¥y ¥ ¥y

Revista Colombiana de Quimica
ISSN: 0120-2804
orodriguez@unal.edu.co
Universidad Nacional de Colombia
Colombia

Calvo T., Eliana; Wasserman L., Moisés
PfGBP: una proteina de union al telomero de Plasmodium falciparum
Revista Colombiana de Quimica, vol. 44, nim. 1, 2015, pp. 5-10
Universidad Nacional de Colombia
Bogotéa, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=309043107001

Como citar el articulo

Numero completo Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3090
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3090
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=309043107001
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=309043107001
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3090&numero=43107
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=309043107001
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3090
http://www.redalyc.org

Eliana Calvo T."**, Moisés Wasserman L.!

! Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias. Laboratorio de Investigaciones Basicas en Bioquimica.

2 Universidad El Bosque. Vicerrectoria de Investigaciones.

*Autor de correspondencia: calvoeliana@unbosque.edu.co. Grupo de Virologia. Universidad El Bosque. Av. Cra 9 No. 131 A - 02, Edificio D. Cédigo Postal: 110121.

Tel: 6489000 Ext 1209. Bogota D.C.-Colombia.

Recibido: 18 de Febrero 2015 Aceptado: 19 de Marzo 2015

PfGBP: una proteina de
union al telomero de
Plasmodium falciparum

PfGBP: A Plasmodium
falciparum telomere
binding protein

PfGBP: uma proteina de
ligacao o telomero em
Plasmodium falciparum

Resumen

Abstract

Resumo

Los telémeros son estructuras complejas de
ADN vy proteina localizadas en el extremo
de los cromosomas eucariotes. Su principal
funcidn es proteger el extremo cromosomal
de ser reconocido y procesado como

ADN:s fracturado, evitando asi eventos

de recombinacidén y fusién que conducen

a inestabilidad cromosomal. El ADN
telomérico consta de secuencias cortas,
repetidas una tras otra, ricas en guanina; la
cadena rica en guanina se extiende formando
una region de cadena sencilla denominada
extremo 3’ protuberante. Las proteinas por
su parte, se pueden clasificar en: dsBPs, o
proteinas de unién a la cadena doble, GBPs
aquellas que reconocen especificamente

el extremo protuberante y, proteinas que

las interconectan mediante interacciones
proteina-proteina. El gen PF3D7_1006800
de Plasmodium falciparum codifica para
una proteina putativa similar a una GBP

de Criptosporidium parvum, con el fin de
establecer si esta proteina de P. falciparum
presenta la capacidad de unién al ADN
telomérico del parasito, se produjo una
proteina recombinante a partir de la regién
codificante del gen, se purificé y se utilizé en
ensayos de unién a ADN, y en la generacion
de anticuerpos policlonales especificos contra
PfGBP. Nuestros resultados indican que la
proteina de P. falciparum es una proteina
nuclear con capacidad de unién al ADN
telomérico in vitro, por lo que podria ser
parte del complejo proteico encargado de
proteger y/o mantener el telémero in vivo.

Telomeres are specialized structures at the
end of chromosomes that consist of repetitive
DNA sequences and associated proteins. The
primary role of telomeres is to protect the end
of linear chromosomes from recombination,
fusion, and recognition as broken DNA ends.
This protective function can be achieved
through association with specific telomere
binding proteins. Telomeric DNA consists

of G-rich double-stranded arrays followed

by a single-stranded G-rich overhang.

The telomeric proteins can be classified in
dsBPs, which bind double-stranded DNA,
GBPs those that bind specifically to G-rich
overhang, and proteins that interact with
telomeric factors. Plasmodium falciparum
gene PF3D7_1006800 codifies for a protein
highly similar to Cryptosporidium parvum
GBP. In order to investigate whether the P,
falciparum protein binds telomeric DNA, a
recombinant protein was produced, purified
and DNA binding assays were performed.
Polyclonal antibodies against rPfGBP were
produced and tested in western blot. Our
results indicate that PfGBP is a nuclear
protein that binds telomeric DNA in vitro,
which could be part of the protein complex
responsible for protecting and/or maintaining
the telomere in vivo.

Os telomeros sdo estruturas complexas de
DNA e proteina localizadas no extremo

dos cromossomas dos eucariotas. Sua
principal fungéo é proteger o extremo

dos cromossomas para que nio sejam
reconhecidos e processados como DNAs
fraturados. O anterior evita eventos de
recombinagio e fusio que conduzem a
instabilidade nos cromossomas. O DNA
telomérico tem sequencias curtas e repetidas,
ricas em guanina. A cadeia rica em guanina
estende-se para formar uma regiao de cadeia
simples chamada extremo 3’ protuberante.
As proteinas podem-se classificar em: dsBPs
ou proteinas de unido a cadeia dupla, GBPs
que sdo as que reconhecem especificamente
0 extremo protuberante e, as proteinas que
interligam mediante interagdes proteina-
proteina. O gene PF3D7_1006800 de
Plasmodium falciparum codifica para

uma proteina similar a uma GBP de
Criptosporidium parvum. Com o objetivo

de estabelecer se a proteina de P. falciparum
presenta a capacidade de unido ao DNA
telomérico, foi produzida uma proteina
recombinante partindo da regiao codificante
do gene, purificou-se e utilizou-se nos ensaios
de unido ao DNA e na geragio de anticorpos
policlonais especificos contra PfGBP. Os
nossos resultados indicam que a proteina de
P, falciparum é uma proteina nuclear com
capacidade de unido ao DNA telomérico

in vitro, pelo que poderia fazer parte do
complexo proteico encarregado de proteger e/
ou manter o telémero in vivo.

Palabras clave: teldmero, proteinas de
union al teldmero, telomerasa, hnRNPs,
RRMs, extremo protuberante 3, proteina
recombinante, clonacion.

Keywords: telomere, Telomere binding
protein, telomerase, hnRPNs, RRMs,
3 “overhang, recombinant protein, cloning.
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hnRPNs; RRMs; proteina recombinante,
extremidade 3} clonagem.
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Introduccion

El telémero es una estructura compleja de ADN y proteina presente
en los extremos de los cromosomas lineales eucariotes, cuya funcién
principal es mantener la estabilidad del cromosoma protegiéndolo de
degradacion, fusién y recombinacion, permitiendo asi la replicacion
completa del ADN (1). E1 ADN telomérico consta de secuencias cortas,
ricas en guaninas (G) que se repiten una tras otra. En la mayoria de or-
ganismos la cadena rica en G se extiende hacia el extremo 3’ generando
una regiéon de ADN de cadena sencilla denominada extremo protube-
rante 3’ u overhang (2). En cuanto a las proteinas teloméricas, éstas se
pueden clasificar en tres grupos: aquellas que se unen al ADN de cadena
doble o dsBPs (double strand binding proteins), las que se unen al ex-
tremo protuberante o ssGBPs (single strand G rich binding proteins)
y proteinas que las interconectan mediante interacciones proteina-pro-
teina (3). Este complejo multiproteico cubre y protege el ADN de ser
reconocido y procesado como ADN fracturado, por la maquinaria de
reparacion celular (4).

En células eucariotas, por cada divisién celular se presenta una pér-
dida de 50 a 200 bases de ADN telomérico, fendmeno conocido como
el problema de la replicacién final (5). En ausencia de mecanismos que
compensen esta pérdida, se observa que luego de un nimero determi-
nado de divisiones celulares los telémeros alcanzan una longitud critica,
lo cual interrumpe el crecimiento y lleva a un estado de senescencia
y muerte celular (6). Este acortamiento telomérico es un mecanismo
natural que limita la capacidad de proliferacion de las células somaticas,
contrario a lo que ocurre en células tumorales y en aquellas con alta tasa
de replicacién, en las que el problema de la replicacion final es solucio-
nado por la adicién de novo de secuencias teloméricas llevada a cabo
por un complejo de ARN y proteina denominado telomerasa (7). En
presencia de telomerasa activa, los teldmeros se extienden o mantienen,
la senescencia replicativa es evitada, y las células alcanzan un estado de
crecimiento indefinido o “inmortalizacion” (8).

En células que tienen telomerasa activa, la longitud del ADN telo-
mérico es normalmente regulada y mantenida dentro de limites defini-
dos (9). La telomerasa es activada cuando los teldmeros llegan a ser
muy cortos, e inactivada cuando se alcanza la longitud promedio; esta
activacion-inactivacion del complejo enzimatico es altamente regulada,
siendo el acceso al sustrato telomérico, uno de los principales puntos de
control. En este punto, las proteinas asociadas al telomero cumplen un
rol fundamental, previniendo o por el contrario, promoviendo el acceso
de la enzima al extremo protuberante 3’ y por tanto permitiendo en el
primer caso el acortamiento y en el segundo, la extensién (4,10).

Las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares 0 hnRNPs son
una gran familia de proteinas de unién a acidos nucleicos caracteriza-
das por dos motivos de reconocimiento de ARNs (RRMs) altamente
conservados (11), estdn involucradas en la maduracion del ARN
mensajero y en el mantenimiento del teldémero (12). En este aspecto,
pueden actuar como ssGBPs las hnRNPs Al, A2/B1, A3, D, y E y pro-
teinas homologas de otros organismos (13, 14, 15, 16, 17), como pro-
teinas que despliegan la estructura en G-cuadruplex las hnRNPs D,
UP1y A*2 (18, 19, 20), conformacién adoptada por la cadena sencilla
rica en guanina que secuestra el extremo telomérico e impide el ac-
ceso de telomerasa (21) y como proteinas que interactdan y regulan la
actividad del complejo telomerasa, las A1, C1/C2 y D (22, 17). Se ha
postulado que los motivos de unién a dcidos nucleicos les permitirian
actuar como un adaptador molecular entre el telomero y la telom-
erasa; un sitio reconoceria el sustrato telomérico (cadena sencilla rica
en guanina), mientras que el otro reconoceria la subunidad ARN del
complejo telomerasa (23,15).

Se han descrito ssGBPs similares a las hnRNPs encontradas en
Chlamydomonas reinharditi CtGBP1, Saccharomyces cerevisiae SCGBP2
o RFL6 y NPL3 y Cryptosporidium parvum CpGBP (24, 25, 26, 27, 28);
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organismos unicelulares que presentan alta tasa de multiplicacién y que
podrian mantener la longitud de sus telémeros via telomerasa. Plasmo-
dium falciparum, agente causante de la forma mds severa de malaria
humana, es un parasito protozoario que presenta un complejo ciclo de
vida en el que la replicacion del ADN, fundamental para la proliferaciéon
del parasito, tiene lugar en varios puntos del ciclo celular (29). Sélo en el
huésped humano, cada parasito puede generar entre 16 a 32 células hijas
en un periodo de tan solo 48 h. Esta gran capacidad de proliferacion
sugiere la existencia de un mecanismo para el mantenimiento de los
telomeros que le permita compensar la pérdida de secuencias asociada
a cada ronda de replicacion y evitar la senescencia replicativa. Aunque
la actividad telomerasa en este pardsito fue reportada desde el afio 1998
(30, 31, 32), aun no se han identificado las proteinas que regulan esa
actividad enzimética.

Dado que el genoma de Plasmodium codifica para una proteina
similar a CrGBP y que proteinas humanas pertenecientes a la misma fa-
milia, no solo se unen al ADN telomérico sino que regulan la actividad
telomerasa, quisimos establecer si la proteina de P. falciparum puede
reconocer y unirse a oligos de cadena sencilla que simulan el ADN telo-
mérico. Para esto, se produjo y se purificé una proteina recombinante,
con la cual se realizaron ensayos de retardacion de ADN en gel. Ademds
se produjeron anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteina re-
combinante que fueron usados en ensayos de western blot.

Materiales y métodos
Alineamiento mdltiple de secuencias

Se seleccionaron las secuencias de aquellas GBPs de organismos unice-
lulares (Chlamydomonas reinharditi, Cryptosporidium parvum, Saccha-
romyces cerevisiae, Eimeria tenella) de las que se tuviera alguna eviden-
cia de su capacidad de uniéon a ADN telomérico, se descargaron de la
base de datos del GenBank y se realizé el alineamiento con el programa
MEGA 6 (33). Los niimeros de acceso son: Cr GBP1: XP_001690066.1;
CpGBP: AAO39067.1; ScGBP2: P25555.1; EtGBP: CDJ37022.

Amplificacion de la region codificante de PF3D7_1006800

Se realizé un RT-PCR con RNA obtenido de trofozoitos de P. falciparum
cepa 3D7, como plantilla y oligos especificos que permiten amplificar
toda la region codificante del gen. La transcripcion reversa y la ampli-
ficacién se llevé a cabo en un solo tubo, bajo las siguientes condicio-
nes: Buffer 1X (Tris-HCl 50 mM pH 8,3, KCl 75 mM, MgC123 mM,
DTT 10 mM), 50 ng de ARN, oligo antisentido BamHI-ATGTCGATG-
GAAAATAATAG 0,5 pM, dNTPs 0,5 mM y 2 U de enzima M-MLV
(PROMEGA) en un volumen final de 18 pL. Se incubé por una hora
a 42 °C se adiciond el oligo sentido NotI-TTATTCGTTATTTTCATA-
ATTAAC 0,5 mM y 2,5 U de Taq polimerasa. La amplificacion se llevo
a cabo con el siguiente perfil térmico: denaturacion inicial a 94 °C por 5
min; 35 ciclos de: denaturalizacion (94 °C por 30 s), anillaje (53 °C por
30 s) y extension (72 °C por 30 s); finalmente una extension a 72 °C por
7 min. La generacion del producto especifico de 741pb, se verificé por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Clonacion, expresion y purificacion de PfGBP
El producto de PCR obtenido fue insertado en los sitios BamHI y

NotI del vector de expresion pGEX4T?2, el cual permite la generacién
de la proteina de interés fusionada a glutation S transferasa (GST). El



pldsmido recombinante denominado pGEX-PfGBP fue utilizado para
transformar bacterias Escherichia coli de la cepa Codon Plus e inducir
la produccion de la proteina de fusion por adicién de IPTG (Isopropyl-
b-D-thiogalactopyranoside), a una concentracién final de 0,1 mM. Se
permitié el crecimiento por 16 h a 37 °C, las bacterias se recolectaron
por centrifugacion a 6000xg por 10 min a 4 °C, se resuspendieron en
buffer Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, glicerol 5% y se lisaron por
tratamiento con lisozima 1 mg/ml y choque térmico; cinco ciclos de
enfriamiento en nitrégeno liquido y calentamiento a 37 °C. Luego de
centrifugacion a 12000xg por 15 min a 4 °C se recuper? el sobrenadante
y se llevé a cabo la purificacién por cromatografia de afinidad con una
resina de glutatién sefarosa. Se permitié la interaccién resina-ligando
por 4 horas a 4 °C, la resina se lavé con diez volumenes de buffer de lisis
y finalmente las proteinas unidas de manera especifica se eluyeron por
adicion de glutation reducido a una concentracién de 10 mM. Todas las
fracciones de la cromatografia se analizaron por SDS-PAGE y western
blot; como anticuerpo primario se utilizé un anti GST comercial 1:2000
(Abcam) y como secundario un anti IgG de conejo conjugado a biotina
1:2000 (SIGMA).

Ensayos de union ADN—proteina: Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA)

Las reacciones fueron realizadas en buffer de unién 1X (Tris 10 mM
pH 7,5, KCl 50 mM, DTT 0,1 mM, MgCl2 5 mM, glicerol 5%) con 200
fmol de oligo biotinilado y 2-10 mg de GST-GBP en un volumen final
de 20 yl, por 60 min a 20°C. Los complejos proteina — sonda fueron
corridos en geles no denaturantes de poliacrilamida al 8%, transferidos
a membranas de nylon y entrecruzados a la membrana por radiaciéon
con luz UV por 5 min. La deteccion se realizé por quimioluminiscen-
cia con el kit LightShift EMSA (Thermo) segtin el protocolo sugerido
por el fabricante. Los oligos utilizados se denominaron: Tel G Biotin:
(GGGTT(T/C)A), para el oligo que simula la cadena sencilla rica en
guanina, Tel C Biotin: (T(G/A)AACCC), para el oligo complementario
y TSR Biotin: (GGGTT(T/C)A), para el oligo que simula ADN telo-
mérico de cadena doble.

Produccion de anticuerpos especificos contra PfGBP

Cuatro ratones Balb/c de seis semanas de edad fueron inmunizados in-
traperitonealmente con 50 mg de proteina emulsificada en adyuvante
completo de Freund. Al dia 14 y 28 se realizaron refuerzos con 25 mg
de proteina en adyuvante incompleto de Freund. El dia 35 los animales
fueron sacrificados, la sangre fue recolectada y el suero recuperado por
centrifugaciéon a 2500xg por 10 min. El suero fue suplementado con
glicerol al 10% y almacenado a -80 °C.

Obtencion de extractos proteicos del pardsito y deteccion de PfGBP por
western blot

Dos mil millones de parasitos (2x10°) en el estadio de trofozoito madu-
ro fueron resuspendidos en 1 mL de buffer TMG (Tris 10 mM pH 7,5,
MgCl, 1,5 mM, glicerol 10%, -mercaptoetanol 10 mM) suplementado
con inhibidores de proteasas (Sigma) e inhibidor de ARNsas (RNAse
OUT, Invitrogen) y lisados por incubacién con NP40 al 0,5% a 4 °C por
30 minutos. Luego de centrifugaciéon a 15.000xg por 30 min a 4 °C, el
sobrenadante se recuperd, alicuot6 y almacend a -70 °C; esta fraccion se
denomind fraccidn citosdlica. Para obtener extractos nucleares, el sedi-
mento se resuspendié en buffer de extraccion (TMG-NaCl 420 mM) y
se incubo a 4 °C por 30 min en agitacion constante. Los restos celulares
fueron removidos por centrifugacién a 12.000xg por 30 minutos a 4 °C
y el sobrenadante denominado fraccién nuclear, se alicuotd y almacend
a-70 °C. La calidad de los extractos se verifico por SDS-PAGE vy la con-
centracion se determiné por el método de Bradford (34).

Para la deteccién de PfGBP por western-Blot, 50 mg de extracto
proteico fueron separados por SDS-PAGE vy transferidos a membrana
de PVDE Las membranas fueron bloqueadas con TBST-L (Tris 10 mM
pH7.5, NaCl 150mM, Tween al 0,1%, leche descremada al 5%), por 2h a
temperatura ambiente y probadas con el suero anti-GPB dilucién 1:1000
por 1 h; como anticuerpo secundario se utilizé un anti IgG de ratén bio-
tinilado (SIGMA) dilucién 1:2000 y para la deteccién un conjugado de
estreptavidina - fosfatasa alcalina (PROMEGA) dilucién 1:3000.
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Figura 1. Alineamiento miltiple de secuencias de GBPs. Las secuencias correspondientes a Chlamydomonas reinharditi Cr: XP_001690066.1; Cryptosporidium parvum Cp: AA039067.1;
Saccharomyces cerevisiae Sc: P25555.1; Eimeria tenella Et: CDJ37022, fueron alineadas con el programa MEGA 6. Se muestran solo los motivos de reconocimiento de ARN (RRM) y se
localizan los submotivos de unidn a ARN (RNP). Los aminoécidos conservados se resaltan en negro y los residuos idénticos estdn marcados con un asterisco.
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Resultados

La bisqueda de proteinas similares a las GBPs en la base de datos de
Plasmodium disponible en www.plasmodb.org se realiz6 por BLAST
P (Basic Local alignement Search Tool), utilizando la secuencia
AA039067.1 de C. parvum como secuencia blanco. Como resultado se
obtuvo la secuencia PF3D7_1006800 con un E value de 6e*, una pro-
teina putativa de uniéon a ARN de 246 aminodacidos la cual presenta dos
motivos de reconocimiento de ARN (RRM) localizados en los extremos
de la proteina, conectados por una region central o bisagra. El RRM1
se ubica entre los aminodcidos 10 a 90 y el RRM2 entre el aa 170 y el
240. El motivo RRM1 de PF3D7_1006800 presenta una identidad del
62% y una similitud del 78% con el RRM1 de Cp AAO39067.1, mientras
que el RRM2 es menos conservado, con una identidad del 39% y una
similitud del 56%. Los RRMs contienen dos submotivos denominados
RBDs (RNA binding domains) o RNPs (11); en estos dos submotivos

del RRM1 (VYVGNLP y RGCGVVEY), la similaridad entre las dos
secuencias llega a ser de 100% (Figura 1). Aunque la busqueda arrojé
otras proteinas de unién a ARN, el E value estuvo alrededor de 10° a
10, razdn por la cual se escogi6 la secuencia PF3D7_1006800 como la
homologa de Cp AAO39067 o CpGBP1. Para establecer el grado de con-
servacion de esta proteina con las GBPs reportadas hasta el momento,
se realiz6 un alineamiento multiple de las secuencias correspondientes a
los motivos de unién a ARN de cada proteina, mediante la herramienta
CLUSTALW (Figural). Dado que la secuencia present6 un alto grado
de conservacion tanto con la proteina de C.parvum como con las otras
GBPs, especificamente en los RRMs, se denominé PfGBP.

Para establecer si esta proteina podia reconocer y unirse a secuencias
teloméricas, fue necesario producir una proteina recombinante en E.coli.
La region codificante del gen se cloné en el vector de expresion pGEX
4T2y se expres6 como una proteina de fusion con GST. La proteina de 55
KDa fue purificada por cromatografia de afinidad (Figura 2A) y utilizada
en ensayos de EMSA (Figura 2B-C). Estos ensayos mostraron que la pro-
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Figura 2. Purificacion de GST-GBP y ensayos de movilidad electroforética (EMSA). A. Purificacién de la proteina recombinante GST-PfGBP por cromatografia de afinidad. 15 mL de las fracciones
de la cromatografia se analizaron por SDS-PAGE. IN: Extracto Inicial; NU: Proteinas no unidas; LF: Lavado final; E: Eluidos. B. EMSA: Se utilizaron 200 fmol de oligo biotinilado (TelG*
0TelC*) y cantidades crecientes de GST-GBP (2,5; 5,0; 7,5y 10,0 mg). La reaccién de unidn se realizé en presencia de un exceso poli dI/dC, como competidor inespecifico. C. EMSA. Se
utilizaron 2,5 mg of GST-GBP, 200fmol de oligo TelG biotinilado (TelG*) y cantidades crecientes de oligo no marcado TelG (0,0; 1,0; 5,0 y 10,0 pmol).
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Figura 3. Deteccion de GST-GBP y Pf-GBP por Western Blot. A. Deteccién de GST-GBP. Como antigeno se utiliz la proteina GST-GBP purificada y como anticuerpo primario un anti GST comercial
y el anti PfGBP obtenido; como anticuerpo secundario un anti lgG de ratén biotinilado y para la deteccion un conjugado de estreptavidina fosfatasa alcalina. B. Deteccion de PfGBP.
Como antigeno se utilizaron 50 mq de extractos citoplasmaticos (C) y nucleares (N), como anticuerpo primario el anti PfGBP obtenido; como anticuerpo secundario un anti IgG de ratén

biotinilado y para la deteccién un conjugado de estreptavidina fosfatasa alcalina.
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teina recombinante es capaz de seleccionar el oligo que simula el ADN
telomérico de cadena sencilla de P. falciparum [GGGTT(T/C)A],, unirse
a este y causar un cambio en su movilidad (Figura 2B), aun en presencia
de un exceso de oligo competidor poli dI/dC que no la contiene. La pro-
teina no se uni6 al oligo que simula la cadena complementaria [T(G/A)
AACCC], cadena sencilla rica en citosina, el oligo permanece libre, aun
en presencia de 10 mg de la proteina (Figura 2B). Los ensayos de unién
entre la proteina y el oligo biotinilado TelG* en presencia de un exceso
del oligo no biotinilado demostraron que la unién es especifica, pues la
sefal oligo-proteina va desapareciendo a medida que la cantidad de com-
petidor aumenta, lo que indica que el oligo biotinilado es desplazado del
complejo TelG*-proteina por el oligo no marcado (Figura 2C).

Para poder reconocer la proteina del parésito, se generaron anticu-
erpos especificos, utilizando como inmundgeno la recombinante pro-
ducida. El anticuerpo generado detect6 la proteina de fusiéon con GST
en 55 kDa, como lo hace el anti GST comercial (Figura 3A) y una banda
por debajo de los 35 kDa, en extractos del parasito que podria corre-
sponder a PfGBP, cuyo peso molecular se estima en 30 kDa (Figura 3B).
La proteina fue detectada tanto en extractos citosdlicos como en nucle-
ares, obtenidos a partir de parésitos en el estadio de trofos maduros y
esquizontes tempranos, estadios en los que hay una replicacion activa
del ADN (29).

Discusion

La proteina codificada por el gen PF3D7_1006800 podria ser consid-
erada como la GBP de Plasmodium falciparum, dado que presenta una
similaridad de secuencia considerable (50-66%) con las GBPs reporta-
das hasta el momento, cuya capacidad de unién al ADN telomérico de
cadena sencilla reside en los motivos RRMs. El analisis de su secuencia
mostroé alto grado de conservacion en estos motivos, especificamente en
los RBDs del RRM1. Al igual que la proteina de C.parvum (28), PfGBP
se une de manera especifica a oligos de cadena sencilla que simulan el
ADN telomérico in vitro y se puede detectar en extractos nucleares del
parésito. En CpGBP la capacidad de unién al ADN telomérico reside
en el RRM1, proteinas truncadas que pierden este motivo y conservan
el RRM2 pierden la habilidad para unirse al sustrato telomérico (28);
cabe sefialar aqui que los dos RBDs presentes en el motivo RRM1 son
casi idénticos en las dos secuencias, por lo cual es posible que este mo-
tivo sea el responsable de la unién al sustrato telomérico en PfGBP. C.
parvum al igual que P. falciparum es un parasito intracelular obligado,
perteneciente al phylum apicomplexa, con un complejo ciclo de vida y
con una alta tasa de proliferacién (35), en el que el mantenimiento de
los telémeros podria realizarse via telomerasa, de aqui que sea de gran
relevancia haber identificado proteinas de unién al telémero homoélogas
en estos dos organismos.

De otro lado, PfGBP presenta una similaridad significativa con
GBPs que han demostrado tener la capacidad de asociarse al teldémero
no solo in vitro sino in vivo, entre ellas EtGBP y NtGBP1. La proteina
de Eimeria tenella (otro parasito apicomplexa) fue identificada reciente-
mente siguiendo la misma estrategia presentada en este estudio. En este
caso, los autores a través de ensayos de inmunoprecipitacion de croma-
tina, con un anticuerpo especifico anti EtGBP demostraron que se da la
union de esta GBP al ADN telomérico en el parasito (36). La proteina de
Nicotiana tabacum, la cual presenta una similaridad del 46% con la pro-
teina de Plasmodium, fue identificada en extractos nucleares utilizando
un oligo que simula su ADN telomérico como oligo de afinidad, luego de
purificarla y secuenciarla se identificaron los dos motivos RRMs carac-
teristicos de las hnRNPs, familia a la que pertenenen las GBPs (37). Mas
adelante se establecié que NtGBP es fundamental para mantener la esta-
bilidad del genoma, pues células en las que los niveles de proteina fueron

disminuidos por ARN interferentes exhibieron teloméros mds largos,
circulos extracromosomales de ADN telomérico y puentes anormales
durante la anafase (38), sefales que indican que hubo una alteracién
en los telémeros y la maquinaria de reparaciéon de ADN fue activada
(4, 10). La asociacion directa entre NtGbp, la actividad telomerasa y el
mantenimiento del telémero fue establecida recientemente (39); células
con actividad telomerasa y GBP disminuida presentaron un 3’ overhang
mas corto, lo que llevo a una pobre unién de GBP dejando desprotegido
y susceptible al ADN telomérico, lo que condujo a la activacion de vias
de reparacion y a eventos de recombinacién. Lee y Kim sugirieron que
se debe mantener cierta longitud de la cadena sencilla por accién de la
telomerasa, de manera que GBP se pueda unir y proteger al teldémero de
ser reconocido y procesado por la maquina celular (39).

Conclusion

La proteina denominada PfGBP se identificé por bioinformatica, basan-
dose en la presencia de motivos de RRM. Esta proteina se detectd en
extractos nucleares del parasito y mostré tener capacidad de unién a
oligos de cadena sencilla que simulan el telomero; esto sugiere que Pf-
GBP podria formar parte del complejo proteico encargado de proteger
y/o mantener el telémero en P. falciparum, sin embargo esta asociacion
con el ADN telomérico se debe demostrar in vivo.
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