.1 835.3 | p3.1 683.4
p1.3 ]2370.9 | p2.2 |1650.2 | p3.3 801.8
p1.4 |2544.8 | p2.3 |1974.5|p3.4 |1519.6
p1.5 468.3 | p2.4 |1583.6 | p3.5 |1762.5

Conclusiones. Se logr6 expresar la sulfatasa
recombinante con obtencién de rendimientos promedio de
1392.6 ng/mL por clona en condiciones estables. Se
seleccionaran las clonas p1.3 y p1.4 para los siguientes
ensayos.
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