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RESUMO

Proteinas zinc finger sdo compostas por dominios compactados contendo - hélices e folhas
3 unidos e estabilizados por um ou dois atomos de zinco. Arranjos repetidos de zinc fingers sao
comumente utilizados para reconhecimento de acidos nucléicos. Dentre outras atividades, eles estdo
envolvidos em replicagdo, transcri¢ao e reparo de DNA. No nucleocapsideo do virus HIV tipo 1 foi
identificada uma proteina contendo o motivo zinc finger CX,CX,HX,C, estando esta proteina
envolvida em varias etapas do ciclo de vida viral, incluindo a propriedade de encapsidagdo do RNA
viral. Em tripanosomatideos, somente poucas proteinas contendo o motivo zinc finger ja foram
identificadas até o presente momento.

Em um fragmento genémico de 17 kb da banda XX de T. cruz, nos identificamos trés genes
in tandem codificando para proteinas zinc finger do tipo CX,CX,HX4C. No6s também demonstramos
que genes similares estdo presentes em T. brucei e L. maor como trés definidos grupos
monofiléticos entre esses tripanosomatideos. Em T. cruz, TcZFP8 corresponde a um novo gene
codificando para uma proteina com oito motivos zinc finger. O homoélogo de TcZFP8 em T. brucel
¢ aparentemente ausente, enquanto um candidato foi identificado em L. major. A clonagem
molecular e a expressdo heteréloga de TcZFP8 foi realizada para produgdo de anticorpos e
procedimentos como imunocitolocalizagdo, SELEX ¢ EMSA. Analise por Western blotting revelou
a presenca dessa proteina nas trés formas do parasita. Analises usando extratos protéicos nucleares e
citoplasmaticos de T.cruzi mostraram que essa proteina estd presente na por¢do nuclear. Esse
resultado foi confirmado através de andlise de microscopia por imunofluorescéncia indireta.
Experimento de SELEX demonstrou quatro diferentes populacdes com uma regido interna rica em
C e/ou G, porém sem seqii€ncias consenso especificas. Analises preliminares de EMSA de uma das
quatro populagdes selecionadas revelaram evidéncias de que TcZPP8 possa ter afinidade de ligacao

a fita simples de DNA.
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ABSTRACT

Zinc fingers are compact protein domains composed of a a-helix and a [B-sheet held together by a
zinc ion. Tandem arrays of zinc fingers are commonly used to recognize nucleic acids. Among other
activities, they are involved in the processes of replication, transcription, and DNA repair. The
nucleocapsid protein of HIV-1 contains a zinc finger motif CX,CX4HX,C that contributes to
multiple steps of the viral life cycle, including the proper encapsidation of HIV RNA. In
trypanosomatids, only a few of the proteins that contain such fingers were identified.

In a 17-kb genomic fragment of Trypanosoma cruzi chromosome XX we identified three tandemly
linked genes coding for CX,CX4HX4C zinc finger proteins. We also showed that similar genes are
present in Trypanosoma brucel and Leishmania major sharing three monophyletic groups among
these trypanosomatids. In T. cruzi, TcZFP8 corresponds to a novel gene coding for a protein
containing eight zinc finger motifs. Homologous of TcZFP8 in T. brucei is apparently absent, while
one candidate in L. major was identified. Molecular cloning of gene TcZFP8 and heterologous
expression were performed in Escherichia coli. The purified recombinant protein His6x-TcZFP8
was used to produce antibody in rabbits and GST-TcZFP8 in SELEX and EMSA procedures. Using
Western blot analysis, we observed the presence of this protein in all three forms of the parasite:
amastigote, trypomastigote and epimastigote. Analysis using cytoplasm and nuclear cell extracts
showed that this protein is present in the nuclear extracts and indirect immunofluorescence
microscopy analysis confirmed the nuclear localization of the TcZFP8. SELEX experiment showed
four different populations rich in C and/or G nucleotides, but with none consensus sequence.
Preliminary EMSA from one population gave evidence that TcZFP8 has affinity to bind to single-

stranded DNA.



INTRODUCAO

| - Estadoda arte

1 - Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas

Trypanosoma cruzi, o agente causador da doengca de Chagas em humanos, foi
primeiramente descrito por Carlos Chagas em 1909. Este protozoario ¢ flagelado e pertencente a
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma apresentando importantes
variagdes morfologicas e diferentes padrdes de infectividade e patogenicidade.

Chagas (1909) identificou inicialmente o T. cruzi em insetos da espécie Panstrogylus
megistus, coletados em Lassance, estado de Minas Gerais, Brasil. Outras espécies também atuam
como vetores da transmissdo da doenga de Chagas como Triatoma infectans e Triatoma Sordida
bem como outras espécies (ndo somente a Homo sapiens) podem apresentar T. cruzi e outros
tripanossomatideos em diferentes estagios morfologicos (De Sousa, 1999). O Trypanosoma Cruz
apresenta ao longo do seu ciclo de vida trés formas basicas (epimastigota, tripomastigota e
amastigota) classificadas em fun¢ao de sua morfologia, da maneira como o flagelo emerge do corpo
celular e da posi¢do do nucleo em relagdo ao cinetoplasto (mitocondria modificada). Esses
diferentes estagios celulares sdo determinados pela passagem do parasita pelos hospedeiros
invertebrado e vertebrado (Brener, 1965).

O ciclo de vida do T. cruzi consiste das etapas descritas a seguir. Ao picar o homem, o
triatomineo infectado defeca proximo a picada e, ao cogar a regido irritada, o individuo leva formas
tripomastigotas metaciclicas, contidas nas fezes do vetor, para o interior da pele. Estes
tripomastigotas caem na circulacdo sangiiinea e, entrando em contato com as células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF), interagirdo com lisossomos. Apds o parasita escapar para o citosol,
este se diferencia na forma amastigota (intracelular). A partir desse momento, ocorrerdo sucessivas
divisdes (em torno de nove), tornando a célula repleta de parasitas. Depois, ocorre nova
diferenciagdo (amastigota—tripomastigota sanguineo), liberando flagelados na circulagdo, podendo

assim, serem seguidos dois caminhos: (i) os tripomastigotas invadem novas células do hospedeiro
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(SMF, células musculares: lisas, esqueléticas, cardiacas, nervosas, etc.), reiniciando o ciclo neste
hospedeiro, ou (ii) o sangue contaminado ¢ sugado pelo triatomineo, infectando este inseto com
tripomastigotas sanguineos, que posteriormente se converterdo em epimastigotas, dividir-se-3o e
transformar-se-30 em tripomastigotas metaciclicas, readquirindo a capacidade infectiva (de Souza,

1984) (Figura 1).

2 - Biologia Molecular dos Tripanossomatideos

Os tripanossomatideos possuem alguns aspectos nucleares distintos, que os diferem dos
eucariotos superiores. Seus cromossomas nao condensam durante a divisdo celular (Vickerman &
Preston, 1970) e a compactacdo da cromatina no nicleo ¢ menos pronunciada quando comparada
com a cromatina nuclear de coragdo de ratos (Hecker & Gander, 1985). Suas histonas diferem
significativamente dos outros eucariotos em relagdo a composicao e a seqiiéncia de aminoacidos
(Hecker & Gander, 1989; Burri et al., 1993). A analise citogenética dos cromossomas de
tripanossomatideos ¢ dificultada pelo fato dos mesmos ndo condensarem durante a divisdo celular.
Alternativamente, o desenvolvimento da técnica de eletroforese em campo pulsante (PFGE) tem
permitido a separacdo e visualiza¢do dos cromossomas desses parasitas (Wagner & So, 1990). Essa
técnica tem sido utilizada para tentar se determinar o caridtipo molecular de alguns
tripanossomatideos, dentre os quais, o da cepa CL Brener de T. cruz, onde ja foi estimado o
tamanho do seu genoma em 87 Mpb (Degrave et al., 1997).

Apesar de ndo estar bem definido o nimero de cromossomas de T. cruz foram identificadas
20 bandas cromossomais distintas, variando entre 0,45 Mb a 3,5 Mb sendo numeradas de 1 a 20 em
géis de baixa resolucdo (Henriksson et al., 1996). Os tripanossomatideos apresentam, além do DNA
nuclear, um DNA mitocondrial (kKDNA) que ¢ distinto em sua estrutura e em seu modo de

replicagdo.
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Figura 1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. O esquema mostra as formas presentes no inseto
vetor (barbeiro) e as encontradas no hospedeiro mamifero. (1) O inseto triatomineo se alimenta de
sangue (formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes do triatomineo entram nas
membranas mucosas, bem como nas conjuntivas através do local da picada), (2) Tripomastigotas
metaciclicas penetram varias células e no interior das mesmas se transformam em amastigotas, (3)
Amastigotas se multiplicam nas células infectadas por divisdo binaria, (4) Amastigotas intracelulares
se transformam em tripomastigotas. Rompem as células e entram na corrente sanguinea
(tripomastigotas sanguineas), (5) O inseto triatomineo se alimenta de sangue (tripomastigotas
sanguineos sdo ingeridos), (6) Estagio epimastigota na por¢do média do intestino do triatomineo, (7)
Multiplicagdo de epimastigotas na por¢do média do intestino do triatomineo, (8) Transformagdo

epimastigota-tripomastigota metaciclico na por¢ao posterior do intestino do triatomineo.
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O kDNA consiste em uma rede de milhares de DNAs circulares topologicamente
interligados formando uma estrutura condensada em forma de disco denominado cinetoplasto. Cada
célula contém um cinetoplasto localizado na matriz de sua unica mitocondria, situada adjacente ao
corpo basal do flagelo. A rede contém dois tipos de moléculas de DNA: os maxi-circulos presentes
em algumas copias (20 a 50) e os mini-circulos representados por milhares de copias (5.000-
10.000). Esse kDNA corresponde a 30% do DNA celular (Shapiro & Englund, 1995; de Souza,
1999).

Os mini-circulos tém tamanho que variam de 0,5 a 2,9 Kb e codificam pequenos RNAs
denominado de RNAs guia (gRNA) que estdo envolvidos no processo de editoracdo (Shapiro &
Englund, 1995) Neste processo ocorrem delegdes e adicoes de uridinas em alguns RNAs
precursores mitocondriais mediado pelos gRNAs, estabelecendo a fase de leitura dos mesmos
produzindo, entdo, mRNAs funcionais (Hajduk & Sabatini, 1996).

Os maxi-circulos sdo genética e estruturalmente similares ao DNA mitocondrial de outros
eucariotos ¢ em diferentes espécies apresentam tamanho de 20 a 40 kb. Eles codificam RNAs
ribossomais, gRNAs e algumas proteinas mitocondriais envolvidas no transporte de elétrons e na
fosforilagdo oxidativa (Simpson et al., 1987; Shapiro & Englund, 1995).

Pays (1993) estimou que o genoma dos tripanossomatideos estivesse entre 10’- 10° pb
variando de uma espécie a outra, sendo cerca de 10 vezes maior do que o genoma de Escherichia
coli e 2-3 vezes maior que o genoma da levedura.

Recentemente foi realizado o sequenciamento do genoma do protozoario Trypanosoma
cruz revelando ser o seu genoma diploide, contendo 22.570 proteinas codificadas por genes dos
quais 12.570 sdo pares de alelos. Cerca de 50% do genoma deste parasita consiste de seqiiéncias
repetidas, tais como, retrotransposons ¢ genes codificando para uma grande familia de moléculas de
superficies, incluindo trans-sialidases, mucinas, GP63 e uma nova familia (>1.300 copias) de genes

que codificam para uma proteina de superficie associada a mucina (MASP) (El-Sayed et al., 2005).
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Berriman et al. (2005) estimaram o tamanho do genoma do Trypanosoma brucei em 26 Mb
contendo 9.068 genes preditos, incluindo aproximadamente 900 pseudogenes e aproximadamente
1700 genes especificos do T. brucei. Arranjos subteloméricos cromossomais revelaram um arquivo
de 806 glicoproteinas de superficies variantes (VSG). Essas VSG sdo usadas pelo parasita para
invadir o sistema imune do hospedeiro mamifero. Muitas VSG sdo pseudogenes, cujo caminho pode
ser usado para gerar a expressao de genes mosaicos por recombinagdo ectdpica.

O tamanho do genoma hapléide de Leishmania major foi estimado 32-38 Mb onde 36
cromossomas foram seqiienciados predizendo 911 RNA genes, 39 pseudogenes e 8.272 genes
codificando proteinas, das quais 36% acredita-se ja poder ser elucidada suas supostas fungdes. Esses
genes incluem genes envolvidos em interagdo patdégeno-hospedeiro, tais como enzimas proteoliticas
¢ uma extensiva maquinaria para sintese de complexo de glicoconjugados de superficie (Ivens et al.,
2005).

Os mecanismos de transcri¢ao e de tradugdo em tripanossomatideos sdo pouco conhecidos,
mas ocorrem mecanismos moleculares distintos aos demais eucariotos, como por exemplo, trans
splicing e transcri¢do policistronica. Alguns genes cromossomais estdo dispostos in tandem e
parecem ser transcritos como um RNA policistronico. Além disto, acreditava-se que introns nao
estavam presentes no genoma dos tripanossomatideos, o que descartava a ocorréncia do processo de
cis splicing. Foi demonstrado entretanto que seqiiéncias de genes codificando uma
poli(A)polimerase (PAP) em T. cruzi e T. brucei sofrem tanto trans splicing quanto cis splicing
(Mair et al., 2000).

Os RNAs mensageiros dos tripanossomatideos apresentam uma seqii€éncia lider (SL)
adicionada pos transcricionalmente no seu terminal 5’ no processo denominado de trans splicing.
Os substratos para este processo sao um pequeno RNA nao poliadenilado, o medRNA, de tamanho
variando de 100 a 140 nucleotideos, que contém um exon na regido 5’ contendo a seqiiéncia lider
(SL) de tamanho em torno de 39 nucleotideos, e o pré-mRNA que apresenta o sitio aceptor da SL na

regido 5’ ndo traduzida sendo, entdo, gerados os RNAs mensageiros (Nilsen, 1994).
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Na transcri¢do policistronica, os RNAs mensageiros individuais parecem ser produzidos a
partir de um unico promotor, como um RNA precursor que é processado tanto por trans splicing
quanto por poliadenilacdo, gerando transcritos independentes, ou seja, mRNA maduros. Os
tripanossomatideos ndo apresentam um sinal de poliadenilagio conservado como em outros
eucariotos e este parece ocorrer a uma distancia conservada do sitio de trans splicing posterior em
transcritos policistronicos (Vanhamme & Pays, 1995).

Inumeras proteinas que supostamente se ligam a RNA foram também identificadas nos
genomas seqiienciados do T. cruz, T. brucei e L. major, enfatizando-se, portanto, a ativa regulagdo
da expressdo génica destes parasitas a nivel pds-transcricional (Ivens et al., 2005; El-Sayed et al.,
2005).

Diferentemente dos demais eucariotos, os tripanossomatideos possuem genes codificando
proteinas transcritos pela RNA polimerase I como, por exemplo, em T. brucei, os genes de VSGs
(variant surface glicoprotein) e da PARP (procyclic acidic repetitive protein) (Kooter & Borst,

1984).

3 - Proteinas de Ligag&o a Acidos Nucléicos

A expressdo génica em resposta a uma ampla variedade de estimulos extracelulares e/ ou
intracelulares pode ser regulada nos niveis transcricional, pos-transcricional, traducional e pods-
traducional. Assim, varios fatores protéicos controlam esses niveis, sendo pontos chaves de
regulacao da expressdo génica e dentre eles a iniciagdo, a elongacdo e a terminagdo da transcrigao;
cigtrans splicing e poliadenilagdo; estabilidade do pré-mRNA e do mRNA maduro e do e transporte
para o citoplasma; tradug¢do; modificagdes pos-traducionais e estabilidade da proteina (Graham,
1995).

Deste modo, o controle da expressdo génica da-se em varios niveis, dentre os quais o
transcricional. Neste nivel algumas proteinas apresentam motivos especificos de ligacdo a acidos

nucléicos e tém sido descritas como fatores de transcri¢do, atuando como pecas chaves moleculares
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desse processo e conseqiientemente controlando varios eventos celulares, dentre eles, o crescimento,
a diferenciagdo, a proliferagdo e apoptose.

O estudo de proteinas regulatérias reconhecedora de seqiiéncias especificas de DNA revela
em sua maioria que o contato ocorre no sulco maior do DNA, envolvendo ligagdes com hidrogénio,
ligagdes i0nicas e interacdes hidrofobicas. Estudos de cristalografia por difragdo de raios X e por
ressonancia magnética nuclear (RMN) tém revelado que essas proteinas contém dominios contendo
motivos de ligagdo ao DNA. Essas sdo formadas tanto por a-hélice quanto folhas [-pregueadas
onde se ligam ao sulco maior (Harrison, 1991; Pabo & Sauer, 1992).

Essas familias de proteinas tém sido identificadas e classificadas em diferentes estruturas
familiares como: homeodominio, zinc finger, leucine zipper e¢ helix-turn-helix. Os membros das
familias homeodominio e zinc finger sao os mais identificados como fatores de transcri¢do desde
insetos até humanos. Mutagdes ou expressoes aberrantes de genes codificando essas proteinas
resultam em transformagdes neoplasicas em tipos diferentes de células, dentre as quais células
pancreaticas. Dessa maneira essas proteinas sdo fortes candidatas ao papel de guardids do

crescimento e da diferenciagcdo normal dessas células (Urrutia, 1997).

3.1-Motivo HTH e Homeodominio

O helix-turn-helix (HTH) foi o primeiro motivo protéico contendo dominios de ligagdo ao
DNA a ser reconhecido, tendo sido identificado amplamente em proteinas de ligagdo a DNA em
procariotos. As primeiras estruturas cristalograficas de proteinas de ligacdo a DNA descritas foram
a proteina Cro do fago A, a proteina CAP de E. coli e o dominio de ligagdo ao DNA do repressor A.
Comparagdes dessas trés proteinas revelaram um motivo conservado de reconhecimento consistindo
em uma O-hélice, uma volta ¢ uma segunda a-hélice (Alberts et al., 1997).

O homeodominio ¢ um motivo de ligagdo a DNA presente em familias de proteinas
regulatérias em eucariotos. Comparagdes de seqiiéncias de aminoacidos sugerem que o

homeodominio contém o motivo HTH descoberto primeiramente em Drosophila (os genes
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homedticos seletores conhecidos por Antennapedia e Engrailed) e subseqiientemente em esponjas,
plantas, fungos e humanos. O homeodominio permite o reconhecimento de um grupo de genes alvos
por proteinas homeodominio, que primariamente regulam genes ¢ atuam como fator de transcri¢ao
regulando genes alvos em um padrdo espacial e temporal preciso (Pabo & Sauer, 1992; Gehring et

al., 1994)

3.2-Motivo Leucine zpper

O leucine zipper tem um papel importante na diferenciagdo e no desenvolvimento. Esse
motivo dimerizado reconhece o DNA e geralmente a por¢do da proteina responsavel pela
dimerizacao ¢ diferente da responsavel pela ligacdo ao DNA, apresentando, portanto, dois
subdominios distintos. Estudos bioquimicos revelam que as duas 0O-hélices, uma de cada
mondmero, permanecem juntas formando uma pequena estrutura com leucinas. A estrutura
completa desse motivo leucine zipper contém dominios conhecidos como bCC, também chamados
de bZip (basic leucine zipper), estando presentes em proteinas de leveduras (GCN4), em proteinas
de eucariotos superiores (como a CAMP response element binding ou CREB), Fos e Jun (produtos
de oncogenes) (Harrison, 1991; Pabo & Sauer, 1992).

O bZIp esta envolvido na regulacdo da transcrigdo do DNA. Ele juntamente com outros
fatores reconhece regides promotoras e enhancers contribuindo para que a RNA polimerase se ligue

eficientemente ao DNA ¢ inicie a transcrigdo (Cranz €t al., 2004).

3.3—Motivo Zinc finger

Zinc finger é um dos motivos estruturais mais abundantes envolvidos na intera¢ao acidos
nucléicos e proteinas. As proteinas zinc finger estdo envolvidas em varios aspectos da regulagdo de
genes eucarioticos. A primeira proteina contendo motivo zinc finger descrita foi o fator de
transcricdo TFIIIA de Xenopus. Homoélogos de zinc finger ocorrem em proteinas que induzem

diferenciagdo e crescimento, em proto-oncogenes, em fatores gerais de transcricdo, em genes que
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regulam o desenvolvimento em Drosophila e em genes regulatorios de organismos eucaridticos
inferiores. Todos os eucariotos até entdo estudados, desde leveduras at¢ humanos, possuem
proteinas contendo o dominio zinc finger, onde além dos aminoacidos ha também um ou mais
atomos de zinco como um de seus componentes estruturais (Pavletich & Pabo, 1991; Pabo & Sauer,
1992).

Estudos de proteinas contendo motivo zinc finger revelam o papel do atomo de zinco na
estabilidade das mesmas. Um exemplo € a proteina 6; identificada em reovirus, que na auséncia do
ion, a proteina apresenta-se com conformacao alterada e estabilidade reduzida, tornando-se alvo de
degradagdo por proteases celulares (Mabrouk & Lemay, 1994). Esses motivos sdo formados por um
atomo de zinco coordenado por cisteinas e histidinas.

Estudos tém revelado a existéncia de varios grupos de proteinas contendo motivo zinc
finger, dentre os quais: Zn(C,H,); [Zn(Cy)]2; Zny(Ce) € Zn(Cy); Zny(CsHC4y— ring finger motif; Zn

(C;H); Zn (CCHO).

3.3.1- Motivo Zn(C,H5)

Este motivo foi primeiramente descrito em estudos de transcricdo de genes ribossomais 5S
em Xenopus. Uma seqiiéncia essencial para a transcricdo de genes 5S pela RNA polimerase III foi
identificada pela delecdo de partes do gene, provando ser critica para a transcri¢ao eficiente. Essa
regido interna de controle contendo 45 nucleotideos ¢ reconhecida por uma proteina de 40 kDa
chamada TFIITA. Uma molécula de TFIIIA liga-se ao gene de RNA 5S formando um complexo que
se liga seqiiencialmente a TFIIIC, TFIIIB e RNA polimerase III. Os fatores C e B também iniciam a
transcri¢do dos genes tRNA, enquanto TFIIIA é especifico para os genes de RNA 5S (Miller et al.,
1985; Romaniuk, 1985; Pavletich & Pabo, 1991). O TFIIIA contém uma folha £ e uma a-hélice
(Figuras 2 e 3). Duas cisteinas estdo na regido folha [3 e duas histidinas na a-hélice. O atomo de
zinco coordenado pelas cadeias laterais desses aminoacidos estabiliza essa estrutura secundaria

formando um dominio globular compactado. A Zif268 também € uma proteina que participa da
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Figura 2 - Esquema de um motivo zinc finger. Um grampo B antiparalelo (verde) e a al¢a (cinza)
sdo seguidos de uma hélice (vermelho) que tem um papel importante no reconhecimento do DNA.

Um ion zinco liga-se a duas histidinas da a-hélice e duas cisteinas da folha  (Alberts et al., 1997).
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Figura 3 — A Zinc finger do fator de transcri¢ao TFIIIA de Xenopus. (A) Esquema mostrando um
par de zinc fingers unidos por uma alga. (B) A seqiiéncia de aminoacidos do fator de transcri¢ao
TFIIIA de Xenopus mostrando nove seqiiéncias em zinc finger. O zinco ¢é ligado a um par de
cisteinas (verde) e um par de histidinas (azul).Trés aminoacidos hidréfobos (amarelo) em cada

repeticdo também sdo conservados (Alberts et al., 1997).
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Figura 4 — A proteina Zif 268.(A) -Modelo de duas moléculas zif 268 (1 e 2) ligando in tandem a
sitios especificos no DNA. As znc fingers de 1 a 3 estdo ligadas da direita para a esquerda e
coloridas de lilas, amarelo e alaranjado respectivamente. A linha em vermelho indica um gap para
que o link possa ser desenhado. (B) -Esquema mostrando o complexo zif268 — DNA em arranjo. As
a-helices sdo mostradas como cilindros; as folhas B sdo mostradas em setas; o &tomo de zinco foi
omitido neste esquema. Os trés zinc fingers fazem contato com o sulco maior do DNA. Cada zinc

finger faz contato com trés pares de bases no DNA (Pabo & Sauer, 1992; Peisach e Pabo, 2003).
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Figura 5 — Esquema sumarizando a base do contato da Zinc finger Zif 268 com o DNA. O DNA ¢
representado como uma projecao cilindrica, as setas indicam o contato com o sulco maior. O contato

envolve uma regiao rica em guaninas no sito de ligagao (Pabo & Sauer, 1992).
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transcricdo de genes do inicio do desenvolvimento de camundongos que apresenta trés zinc finger
Cis,-His; cada qual fazendo contato com trés pares de bases do DNA (Figura 4). O local no DNA
onde se estabelece a interagdo € rico em aminoacidos carregados positiva e negativamente (da
proteina) e guaninas (do 4cido nucléico) (Figura 5) (Pavletich & Pabo, 1991; Pabo & Sauer, 1992 e
Peisach & Pabo, 2003).

Em Trypanosoma cruzi foi identificado um elemento retrotransposon non-LTR (long
terminal repeat) presente em alto nimero de copias, contendo varias fases abertas de leitura, dentre
as quais: uma denominada ORF 1 homologa a uma familia de enzimas de reparo de DNA (APE),
uma ORF 2 homologa a enzima transcriptase reversa presente em retrovirus ¢ uma ORF 3 contendo
o motivo zinc finger Cis,-His, (Martin et al., 1995).

Dezesseis proteinas relacionadas ao processo de editoracdo ja foram identificadas em
tripanossomatideos. As mesmas fazem parte de um complexo protéico denominado editossoma
(Worthey et al., 2003). Em Leishmania chagasi o editossoma ¢ denominado complexo L sendo
também composto por dezesseis proteinas estabilizadas através de interagdes umas com as outras.
Trés proteinas pertencentes ao complexo L contém o motivo zinc finger CCHH e sdo chamadas LC-
1, LC-4 (correspondente a TbMP63 de T. brucei) e LC-7b. Experimentos com a proteina LC-4
modificada por técnicas de mutagcdo em seus dois motivos (ZnF-1 e ZnF-2), substituindo os residuos
de cisteinas por residuos de glicinas resultam em um crescimento defeituoso (mutagdo no motivo
ZnF-1) e na quebra parcial do complexo-L (tanto para ZnF-1 quanto ZnF-2). Através de
experimentos de crosslinking e co-imunoprecipita¢ao foi demonstrada a interagdo de LC-4 com uma
REL1 (RNA ligase) e LC-3. Esses resultados sugerem que os dois motivos CCHH presentes na
proteina LC-4 desempenham um papel na interagdo proteina-proteina e indicam que o sub-complexo
LC-4 pode ser necessaria para formagao ou estabilizacdo do complexo L (Kang et al., 2004).

Em Trypanosoma brucei foi identificada uma proteina denominada BandIIl contendo
dois motivos CCHH envolvidos no processo de editoracao. A deplecao desta proteina leva a

uma deficiéncia na atividade endonucleasica dirigida pelo gRNA em clivar ambos os sitios de



15

delegdo ¢ inser¢do de uracilas (Huang et al., 2002). Outras quatro proteinas de T. brucel
contendo este motivo CCHH ja foram identificadas: TbMP81, TbMP63, TbMP42 ¢ TbMP18.
Anticorpos monoclonais especificos para TbMP63 e TbMP42 imunoprecipitam in vitro
componentes do complexo de editoragdo de RNA de extratos protéicos de T. brucei, sugerindo
o papel destas proteinas neste mecanismo (Drozdz et al., 2001; Panigrahi et al., 2001).
Experimentos recentes com silenciamento do gene que codifica para TbMP42 de T.brucel
sugeriram o papel dessa proteina com atividades endo e exoribonuclease para o ciclo de reagao

da editoragdo (Brecht et al., 2005).

3.3.2- Motivo [Zn(Cy)]2

Esse motivo faz parte da estrutura dos dominios dos receptores nucleares. Os receptores
nucleares pertencem a uma das classes mais abundantes de reguladores transcricionais em
metazoarios. Eles regulam diversas fungdes, como homeostase, reproducdo, desenvolvimento e
metabolismo. Um grande niimero de receptores foi identificado através da analise de seqiiéncia de
similaridade com receptores conhecidos, porém, ainda ndo se conhece o ligante natural de alguns
deles, sendo entdo, estes denominados receptores 6rfaos (Robinson-Rechavi et al., 2003). Dentre os
receptores dos quais se conhecem os ligantes naturais, inclui-se a familia dos receptores da tiredide,
hormonios esterdides, retindides e vitamina D. Os receptores nucleares hormonais atuam como
fatores de transcrigdo por interagirem diretamente como mondmeros homodimeros ou
heterodimeros a elementos responsivos presentes no DNA de seus genes alvo. Além de agirem em
suas proprias vias de sinalizacdo, muitos receptores fazem cross-talking com outras vias de
sinalizacdo, muitas vezes coordenadas por receptores de membrana. O efeito dos receptores
nucleares na transcri¢do ¢ mediado pelo recrutamento de co-reguladores. Um grupo de receptores se
liga a co-repressores reprimindo a expressdo de um gene alvo na auséncia de seu ligante. Co-
repressores sdo encontrados como complexos formados por multicomponentes contendo atividade

histona deacetilase. A deacetilagdo induz a compactagdo da cromatina e a repressao transcricional.
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Ap6s a interacdo com o ligante, os receptores sofrem uma mudanga conformacional que permite o
recrutamento de um complexo multiplo co-ativador. Muitas dessas proteinas sdo fatores de
remodelamento de cromatina ou possuem atividade histona acetilase, além de interagir diretamente
com a maquinaria transcricional basica, auxiliando no recrutamento dos fatores gerais de
transcricdo. As atividades de acetilagdo de histonas e remodelamento da cromatina causam

descompactagdo da cromatina e promovem a ativacgao transcricional (Pascual & Aranda, 2001).

3.3.2.1. Dominio Estrutural e Funcéo dos Receptor es Nucleares

Os receptores nucleares possuem uma organizagdo estrutural em comum: uma regido N-
terminal variavel (A/B), um dominio C de ligagdo ao DNA (DBD), uma regido de conexdo D e uma
regidao E conservada, contendo o dominio de ligacdo ao ligante (LBD). Alguns receptores também
possuem uma regido F (Figura 6). A regido N-terminal (dominio A/B) ¢ altamente variavel e contém
uma regido ativa de trans-ativagdo (AF-1); os dominios A/B possuem tamanhos variados entre 50 ¢
500 aminoécidos, e sua estrutura tridimensional ndo ¢ conhecida. A regido C ¢ a mais conservada e
contém o P-box e o B-box, que sdo pequenos motivos envolvidos na dimerizacdo dos receptores
nucleares e sendo também responsaveis pela ligacdo ao DNA, especificamente em seqiiéncias
contendo tipicamente o consenso AGGTCA. Esta dimerizacao inclui homodimeros e heterodimeros.
A estrutura tridimensional do dominio de ligagdo ao DNA (DBD) de um grande numero de
receptores nucleares ja foi resolvida por cristalografia ¢ a mesma contém dois motivos zinc finger
altamente conservados: CX,CX3CX,C e CX5CXoCX,C onde cada quatro cisteinas sdo coordenadas
por um atomo de zinco. A Figura 7 mostra um diagrama contendo o DBD dos receptores nucleares.
Entre o dominio de ligagdo ao DNA e o dominio de ligagdo ao ligante, existe uma regido conservada
denominada D, que se comporta com uma alga flexivel entre os dominios C e E, e contém um sinal
de localizagdo nuclear (NLS), que faz uma sobreposi¢cao com o dominio C (Figura 6). Um dominio
denominado E, compreende o dominio de ligagdo ao ligante (LBD), cuja estrutura secundaria

compreende, em geral, 12 a-hélices bem conservadas em sua seqiiéncia primaria (Figura 8).
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Figura 6 — Estrutura dos Dominios dos Receptores Nucleares. As barras em preto indicam a regido
de cada dominio dentro da estrutura completa dos receptores nucleares esquematizada em retangulos

de A- F (Lazar et al., 2002).
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Figura 7 - Dominio de Ligacdo ao DNA (DBD) dos receptores nucleares. Diagrama contendo dois
zinc fingers e uma extensdo C-terminal (CTE). Nas zinc fingers, quatro residuos conservados do
aminodacido cisteina sdo coordenados por um ion zinco. Outros residuos conservados de aminoacidos
sao mostrados e designados com a letra do aminoacido correspondente. A hélice 1 contém os
residuos do P-Box envolvidos na discriminagdo de um elemento responsivo. Residuos de
aminoacidos de uma segunda zinc finger sdo marcados como D-Box formando a interface de

dimerizacao (modificado de Aranda & Pascual, 2001).
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Figura 8 — Dominio de Ligagdo ao Ligante (LBD) dos receptores nucleares. A esquerda, a estrutura
em cristal do LBD do RXRa (receptor do acido retindico X retindide) ndo ligado. A direita, a
estrutura em cristal do LBD do RARY (receptor do acido retindico) ligado. Os cilindros representam
as a-hélices e sao numerados de 1 a 12. Quando o receptor esta ligado (a direita) ele se apresenta de
forma mais compactada, mostrando uma mudanca conformacional. Note a duas posigdes diferentes

posicdes da hélice 12 (C-terminal) contendo o nucleo do dominio AF-2. (Aranda & Pascual, 2001).
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O dominio E ¢ responsavel por muitas fungdes de ativagdo ou repressao, como exemplo, a fungao de
transativagdo (AF2). Ele também pode conter outro NLS. O dominio F ndo apresenta ainda fungao
conhecida (Robinson-Rechavi et al., 2003; Pascual & Aranda, 2001; Lazar et al., 2002).

Quando os receptores hormonais nucleares estdo ativados (ligados a seus respectivos
hormdnios), os mesmos se ligam a seqiiéncias especificas do DNA chamados elementos de resposta
hormonal (HREs: hormone response elements). Como efeito, genes sao transcritos e traduzidos em
proteinas gerando diferentes respostas dentro da célula (Figura 9). A ligacdo ao HRE ¢ mediada pelo
dominio central C de um receptor hormonal. Este dominio ¢ compreendido pelo motivo Zn(Cyss),

(Lazar et al., 2002).

3.3.3—Motivo Zn,Cse Moativo Zn(Cy)

O fator de transcrigdo GAL4 em leveduras (normalmente responsavel por ativar a
transcrigdo de genes que codificam enzimas que convertem galactose a glicose neste
microrganismo) contém seis cisteinas e dois atomos de zinco (Cisy-Zn-Cisy-Zn-Cis;). As cadeias
laterais e aminoacidos cisteinas coordenam em duas curtas a-hélices, unidas por uma volta oposta
ao atomo de zinco. O dimero binuclear Zn reconhece 17 pares de bases no DNA (Pabo & Sauer,
1992).

Estudos extensivos sobre metabolismo do nitrogénio e sua regulacao tém sido realizados em
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans e Neurospora crassa. Experimentos tém
demonstrado que a grande maioria das proteinas envolvidas com o controle transcricional de genes
estruturais relacionados ao metabolismo do nitrogénio em fungos possuem os motivos Zn,/Cisg ou
Zn/Ciss (GATA-binding). Um exemplo ¢ a proteina Nit2 de Neurospora crassa cujo motivo Zn/Cis,
(GATA-binding) ¢ o responsavel pelo reconhecimento de elementos localizados a jusante de alguns
genes estruturais relacionados a regulagdo positiva do metabolismo do nitrogénio, dentre os quais:

nit3 (nitrato redutase), alc (alantoicase) ¢ lao (L-amino-oxidase). Em Saccharomyces cerevisiaea
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proteina Argnll contendo o motivo Zn,/Cise participa do controle da expressdo de enzimas
envolvidas em sintese e degradagdo da arginina (Marzluf, 1997).

Virias outras proteinas contendo o motivo Zn/Cisq(GATA-binding) também tém sido
identificadas atuando com fatores de transcrigdo em diferentes organismos, dentre os quais:

nematoides, plantas e vertebrados (Harrison, 1991; Lowry & Atchey, 2000).

3.3.4- Motivo Zn,C3HC,—ring finger

O motivo ring finger esta presente em varias proteinas de origens diferentes. Neste grupo
estdo incluidas as proteinas Rad5 de leveduras envolvidas em reparo de DNA ¢ a proteina humana
RAGT1 essencial para o rearranjo de imunoglobulinas. Proteinas contendo estes motivos tém sido
relatadas como reguladoras de varios processos celulares, dentre os quais a transcri¢do envolvendo
interagdes proteina-proteina, transporte de RNA, transdugdo de sinal e ubiquitinagdo de varias
proteinas (Borden, 2000).

A estrutura de trés proteinas contendo este motivo ja foi determinada: o peptideo 63 do virus
tipo 1 da herpes eqiiina, a proteina humana RAG1 e uma proteina da leucemia promielocitica
humana. Este motivo ¢ coordenado por dois atomos de zinco e a estrutura secundaria consiste de
duas folhas B e uma a hélice formando dois loops simétricos (Roth & Leon, 2000).

A proteina humana TRM11, membro do chamado tripartido motivo (TRIM) é composta por
um motivo ring finger, um motivo E3 (ubiquitina ligase) ¢ um motivo B-box (coiled-coil). Ensaios
de duplo hibrido em levedura demonstraram que a proteina TRMI1 interage com a proteina
denominada humanina, um peptideo neuroativo, envolvido na supressdo da Doenca de Alzheimer.
Esse peptideo foi detectado em cérebro humano, coélon e testiculo de ratos. Experimentos
demonstram que a delegdo de cisteinas do motivo ring finger ou tratamento inibindo o proteassoma
diminuem significativamente o nivel intracelular de humanina. Esses resultados sugerem que

TRMI11 pode ter um papel na regulacao do nivel intracelular da humanina (Niikura, 2003).



23

Horie et al. (2003) identificaram varias regides a jusante do gene para o receptor do
hormonio estrogénio que incluem os elementos responsivos ao estrogénio. Uma dessas regides
codifica uma proteina ring finger denominada Epf (estrogen responsive finger protein). A estrutura
de Epf ¢é formada por um dominio ring finger, dois B-Boxes, um dominio de a-hélice coiled coiled e
um dominio C-terminal SPRY (Figura 10). Epf ¢ predominantemente expressa em tecidos alvos ao
estrogénio, incluindo glandulas mamarias, titero e osteoblastos, e também em cancer de mama. Epf
¢ essencial para o crescimento de 6rgdos das fémeas, como o Utero, uma vez que camundongos
fémeas deficientes no gene Epf ndo desenvolvem este 6rgao (Ikeda et al., 2000).

Recentes avangos na pesquisa molecular revelaram que um grande numero de proteinas ring
finger funciona como proteinas-ubiquitinas ligases ou E3 sinalizando o caminho de ubiquitinago.
A ubiquitinagdo regula uma variedade de fungdes celulares, freqlientemente por mediar a
degradacdo seletiva de proteinas regulatorias através do proteassoma. A proteina Epf ¢ uma
candidata a funcionar como uma ligase E3. Experimentos de duplo hibrido em leveduras revelam
que Epf interage com uma proteina denominada 14-3-3c. Esta proteina participa do controle do
ciclo celular, seqiiestrando cdc2 para o citoplasma e conseqiientemente induzindo a célula a parar
em G2. Experimentos de pulse-chase confirmaram que a degrada¢do da proteina 14-3-3c ¢
potencializada em células MCF7 transfectadas com o gene Epf. A degradagdo de 14-3-3c ¢
proteassoma dependente, uma vez que experimentos utilizando o inibidor de proteassoma MG132
resultou no aumento da proteina 14-3-3c ligada a Epf . Esses resultados sugerem que o Epf pode
prover uma proliferagdo ilimitada de células cancerigenas na mama por acelerar a destruicdo da
proteina 14-3-3c neste 6rgao (Figura 11) (Horie et al., 2003).

Foi demonstrado que varias outras proteinas contendo o motivo ring finger sdo conhecidas
por serem responsaveis por muitos tumores malignos (Figura 12). Por exemplo, a proteina PML
(premyelocytic protein) ¢ responsavel pela leucemia promielocitica aguda quando ocorre uma fuséo

com o receptor do acido retindico (RARa) (Jensen et al., 2001). Uma diminuigdo no gene supressor
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Figura 10 - Estrutura da proteina Epf: (A) Estrutura do dominio da Epf humana e de camundongo.

As caixas indicam os varios dominios de Epf. Embaixo das caixas representando os dominios ¢

mostrada a percentagem de similaridade entre o Epf humano e o Epf de camundongo; (B) Estrutura

do motivo ring finger. Quatro cisteinas sdo coordenadas por um atomo de zinco juntamente com

trés outras cisteinas e uma histidina também coordenadas por um atomo de zinco (Modificado de

Horie et al., 2003).
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-l
Cresanento nopmal da céhila Creseimerto i noral

Figura 11 — Mecanismo do crescimento tumoral desencadeado pela proteina ring finger Epf em
resposta ao estrogénio. (1) Presenca do hormonio estrogénio dentro da célula, (2) O hormonio
esteroide estrogénio ativa Epf, (3) Em resposta ao estrogénio, Epf interage com a proteina 14-3-3-c
(responsavel pelo seqiiestro de ciclina/cdc2 no citoplasma, levando a célula a parar em G2 da
interfase), (4) A proteina Epf atua como uma E3 ubiquitina ligase, adicionando uma cauda de
ubiquitina a proteina 14-3-3-c resultando na protedlise da mesma, (5) A proteina 14-3-3-0
ubiquitinada ¢ degradada via proteassoma, (6) A degradagdo da proteina 14-3-3-c impede que a
célula pare em G2, ocorrendo a perda do controle do ciclo celular, (7) Inducdo de crescimento de

células tumorais, (8) Crescimento tumoral (Modificado de Horie et al., 2003)
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RING B1 B2 Colled-coll SPRY
finger box box

Figura 12 — Estrutura dos dominios de varios membros da familia ring finger. Epf: Elemento
responsivo ao estrogé€nio relacionado a promogdo de crescimento celular; PML, responsavel pela
leucemia promielocitica aguda; T1F1a, regulador transcricional relacionado a tumor de figado e

BRCA1 um supressor de tumor relacionado ao cancer de seio e ovario (modificado de Horie €t al.,

2003).
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de tumor BRCA1 resulta em instabilidade cromossdmica levando ao desenvolvimento de um cancer
familiar de mama e ovario (Ruffner et al., 2001).

Garcia-Estrada et al. (2003) identificaram em Leishmania infantum uma proteina
denominada LORIEN. Essa proteina cont¢ém um dominio conhecido por SP-RING ou Miz,
pertencente ao motivo RING-finger, encontrado em proteinas que atuam com E3 ligase em conjunto
com pequeno modificador relacionado a ubiquitinas (SUMO). SUMO ¢ altamente conservado desde
leveduras até humanos. Em contraste com o sistema de ubiquitina, cujo objetivo geralmente ¢
marcar as proteinas para degradagdo, o processo conhecido como SUMOylation parece modular a

localizag@o ou estabilidade das proteinas alvo.

3.3.5-Motivo Zn (C3H)

O motivo zinc finger CCCH tem sido encontrado em diversas proteinas que se ligam a
RNA, estando envolvido em varios aspectos no controle da homeostase e diferenciacido celular.
Duas proteinas, denominadas tbZFP1 e tbZFP2 contendo cada uma um motivo CCCH, foram
identificadas em T. brucei, sendo implicadas na regulagdo da morfogénese e diferenciacdo deste
parasita. Experimentos com interferéncia de RNA demonstram que o gene ThZP2 ¢ essencial para
que ocorra a diferenciagdo das formas sanguineas para prociclica em Trypanosoma brucel
(Hendriks et al., 2001). A proteina TbZFP1 ¢ altamente expressa durante a diferenciagdo da forma
sanguinea para a prociclica e experimentos de perturbagdo genética desse gene compromete o
reposicionamento do genoma mitocondrial, um evento especifico ocorrido durante a diferenciagdo
deste parasita (Hendriks et al., 2005).

Membros da familia ZFP de T. brucei foram também identificados em T. cruz: ZFP1A,
ZFP1B, ZFP2A e ZFP2B. Além do dominio zinc finger, essas proteinas ZFPs contém outros
dominios de ligagdo a proteinas (WW e PPXY) sugerindo a ligagdo de umas com as outras.
Experimentos de duplo hibrido em leveduras revelaram que as interacdes entre ZFP1A e ZFP2A,

ZPF 1A e ZFP2B, ZFP1B e ZFP2B (Caro €t al., 2005). Hendriks et al. (2003) identificaram em T.
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brucel uma proteina denominada TbCPSF30. Essa proteina contém cinco motivos CCCH e ¢
homologa a proteina CPSF (fator especifico de clivagem e poliadenilagdo), um dos componentes da
maquinaria requerida na formagdo do 3’ final em leveduras e mamiferos. Experimentos com
interferéncia de RNA demonstram que este gene € essencial para as formas sangiiineas e prociclicas
de Trypanosoma brucei. O RNAi de TbCPSF30 resulta no acimulo de um mRNA TbCPSF30
aberrante e na deple¢do da proteina tbCPSF30. A deplecdo dessa proteina gera o actimulo de
mRNAs de tubulinas ndo processados, implicando, portanto, na participagdo de TbCPSF30 no
processamento policistronico de RNA. Este ¢ o primeiro estudo que identifica e caracteriza uma
proteina CPSP em T. brucel e que demonstra o seu envolvimento no processamento policistronico
de RNAs (Hendriks et al, 2003).

Morking et al. (2004) identificaram em T. cruzi duas proteinas denominadas TcZFP1 e
TcZFP2 contendo cada uma delas um motivo CCCH. Experimentos de gel shift mostraram a
capacidade da proteina tcZFP1 em interagir especificamente com oligorribonucleotideos poli(C).
Proteinas que se ligam a poli(C) estdo normalmente envolvidas com as atividades de estabilidade de

mRNA e regulagdo traducional em eucariotos.

3.3.6—Maoativo Zn (CCHC)

O reovirus apresenta no seu genoma o gene S4 que codifica uma proteina de 41 kDa
conhecida por &;. Esta proteina desempenha varios papéis durante a replicagdo viral, tais como o
processamento correto de proteinas virais formando o complexo & 3-U1C, que constitui o maior
componente de capsideos maduros do reovirus, na inibigdo de sintese de RNA ¢ proteinas de células
hospedeiras, no estabelecimento da infec¢ao viral, na estimulagdo da tradugdo do RNA viral e na
inibicdo da acdo do interferon (esta proteina contem o dominio CX,CX;;HX;C) (Mabrouk &
Lemay, 1994).

As proteinas de nucleocapsideos virais dos lentivirus (NCps) contém um ou dois dominios

CX,CX4HX,C altamente conservados e homoélogos aos NCp7 do virus da imunodeficiéncia humana
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HIV-1. Esta proteina esta envolvida em vérias etapas chave do ciclo de vida viral (empacotamento
do RNA, transcri¢do reversa e integracdo) através de interagdes com acidos nucléicos de fita
simples (RNA e também com outras proteinas virais) (Rosbash et al., 1997; Ramboarina €t al.,
1999). A encapsidacdo do genoma do HIV-1 durante a montagem do retrovirus é mediada entre os
dominios do nucleocapsideo e um segmento gendmico de 110 nucleotideos conhecido como Psi-
site. O Psi-site contém quatro steam-loops (SL1, SL2, SL3 e SL4) alvo de interagdo destas proteinas
(Amarasinghe et al., 2001)

Experimentos também demonstram o papel de cada um dos dois motivos CCHC presentes
no nucleocapsideo viral tipo 1 de HIV na ligacdo a acidos nucléicos. Tem sido demonstrado que
estes nucleocapsideos também funcionam como chaperoninas anelando a acidos nucléicos e
atuando na dimeriza¢do do genoma e maturag¢do das particulas virais. Ensaios de anelamento com
proteinas contendo este motivo mutado tém sido realizados para identificar quais sdo os residuos
necessarios para o desempenho da atividade de chaperonina (Heath et al., 2003).

Os dois dominios repetidos CCHC de NCp7 possuem estrutura similar. Em experimentos
realizando mutagdes, como a troca de uma histidina por uma cisteina, demonstrou que ocorre uma
modifica¢do na regido dos zinc fingers resultando em um virus ndo infeccioso. Ja a substituigdo de
CCHC por CCHH afetou a integridade estrutural dessa proteina, resultando numa drastica alteragao
no reconhecimento dos acidos nucléicos pelo virus, bem como outras proteinas celulares
(transcriptase reversa e integrase) (Ramboarina et al., 1999). Experimentos posteriores com NCp7
indicaram que primeira zinc finger CCHC do nucleocapsideo em sua conformag¢do intacta ¢ a
responsavel pela 6tima interagdo com a transcriptase reversa, mantendo portanto a infectividade do
HIV (Ramboarina €t al., 2004).

O motivo CCHC também esta presente em NCps de virus mosaico de couve-flor ¢ no
produto do gene Xpo regulado no desenvolvimento em Xenopus. Além destes, um gene foi clonado

em Saccharomyces cerevisiae expressando uma proteina com motivos CCHC envolvido em cis
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splicing. Essa proteina SLU7 interage com os pequenos RNAs U5 nucleares durante a selegdo do
sitio 3” apropriado (Covey €t al., 1986; Sato & Sargent, 1991; Frank et al, 1992).

Chang et al. (2003) identificaram e caracterizaram uma proteina nucleolar denominada
pNO040. A mesma foi identificada pela técnica de duplo hibrido em leveduras utilizando uma
biblioteca de cDNA de figado humano e uma proteina denominada pinin (pnn) como isca. A
proteina pinin € o produto de um suposto gene supressor de tumor, sendo identificada inicialmente
como uma proteina associada a desmossomos (Ouyang & Sugure, 1996) e subseqiientemente
encontrada em nucleo de células em intérfase (Ouyang, 1999). A proteina pN040 apresenta varios
dominios distintos, incluindo uma regido de ligagdo a RNA presente em proteinas ribossomais, um
zinc finger do tipo CX,CX;HX,C e varios grupos de aminoacidos basicos representando um
possivel sinal de localizacdo nuclear. Experimentos de imunocitolocalizagdo com a proteina
endogena ou pNO40 transfectada em diversas culturas de células demonstraram a concentragao da
mesma em muitos componentes granulares do nucléolo. Sugere-se que a pN040, devido as suas
caracteristicas de seqii€éncia e localizagdo subcelular, possa ser uma nova proteina nucleolar com
fungao relacionada a maturagdo e biogénese de ribossomos (Chang et al., 2003).

Em T. brucei foi identificada uma proteina denominada RRM1 que contém trés motivos de
reconhecimento a RNA (RRMs), duas copias in tandem de motivos zinc fingers CX,CX,HX4C e
uma regido rica em arginina-serina (SR). Essa proteina de 70 kDa, se localiza no nucleo e ¢
expressa tanto na forma sanguinea quanto na prociclica. RRM1 apresenta homologia estrutural com
familias de proteinas SR (em particular 9G8, um fator de cis splicing que atua em mRNAs de
mamiferos), o que sugere que o mesmo possa desempenhar um papel relacionado ao trans -splicing
em T. brucei (Manger & Boothoyd, 1998).

A HEXBP (hexamer binding protein) contém nove motivos zinc finger CX,CX,HX4C que
se liga na regido 5° ndo traduzida do gene da mais abundante glicoproteina de membrana em
Leishmania chagasi. A HEXBP pode potencialmente estar envolvida na replicagdo, recombinagao,

reparo e estrutura do DNA, além de estar envolvida com a regulagdo transcricional. Esta proteina se
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liga a fita simples de acidos nucléicos e se liga a oligonucleotideos de forma similar & proteina
humana CNBP (cellular nucleic acid binding protein) que apresenta sete motivos zinc finger
CX,CX4HX4C de ligagdo a 4cido nucléico de fita simples. Estas proteinas se ligam a
oligonucleotideos que correspondem a uma fita de uma regido consenso conhecida como elemento
regulatorio de esterdis e parecem funcionar como um repressor de varios genes envolvidos no
metabolismo de esterois (Webb & McMaster, 1993).

Em Crithidia fasciculata foi descrita uma proteina denominada de UMSBP (UMS binding
protein) que apresenta cinco motivos zinc finger CX,CX4HX4C que se liga a fita simples de DNA
de minicirculo de cinetoplasto. Essa proteina se liga em uma regido conservada contendo 12
nucleotideos (5°-GGGGTTGGTGTA-3’) conhecida como UMS (universal minicircle sequence)
que € a seqiiéncia que marca o inicio da replicagdo da fita pesada de minicirculos. Outra seqiiéncia o
hexamero (5’-ACGCCC-3’), presente na fita leve de minicirculos também ¢ alvo de interagcdo por
UMSBP. O fato de UMSBP interagir com a regido do minicirculos e do maxicirculo a torna uma
forte candidata a participacdo do inicio do processo de replicagao nestes kKDNAs. Essa proteina
também pode interagir com RNA simples fita simples (Tzfati et al., 1992; Abu-Elneel et al., 1999).

Em Trypanosoma brucel foi identificada uma regido gendmica contendo um gene que
codifica para uma subunidade beta proteassomal e um gene que codifica para uma proteina com o
motivo zinc finger CX,CX;HX,C, porém, a fun¢do desta zinc finger ainda ¢ desconhecida
(Radwanska et al., 2000).

Em Trypanosoma cruz foi identificada uma proteina denominada PDZ5 contendo cinco
motivos zinc finger CX,CX;4HX,4C (homologa a proteina UMSBP de Crithidia fasciculata) que se
liga especificamente a fita simples de DNA conhecida como UMS (Coelho €t al., 2003).

Em Trypanosoma cruzi foi também identificada uma proteina denominada PZFP1 contendo
sete motivos CX,CX4,HX4C. Experimentos de gel de retardamento demonstraram que tanto a
proteina nativa PZFP1 quanto a recombinante, interagem especificamente com oligonucleotideos de

DNA ou RNA carreando seqiiéncias reconhecidas por outras proteinas contendo o motivo CCHC.
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Esta proteina ¢ localizada tanto no nucleo quanto no citoplasma. Ensaios de duplo hibrido em
leveduras demonstraram que PZFP1 também interage com uma proteina rica em residuos de serinas
e argininas de T. cruz (TcSR), sugerindo o papel da mesma em processamento de mRNA (Espinosa
et al., 2003).

Outras proteinas contendo um motivo denominado zinc finger CXXCXGXG tem sido
descritas em chaperoninas da familia DnaJ de Trypanosoma cruz, dentre as quais tcj2, tcj3 e tcj4.
Este motivo parece estar envolvido na interagdo destas proteinas com outras proteinas pertencentes

a familia DnaJ (Tibbetts et al., 1998).
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Il —Relevancia e Justificativa do projeto

A doenca de Chagas ¢ uma das mais importantes endemias dentre as que ocorrem na
América Latina, afetando cerca de 16 milhdes de pessoas.

O recente seqiienciamento do genoma de tripanosomatideos parasitas humanos e animais (T.
cruz, T. brucel e L. major) (El-Sayed et al., 2005; Berriman et al., 2005; Ivens et al., 2005)
confirmou diferencas e revelou outras novas entre estes € os demais eucariotos. Contudo varias
moléculas sinalizadoras, em um grupo diverso de proteinas quinases ¢ fosfatases, proteinas que se
ligam a é4cidos nucléicos, dentre outras ja identificadas implicam previamente em interagdes ainda
ndo conhecidas, bem como processos regulatorios também desconhecidos e que poderdo vir a ser
possiveis alvos para a interven¢do na doenca. Os mecanismos moleculares, dentre os quais, os de
expressdo génica e a sua regulagdo nestes parasitas sdo pouco conhecidos. Assim, a caracterizagdo
do genoma do Trypanosoma cruzi e os demais tripanosomatideos ¢ a elucidag¢ao da fungdo de suas
proteinas e suas interacdes podem trazer respostas importantes para a compreensdao da biologia
molecular do mesmo, bem como possibilitar o desenvolvimento de novas terapias para doenca de
Chagas.

Recentemente, Zapata-Estrella et al. (2006) demonstrou que a imunoterapia com vacinas de
DNA codificando o antigeno TSA-1 (trypomastigote surface antigen 1) de T. cruz foi capaz de
reduzir danos ao tecido cardiaco e melhorar a sobrevivéncia de camundongos quando administrados
durante as fases aguda ou cronica da infecgdo por Trypanosoma cruz. Ainda assim pode-se dizer
que desde a sua descoberta em 1909 até¢ o presente momento nao foi disponibilizada uma vacina
testada em humanos ou uma droga realmente eficaz para o tratamento da Doenca de Chagas. Os
quimioterapicos disponiveis possuem baixa toxicidade seletiva, sendo restritos ao tratamento da fase
aguda da doenca. Deste modo, a investigagdo estrutural e funcional de regides do genoma de
Trypanosoma cruz e suas proteinas pode vir a solucionar varias questoes relacionadas a biologia do
mesmo, como por exemplo a compreengdo das relagdes interagdo hospedeiro-parasita € moléculas

envolvidas.
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Em trabalhos anteriores do nosso grupo, Bartholomeu et al. (2001) isolaram um clone
gendmico correspondente a um fragmento de 17 kb na banda XX de T. cruz, utilizando como
sonda um cDNA que codifica a subunidade a5 de proteassoma. Apods subclonagens e
seqlienciamento da regido a montante a este gene, foi verificado que havia a presenca de uma
regido com fase de leitura de 5,2 kb predizendo uma proteina homdloga a cadeia pesada de clatrina
(Assis et al., 1998) e uma fase de leitura de 1,1 kb predizendo uma subunidade [3 proteassomal

(Lima & Assis, 1998) (Figura 13).
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Figura 13 — Esquema da regido genomica de 17 kb da banda XX de T. cruz. Retangulos
correspondem as regides de fase de leitura. TCBETAS - gene para subunidade beta proteassomal;
TcPR29A — gene para subunidade alfa proteassomal; TCCLAH — gene para uma proteina homologa a

cadeia pesada de clatrina. A regido indicada com colchete e interrogagado foi estudada nesta tese.
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11 —Objetivos

Esse trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo da regido gendmica localizada no
cromossoma XX de Trypanosoma cruz, entre o gene que codifica para subunidade beta
proteassomal e o gene que codifica para a proteina homologa a cadeia pesada de clatrina.

Para tal objetivo, as seguintes metas foram propostas:

- Clonagem e seqiienciamento dos genes presentes na regido gendmica acima;

- Analise das fases de leitura dessa regido e analise de homologias das proteinas preditas

em bancos de dados;

- Comparagao desta regido gendmica com a mesma regido em T. brucel e L. major;

Analise filogenética das proteinas identificadas e suas homolégas;

Expressdo heterdloga do gene TcZFP8 em E. coli;

Purificagdo da proteina recombinante TcZFPS;

Producdo de anticorpos policlonais contra a proteina TcZFPS;

Analise da expressdo do gene TcZFP8 em experimentos de Northern blot e Western blot
nas diferentes formas de T. cruz: epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas;

Citolocalizagdo da proteina TcZFP8 em células epimastigotas de T. cruz;

Analise da ligacao da proteina TcZFP8 a acidos nucléicos (DNA de fita simples, DNA

de fita dupla ou RNA);

Selecdo da seqiiéncia nucleotidica de ligagdo da proteina TcZFP8 em experimento de

SELEX.
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MATERIAL E METODOS

| —-LINHAGEM DE CELULAS

1 —Trypanosoma cruz

Foram utilizados a cepa CL Brener (Brener & Chiari, 1963), Dm 28c (Contreras et al.,
1988) e cepa Y a partir de uma amostra venezuelana de Didelphis marsupialis gentilmente cedidos
pelo Dr. Samuel Goldenberg (Instituto Oswaldo Cruz - RJ). As linhagens de T. cruzi foram
mantidas em nitrogénio liquido ou mantidas em 2 ml de meio LIT a 28°C, sendo que os repiques

foram realizados semanalmente com um inoculo de 10%.

2-CéulasL6

Foi utilizada a linhagem L6 (células musculares cardiacas de camundongos) para os
experimentos de infec¢do. As células foram gentilmente cedidas pelo Dr. Klaus Scherrer (Instituto
Jacques Monod — Francga) e mantidas em nitrogénio liquido ou mantidas em meio 199 com repiques
semanais, como descrito a seguir: 0 meio 199 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
foi utilizado para a multiplicagdo das células. Apés o crescimento celular, o0 meio de cultivo era
descartado e 3 ml de solug¢do de verseno contendo 1% de tripsina eram adicionados as garrafas e as
c¢lulas eram mantidas nesta solug@o a temperatura ambiente por aproximadamente 30 seg. Apds este
periodo, a solugdo de verseno era descartada e as células incubadas a 37°C por 10 min para que se
descolassem da garrafa. Posteriormente, 2 ml de meio 199 suplementado com soro fetal bovino eram
adicionados em cada cultura para a homogeneizacdo das células e entdo 200 da suspensdo de
células eram inoculadas em garrafas de 25 cm® (Falcon) contendo 10 ml de meio 199 suplementado
com soro fetal bovino. As células eram incubadas a 37°C por uma semana, quando era realizado um

novo repique.

3 - Escherichia coli
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As linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho, com os seus respectivos genotipos, estdo
apresentadas na Tabela 1. As linhagens bacterianas foram mantidas a -80°C em meio LB contendo

15% de glicerol.

Tabela 1: Linhagens de E. coli utilizadas.

Estirpe Gendtipo Referéncia

DH5a endAl, recAl, hsdR17 (rK', mK"), supE44, thi-1, gyrA,|Sambrook et al.,
relAl, F, (@ 8011acZAM15), A(lacZY A-argF) U169 1989.

BL21(DE)3 F- ompT gal[dcm][lon] hsdSg (rg- mg-, an E. coli B stain) | Studier et al, 1990
with DE3, a A prophage carrying the T7 RNA polymerase
gene

XL-1 blue F’::Tn10 proA+B+ lacl? A(lacZ)M15/recAl endAl gyr96 |Bullock et al.,
(NaI") thi hsdR17 (r,-my+) supE44 relAl lac 1987

Il —PLASMIDEOS

Foram utilizados os plasmideos: pBluescript SK+ (Stratagene), pGEM-T (Promega), pUC18
(Biolabs), pGEX-4T-1 (Pharmacia), pET28 a+ (Novagen), pGFP-C1(Clontech) e p33 (gentilmente

cedido pelo Dr. Schenkmam).

11 —MEIOSDE CULTURA

Os reagentes utilizados no preparo das solu¢des e meios de cultura foram os de maior grau
de pureza disponivel no laboratorio e a agua usada era bidestilada ou milli-Q.
As solugdes e meios de cultura eram esterilizados a 120°C durante 20 minutos e¢/ou, quando

necessario, eram filtradas em membrana do tipo Millipore com poro de 0,22 pm.

1-Meio SOB

bacto-triptona 2,0%
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extrato de levedura 0,5%

NaCl 0,06%

KCl 0,05%
pH 7,4

Ap0s esterilizacdo em autoclave, era adicionado 10 mM de MgCl,.

2-Meio SOC

Meio SOB adicionado de 20 mM de glicose.

3-Meo2YT

peptona de caseina 1,6%
extrato de levedura 1,0%

NaCl 0,5%

pH 7,2

4-MeoLIT
NaCl 0,4%
KCl 0,04%
Na,HPO, 0,8%
Glicose 0,2%
Triptose 0,5%
Infuso de Figado 0,5%
Hemina 0,0025 %
Soro Fetal Bovino 10%

O extrato de figado foi previamente dissolvido em éagua destilada, fervido em placa
aquecedora sob agitagdo durante 1 h e filtrado em papel Whatman n°l. A hemina foi adicionada ao
meio a partir de uma solucdo estoque de 0,5% em 5% de quadrol. O pH do meio foi ajustado para
7,2 com HCI concentrado e este foi esterilizado por filtracdo. Apds a esterilizagdo do meio, o soro
fetal bovino ja inativado e esterilizado (Gibco BRL) e a ampicilina (100 pg/ml) esterilizada por

filtragdo através de filtro Millipore 0,22 pm eram adicionados.

5- Meio 199 (10 X)
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Meio 199 (Gibco BRL) 20 g
Agua bidestilada qsp. 200 ml

O meio foi esterilizado por filtragdo através de filtro Millipore 0,22 um, distribuido

assepticamente em aliquotas de 50 ml e armazenado a -20° C.

6 - Meio 199 suplementado com sor o fetal bovino

Meio 199 (10 X) 10%
Bicarbonato de Sédio (4,4%) 2%
Soro Fetal Bovino inativado (Gibco BRL) 5%
Tampao Hepes 1M pH 7,0 1%

Todos os componentes do meio foram previamente esterilizados por filtracdo através de

filtro Millipore 0,22 pm. O meio foi aliquotado assepticamente em garrafas e armazenado a 4°C.

IV —REAGENTESE SOLUCOES
Os reagentes utilizados no preparo das solu¢des foram os de maior grau de pureza disponivel

no laboratorio e a 4gua usada era bidestilada ou milli-Q.

1 - Enzimas e tampdes

As enzimas utilizadas foram adquiridas principalmente das empresas Promega, Pharmacia,

New England Biolabs e Amersham. O procedimento usado foi o indicado pelo fabricante.

2 - Solucdes

Solugéo | Tampao Tris-HCI pH 8,0 25 mM
EDTA 10 mM
Glicose 50 mM

Solucéo I NaOH 0,2M
SDS 1 %

Solucéo I11 Acetato de Sodio 3M

Acido Acético 2M



RNAse A

Fenol Saturado

Tampéo TE

Clorofil

Solucdo STET

pH4,8-5.0

41

10 mg da enzima por mL de 4gua Milli-Q ou bidestilada e fervida em

banho-maria durante 20 minutos.

Fenol
B-hidroxiquinolina
equilibrada com tampao TE

Tampao Tris-HCl
EDTA

Cloroférmio
Alcool Isoamilico
equilibrada com tampao TE

NaCl

Tris-HCI pH 8,0
EDTA

Triton X-100

Tampao de eluicdo em gel de poliacrilamida

Tampéo PBS 10X

Tampéo PBSM 1X

Acetato de amoOnio
EDTA
SDS

pH 8,0

NaCl
Na,HPO,
NaN3
pH 7,2

Tampao PBS
Leite desnatado em po6

Solucéo revelador a para per oxidase

Cloranaftol 0,3%
PBS 1X
H,O, 10V

Tampé&o de transferéncia

Tris-base
Glicina
SDS
Metanol

Y
0,05 %

25 mM, pH 8,0
10 mM

24V
Y

100 mM
10 mM
1 mM
5%

0,5M
1,0 mM
0,1 %

137 mM
7 mM
0,02 % (p/v)

1X
2 % (p/v)

2,5ml
7,5 ml
0,05 ml

48 mM
39 mM
0,037 %
20 %



Tampao de corrida TEB 10X

Trizma-base
Acido Borico
EDTA

pH 8,0

Tampao deamostra TEB 10X

Glicerol

Azul de Bromofenol
Xileno cianol

TEB

Tampao de lise SDS-PAGE 2X

Tris-HC1

SDS
2-Mercaptoetanol
Azul de Bromofenol

Tampao de amostra SDS-PAGE 2X

Tris-HC1

Sacarose

SDS
2-Mercaptoetanol
Azul de Bromofenol

Tampé&o de Corrida SDS-PAGE 5X

Trizma-base
Glicina
SDS

Solucéo Corante SDS-PAGE

Metanol
Acido acético

Coomassie blue R250

Solucédo Descorante SDS-PAGE

Metanol
Acido acético

Tampao de equilibrio

Tampao de lavagem
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0,89 M
0,89 M
0,08 M

50 %
0,01%
0,01%
20X

250 mM (pH 6,8)
8 %

20 %

0,04 %

160 mM (pH 6,8)
24,0 %

4%

4 %

0,04 %

125 mM
0,96 M
5,0 %

40%
10 %
1%

30 %
7%

Fosfato monobasico de soédio 0,1 M

NaCl
pH 7,3

50 mM

Fosfato Monobasico de sédio 50 mM



Uréia 8M
Imidazol 0,08 M
pH 6,5

Tampao de eluicao (Niquel)
Fosfato Monobasico de sédio 50 mM

Uréia 8M
Imidazol 0,3M
pH 6,5
Tampao de eluicao (GST)
Glutationa reduzida 50 mM
Tris-HCI pH 6,8 50 mM

Tampao de Klenow 10X
Tampao Tris-HCI pH 7,6 0,5M
MgCl, 0,1 M
DTT 1 mM

Tampdes de alquilacao:

Solucéo A (4X)

Tris-HCI pH 8,0 20 mM
SDS 4%
DTT 4%
Solucéo B (4X)
Tris-HCI pH 8,0 20 mM
Iodoacetamida 500 mM
Tampao TENM 2 10X:
Tris-HC1 pH 7,0 100 mM
NaCl 100 mM
MnCl, 10 mM
MgCl, 10 mM
2-Mercaptoetanol 0,036%
H,O 85,9%

Tampao detransfeccao para T. cruz

NaCl 137 mM
HEPES pH 7,0 21,0 mM
Na,HPO, 5,5 mM

Glicose 0,77 mM

Tampao deligacdo SELEX

HEPES pH 7,9 10 mM
KCI 70 mM
MgCl, 2,5 mM
EDTA 1,0 mM

ZnCl, 1,0 mM
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ZnSO4
Glicerol
DTT

Poli (dIdC)

Tampé&o de lavagem SELEX

HEPES pH 7,9
KCl

MgClz

EDTA

Zl’lC12

ZnSO4
Glicerol

DTT

Tampao deligacdo EMSA (10X)

NaH,PO,
Na,HPO,
MgC12
EDTA
Zl’lC12
ZHSO4
Glicerol
Poli (dIdC)

pH 7,6

Solucéo Bicarbonato de Sodio a 4,4%

0,01 mM
4,0%

1 mM
100 pg/ml

10 mM
70 mM
2,5 mM
1,0 mM
1,0 mM
0,01 mM
4,0%

1 mM

10 mM
10 mM
5,0 mM
2,5 mM
1,0 mM
0,1 mM
50,0 %
100 pg/ml
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A solugao foi preparada sob agitacdo com a adi¢dao de 2 a 4 gotas de vermelho de fenol a

0,5%. Foram adicionadas pedras de gelo seco até que a solugdo se tornasse roseo-amarelada (pH

7,0). Em seguida, a solucdo foi distribuida rapidamente em aliquotas de 20 ml em tubos com tampa

de rosca bem vedada. As aliquotas foram esterilizadas em autoclave a 121°C por 30 min e

armazenadas a 4°C por até 2 meses.

Solucéo Verseno

A esterilizagdo foi realizada em autoclave por 20 min a 120°C.

Solucédo de Tripsina

EDTA
PBS

Tripsina

PBS

2mM, pH 7,0

1X

5%
1 X

O pH foi ajustado para 7,8 a 8,0. A solugdo foi armazenada a 4°C durante a noite para

decantacdo. No dia seguinte, o pH foi checado novamente e ajustado se necessario. A solugdo foi

esterilizada por filtracdo através de filtro Millipore 0,22 pum, distribuida em aliquotas de 0,5 ml e
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armazenada a —20°C.

V —~METODOSUTILIZADOS

Todos os procedimentos de digestdes com enzimas de restri¢ao, tratamento com a enzima
DNA polimerase I fragmento Klenow, desfosforilagdes, purificacdo de fragmentos de DNA em gel
de agarose, ligacdes, andlises em géis de agarose, SDS-PAGE, extracdo de DNA plasmidial foram
realizados por procedimentos padrdes (Sambrook et al., 1989) ou conforme instru¢des dos
fabricantes (Biolabs, Promega ¢ Gibco BRL). Todas as transformagdes bacterianas foram realizadas

seguindo a metodologia descrita por Inoue €t al. (1990).

1 — Isolamento e andlise da seqiiéncia da regido gendmica de 17 kb de Trypanosoma
cruz

O banco genomico (EMBL3) de Trypanosoma cruz (clone Dm28C) (Fragoso €t al., 1992)
foi selecionado com o cDNA da subunidade proteassomal ALPHA6 (TcPR29A) (Bartholomeu et
al., 2001) e um clone positivo foi caracterizado, contendo um fragmento de 17.303 pb localizado no
cromossoma XX de T. cruzi. O DNA do clone positivo foi isolado ¢ os fragmentos obtidos através
de digestdes com enzimas de restricdo foram sub-clonados no pBluescript SK™ ou pUC18. Todos os
sub-clones foram submetidos a sequenciamento automatico e a analise de seqiiéncia foi feita usando
o software GCG da Universidade de Wisconsin. As seqiiéncias de nucleotideos estdo disponiveis no
banco de dados GenBank com os numeros de acesso: AF104214 e AY728266. O alinhamento das
seqliéncias foi realizado utilizando a versdo 1.82 do programa CLUSTALW (Thompson at al.,
1994). Um grupo de 1000 sequéncias foi gerado com o programa SeqBoot; o calculo da matriz da
distancia e a constru¢do da arvore filogenética foi feita utilizando os programas ProtDist e Fitch
respectivamente. O SeqBoot, o ProtDist, o Fitch e o programa de consenso para arvores fazem parte
de um pacote de program chamado Phylip, cuja versdo aqui utilizada foi a 3.8 (Felsenstein et al.,

2002).
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2 —Producao da proteina TcZFP8 em E. cali

Linhagens de E. coli contendo o plasmideo foram inoculados em frascos Erlenmeyers de
250 ml contendo 20 ml de meio LB adicionado de ampicilina a 100 pg/ml e incubados a 37°C sob
agitacdo de 200 rpm. As culturas foram incubadas até atingirem uma absorbancia de 0,8 a 600 nm.
Retirou-se uma aliquota de 1 ml de cada frasco antes de iniciar a indug¢do. Foram acrescentados
IPTG para uma concentragdo de 1,0 mM em cada um dos frascos e retiradas aliquotas de 1 ml em
intervalos pré-estabelecidos. Essas aliquotas foram centrifugadas a 12.000 rpm por 3 min. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi ressuspendido com 50 pl de tampao de lise
1X . Os extratos protéicos total foram incubados em banho a 90°C por 5 min e analisados em gel

desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).

3 —Purificacdo da proteina TcZFP8 expressa em E .coli

3.1 - Cromatografia de afinidade para purificacdo da proteina TcZFP8 fusionada a

proteina Glutationa-S-Transfer ase (Shistosoma japonicum)

Para cada sistema utilizou-se 12 pl da resina glutationa sepharose 4B (Pharmacia) para a
ligacdo GST-TcZFP8. A resina foi previamente ressuspendida em PBS 1X adicionado de 1 mM de
EDTA e centrifugada a 5.000 rpm por 5 min. Apos a centrifuga¢ao, as resinas foram ressuspendidas
em 200 pl de PBS 1X suplementado com 1 mM de EDTA e distribuidos em dois tubos Eppendorfs
contendo cada um deles 200 pl de extrato protéico de E. coli. Apés homogeneizagdo, os tubos
foram incubados a 4°C sob agita¢do de 200 rpm durante 1 hora. Em seguida foram centrifugados a
5.000 rpm durante 5 min e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos foram lavados trés vezes
com 200 pl de PBS 1X e finalmente ressuspendidos em 40 pl de tampdo de eluigdo. Apos a
centrifugacdo, os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos Eppendorf e estocados a —
80°C. Uma aliquota de 10 pl da proteina eluida era analisada em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-

PAGE).
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3.2 - Cromatografia de afinidade Ni-NTA (Nickel-nitrilotriacetic acid) para puri-
ficacdo da proteina TcZFP8 fusionada a His-tag

Os extratos protéicos de E. coli foram previamente alquilados conforme descrito por Yan et
al. (1999). Utilizou-se 1 ml de resina Ni-NTA ativada com 50 mM de sulfato niquel pH 6,8 para a
ligacdo TcZFP8-His-tag. A resina foi previamente ressuspendida em tampdo de ressuspensao
(Novagen) centrifugada a 2.000 rpm por 2 min. Apds centrifugacdo, a resina Ni-NTA foi
ressuspendida novamente no mesmo tampao e distribuida em tubos Eppendorfs contendo cada um
deles 200 pl de extrato protéico alquilado. Apds homogeneizagdo, os tubos foram incubados a 4°C
sob agitacdo de 200 rpm durante 1 hora. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2.000 rpm
durante 2 min. Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram lavados com o tampao
de lavagem (Novagen), sendo eluidas em tampao de ecluigdo (Novagen). As proteinas foram

analisadas em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE).

4 - Producéao de anticor po anti-TcZFP8 em coelho

A proteina TcZFP8-Histag purificada em Ni-NTA foi quantificada segundo método
descrito por Ramagli & Rodrigues (1985). Previamente, o sangue de um coelho de 2 meses de idade
foi retirado e centrifugado a 4.000 rpm durante 15 min, para coleta do soro pré-imune presente no
plasma. Aliquotas do soro pré-imune foram mantidas em freezer -80°C. Em seguida, foram
aplicadas 3 inje¢des com intervalos de 15 dias, contendo cada uma delas 100 Ug de proteina
purificada. A primeira injecdo continha o adjuvante de Freund completo (50%), a segunda, o
adjuvante de Freund incompleto (50%) e a terceira solugdo, salina estéril. Apos 10 dias da aplicagdo
da terceira inje¢do, o sangue do coelho foi retirado e o soro contendo os anticorpos foi processado
como descrito anteriormente. O soro foi testado utilizando lisados das bactérias produtoras da

TcZPF8-His-tag pela técnica de Western blot.
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5 - Obtencédo de Extratos Protéicos de Trypanosoma cruz

As formas epimastigotas foram crescidas em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado até atingirem fase exponencial (2,0 x 10’/ml). Em seguida foram centrifugadas a
4.000 rpm durante 15 min. O sedimento foi lavado com PBS 1X gelado e novamente centrifugado.
Para obten¢ao do extrato protéico total, as células foram ressuspendidas em tampao de amostra 1X.
As fragdes mitocondrial/nuclear e citoplasmatica foram obtidas segundo o método descrito no item
V.10.

As formas tripomastigotas ¢ amastigotas foram obtidas através da infec¢do de células
musculares cardiacas de camundongos (L6) crescidas em meio M199 (Gibco-BRL) - suplementado
com soro fetal bovino (item 5.9.2). O numero de tripomastigotas e amastigotas foi padronizado (2,0
x 10®). Em seguida foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 15 min. Os sedimentos das respectivas
células foram lavados com PBS 1X gelado e novamente centrifugados. As células foram
ressuspendidas em tampao de amostra 1X.

Os extratos protéicos foram analisados em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE).

6 - Extracdo de RNA dastrésformasdeT. cruz eandlise por Northern blot

O RNA total das formas epimastigota, amastigota e tripomastigota foi obtido pelo método
de extracdo de RNA por TRIZOL segundo protocolo indicado pelo fabricante (Invitrogen). Esses
RNAs foram submetidos a eletroforese em gel desnaturante de agarose (Ausubel et al., 1995) e
transferidos para a membrana de nylon. Para hibridagdo foi utilizada uma sonda de DNA de 1,8 kb
contendo parte do gene TCZFP8 (nucleotideos 61 a 571). Os experimentos de Northern blot foram

realizados como descrito em Sambrook et al. (1989).

7 - Analise de Western Blot
Os extratos proteicos de E .coli ou T. cruzi foram submetidos a eletroforese em gel de

poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) e em seguida transferidos para uma membrana de nitrocelulose
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através de um sistema de transferéncia semi-seco (BioRad), durante 1 hora. Em seguida, tampao de
saturacdo de proteinas (tampao PBSM) foi adicionado a membrana, a qual foi incubada durante 3
horas a 4°C, sob agitacdo branda. A membrana foi lavada 3 vezes com PBS 1X e o anticorpo
primario (monoclonal anti-His-tag ou policlonal anti-TcZFP8) foi adicionado na dilui¢ao de 1:2.000
e incubado durante 3 horas a 4°C, sob agitacdo branda. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens
com PBS 1X e posteriormente, o anticorpo secundario acoplado a peroxidase foi adicionado na
dilui¢do de 1:2000 e incubado durante 3 horas a 4°C, sob agitagdo branda. Ap6s o periodo de
incubagdo, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS 1X e revelada com solugdo reveladora para

peroxidase.

8 - Transfeccdo em Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas foram crescidas em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado até atingirem fase exponencial (2,0 x 10’ células/ml). Em seguida foram
centrifugadas a 4.000 rpm durante 15 min. O sedimento foi lavado com PBS 1X gelado e
novamente centrifugado e ressuspendido em tampédo de transfec¢do 1X (Ramirez et al., 2000). A
suspensdo contendo os parasitas foi transferida para cuvetas de 2 mm (400 pl em cada) sendo
adicionado 50 pg de plasmideo em cada sistema. O sistema foi submetido a eletroporagdo (Bio-Rad
Gene Pulser II) com 2 pulsos consecutivos de 300V e 500 pPF. Em seguida os parasitas
eletroporados foram transferidos para o meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado e incubados a 28°C. Apods 12 horas, foi adicionado 100 pg/ml de Geneticin
(G418)(Gibco-BRL) para selecionar os parasitas transfectados. Aliquotas de 200 pl foram retiradas
apos 12, 36 e 48h de transfecgdo, centrifugadas a 4.000 rpm durante 15 min e o sedimento foi
lavado com solugdo salina estéril. Em seguida as células foram ressuspendidas em salina estéril
suplementada com 10 % de BSA e fixadas em lamina com metanol absoluto durante 5 minutos. As
laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia sob o comprimento de onda de 365 a

480 nm (faixa de visualizagdo da Green fluorescent protein)
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9 — Obtencéo das difer entes for mas de Trypanosoma cruzi

9.1 — Obtencéo da forma epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Epimastigotas das linhagens CL Brener, cepa Y e Dm 28c foram crescidos em meio LIT de
modo que o volume ocupado pelas culturas fosse de aproximadamente 25 % da capacidade total do
frasco. Os inéculos foram iniciados com aproximadamente 2 x 10° células/ml e incubados durante
uma semana a 28°C. Ao final desse tempo, as culturas alcangavam uma densidade celular de
aproximadamente 3 x 107 células/ml, sendo entdo, centrifugadas a 5.000 rpm durante 15 minutos. O
sedimento contendo as formas epimastigostas foi utilizado para a realizagdo dos experimentos

necessarios.

9.2 — Obtencéo das formas tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruz

As células L6 foram cultivadas em garrafas de 25 cm’® contendo meio 199 suplementado
com soro fetal bovino inativado. As células foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO, por
um periodo necessario para obtencao de crescimento confluente (48 - 72 horas). Apos este periodo,
o meio foi retirado, descartado e as monocamadas de células foram lavadas 3 vezes com PBS 1X e
em seguida tratadas com solugdo verseno/tripsina. Posteriormente, 4 a 5 gotas da suspensao de
células foram inoculadas em garrafas de 80 cm® contendo 20 ml de meio 199 suplementado com
soro fetal bovino e incubadas a 37°C até atingirem confluéncia de 10 a 20%. O meio de cultura foi
retirado e novamente 20 ml de meio 199 contendo soro fetal bovino foram adicionados a cultura.
Em seguida, as formas tripomastigotas de T. cruzi foram adicionadas na propor¢do de 40 parasitas
para cada célula hospedeira L6. As células L6 infectadas foram incubadas a 37°C durante 15 — 30
dias para obten¢ao das formas tripomastigotas e amastigotas.

A maior concentracdo de tripomastigotas estava na fase inicial da infec¢@o e posteriormente,
a forma amastigota. As formas foram separadas como descrito a seguir: o meio de cultura foi
coletado, centrifugado a 2.500 rpm durante 10 minutos e incubado a 37°C durante 3 —12 horas para

migracdo das formas tripomastigotas para o sobrenadante. A parte superior do sobrenadante
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(aproximadamente 75%) foi transferida para outro tubo e centrifugado novamente para obtencao de
um sobrenadante contendo as formas tripomastigotas. As formas amastigotas foram separadas dos
debris celulares (L6) pela centrifugagdo da parte inferior previamente reservada durante 5 minutos a

500 rpm.

10 — Obtencao das fracdes mitocondrial/nuclear e citoplasmética da forma epimastigota
de Trypanosoma cruz

As formas epimastigostas de T. cruz (cepas Dm28c e Y), obtidas conforme item V.9.1,
foram lavadas trés vezes com PBS 1X. Em seguida, foi adicionado tampdao TENM2 1X contendo
1% de Triton X-100 e a solugdo foi incubada por 5 min no gelo. Apds o periodo de incubacio, a
suspensdao celular foi homogeneizada com aproximadamente 20 movimentos em um
homogeneizador de vidro (dounce). A lise celular foi acompanhada ao microscopio Optico e a
osmolaridade foi restaurada com a adi¢gdo de sacarose a 2 M em TENM2 1 X para uma
concentracgdo final de 0,25 M. O lisado celular foi entdo centrifugado a 5.000 rpm (Rotor R20A2 46,
Hitachi) por 10 min a 4°C. O sobrenadante (fragdo citoplasmatica) e o sedimento (fragdo

nuclear/mitocondrial) foram coletados estocados a —80°C.

11 — Imunofluor escéncia indir eta

As formas epimastigostas de T. cruzi cepa Y obtidas conforme item V.9.1 foram lavadas
trés vezes com PBS 1X e ressuspendidas em PBS 1X contendo 1% de BSA. Em seguida, os
parasitas foram fixados em lamina com metanol 100% durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Apds secagem, os parasitas foram impermeabilizados com uma solucdo de PBS 1X suplementada
com 0,2% de Triton X-100 durante 15 minutos. Apds este periodo, as ldminas foram saturadas com
PBS 1X contendo 5% de leite desnatado durante 4 horas a 4°C. Posteriormente, as laminas foram
lavadas trés vezes com PBS 1X e incubadas com anticorpo policlonal anti-TcZFP8 na diluicao 1:50
em PBS 1X contendo 1% de leite desnatado, durante 4 horas a temperatura ambiente. Em seguida,

as laminas foram lavadas trés vezes com PBS 1X e incubadas com anticorpo secundario anti-coelho
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conjugado com FITC, na dilui¢do 1:50 em PBS 1X contendo 1% de leite desnatado, durante 4 horas
a temperatura ambiente. Apos este periodo, as laminas foram lavadas com PBS 1X e incubadas com
DAPI (1 pg/ml) em PBS 1X durante 20 minutos e novamente lavadas com PBS 1X. As laminas

foram observadas em microscopio Olympus BX60 usando os filtros apropriados.

12 — Evolucdo Sistemética de Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SELEX) -
adaptado de Tsai & Reed, 1998
O SELEX (systematic evolution of ligants by exponential enrichments) (Klug & Famulok,

1994) foi realizado do seguinte modo: inicialmente, trés oligonucleotideos foram sintetizados

quimicamente: PR102 - S’TAATACGACTCACTATAGGGAGGATCCGCGCAGC(N)3CCAATG

GTACCAGCAAC3’; PR103 - S’TAATACGACTCACTATAGGGAGGATCCGCGCAGC 3’ ¢

PRQ2.7 - 5’GTTGCTGGTACCATTGG 3’. O oligonucleotideo PR102 contém uma regido
randémica de 30 pb, um sitio de restricdo BamHI (5’GGATCC3’) e uma seqii€ncia que codifica o
promotor T7 (5’TAATACGACTCACTATAZ3'"). Os oligonucleotideos PR103 e PRQ2.7 foram
desenhados para amplificagdo do oligonucleotideo 102, anelando na regido 5’ e 3’ respectivamente.
O oligonucleotideo PR102 (utilizado como fita molde) foi amplificado por PCR utilizando
os oligonucleotideos PR103 ¢ PRQ2.7 como primers. Foram utilizadas as seguintes condi¢des para
a amplificagdo por PCR: um ciclo inicial de desnaturagdo a 94°C por 1 min, trinta ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por
30 segundos e um ciclo final de extensdao a 72°C por 1 minuto. O produto da PCR foi analisado em
gel de agarose a 2%. Em seguida, o produto da PCR, DNA fita dupla ou DNA fita simples
(desnaturado a 95°C durante 5 minutos) foram adicionados nos seguintes sistemas: (1) proteina GST
ligada a resina glutationa-sepharose 4b e (2) proteina de fusdo GST-TcZFPS8 ligada a resina
glutationa-sepharose 4b. A cada sistema foi adicionado 25 pl de tampdo de ligagdo SELEX. Os
sistemas foram incubados durante 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, os sistemas foram
lavados 5 vezes com tampao de lavagem SELEX (5 volumes) e centrifugados a 3.000 rpm durante

2 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 20 pl de tampao para
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PCR da GIBCO (1X), completando 1 ciclo de SELEX. Um novo ciclo de SELEX foi iniciado,

utilizando 10 pl do produto obtido anteriormente como template para a PCR. Apos 6 ciclos de
SELEX, o produto da PCR foi ligado ao pGEMT-easy. O sistema de ligagdo foi utilizado para
transformar células de E. coli DH5a e os transformantes foram analisados pelo perfil de restri¢do
pela digestdo com a enzima BamH I. Os plasmideos obtidos foram seqiienciados (MegaBace 1000 —

Pharmacia) pelo método Dye Terminator.

13 —Ensaio deligacdo proteina-DNA (gel shift)

Os plasmideos 33, 36 e 38 oriundos do SELEX foram digeridos com a enzima de restricao
EcoR I e os fragmentos foram separados em gel de poliacrilamida a 10%. Os fragmentos de DNA de
80 pb foram eluidos e marcados com y -*’P-ATP e a incorporagdo quantificada segundo método
descrito em Sambrook et al. (1989). Apods a marcagdo, os fragmentos foram utilizados como sondas
para o ensaio de ligagdo com a proteina de fusdo TcZFP8-GST e/ou GST. Em cada sistema foi
adicionado de 4.000 a 6.000 cpm da sonda obtida. Competidores especificos em maior concentragao
(sondas obtidas sem marcagdo - 100 vezes) e/ou competidor inespecifico (poli dIdC.dIdC - 100
vezes) foram também utilizados como controles.

A ligagao DNA-proteina foi realizada do seguinte modo: a um tubo Eppendorf mantido no
gelo foram adicionados nesta ordem: (1) tampéo de ligacdo gel shift, (2) 200 a 400 ng da proteina,
(3) polidIdC e (4) DNA marcado desnaturado a 90°C durante 5 minutos. Apés a adi¢@o, os tubos
foram homogeneizados e incubados durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel poliacrilamida nao
desnaturante a 5% em camara fria durante 4 horas a 150 V. Apos a corrida, o gel foi transferido para
um papel de filtro, secado a 80°C ¢ exposto em filmes de raios X. As autoradiografias foram

reveladas conforme indicado pelo fabricante.



54
RESULTADOS

| - Identificacdo de um cluster contendo trés genesin tandem codificando para proteinas zinc
finger CCHC em T. cruz

Em trabalho anterior, Bartolomeu et al. (2001) isolou e caracterizou o gene para a
subunidade ALPHAG6 proteassomal, designado como TCPR29A ¢ mostrou que esse gene ¢
localizado na banda XX de T. cruzi. Um fragmento genémico de 17.303 pb foi isolado e o gene
TcPR29A localizado no final dessa regido (Figura 14A). Apos subclonagens e analise de
seqiienciamento dessa regido, foi evidenciada a presenga de outras cinco fases abertas de leitura
(ORF), com a mesma dire¢do de transcrigdo. A primeira, uma regido codante de 788 pb (TCBETAD),
foi encontrada na outra extremidade deste fragmento e a analise em bancos de dados mostrou ser
um gene incompleto codificando a subunidade BETAS proteassomal por homologia (Figura 14A).
A montante do gene TCPR29A, foi encontrada uma fase aberta de leitura de 5.103 pb (TcCLAH)
codificando para a cadeia pesada de clatrina (Assis et al., 1998). Em uma regido de 8,6 kb, entre os
genes TCBETAS e TcCLAH foram identificadas outras trés fases abertas de leituras para proteinas
contendo cinco, sete e oito dominios zinc finger do tipo CX,CX4HX,C, respectivamente.

A pesquisa no banco de dados da proteina predita com cinco dominios zinc finger
mostrou que essa proteina de 14,32 kDa corresponde a proteina PDZ5 de T. cruz (Coelho et al.,
2003). A proteina PDZ5 foi descrita de um clone de ¢cDNA da cepa CL Brener e o gene
correspondente foi localizado na banda XX usando eletroforese em campo pulsante e Southern Blot
(Coelho et al., 2003). O gene correspondente na cepa Dm28¢ de T. cruz foi aqui identificado, com
a localizagdo neste fragmento de 17 kb da banda XX a jusante do gene TCBETA5. Em T. brucei a
mesma posi¢do do gene ZFP em relagdo ao gene BETAS proteassomal foi observado na sua banda
X (Figura 14A). Desta forma, PDZ5 ¢ ZFP sdo fortes candidatas a serem as proteinas de T. cruz e
T. brucei homologas a proteina UMSBP de C. fasciculata, uma proteina que se liga especificamente

a fita simples na regido de 12 nucleotideos chamada da seqii€éncia universal de minicirculos (UMS)
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Figura 14 — Comparag@o das regides gendmicas homodlogas de Trypanosoma cruz, Trypanosoma

brucel e Leishmania major e caracterizagdo de uma familia de genes codificando proteinas zinc

finger CX,CX4HX4C. (A) Esquema mostrando a regido de 17 kb presente na banda XX de

Trypanosoma cruz, onde os retangulos representam genes na ordem seguinte: TCBETAS - gene da

subunidade beta 5 proteassomal; PDZ5, PZFP1 e ZFP8 - genes codificando cinco, sete e oito

dominios zinc finger, respectivamente; TCCLAH — gene da cadeia pesada de clatrina; TCPR29A —

gene para a subunidade alfa proteassomal. A mesma regido entre os genes para a subunidade

BETAS proteassomal ¢ ALPHAG6 sao mostrados em T. brucei (banda 10, banco de dados TIGR) e

L. major (contig 36.1 do banco de dados Sanger). (B) Alinhamento das proteinas ZFP8 e

LmZINCS6. Asteriscos indicam os aminoacidos idénticos e os sinais de “+” indicam os aminoacidos

similares. Os dominios zinc finger estdo representados em caixas fechadas.
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localizada em minicirculos no cinetoplasto (Tzfati et al., 1992). Em L. mgjor, foram encontradas
duas copias idénticas in tandem do gene homoélogo UMSBP de C. fasciculata, a montante do gene
LmCLAH (Figura 14A), que foram denominados de genes LmMUMSBP. As proteinas preditas desses
genes possuem 80% de identidade e 90% de similaridade com a UMSBP de C. fasciculata
(nimeros de acesso do GenBank: AAC3814 e A54598).

A analise em banco de dados da proteina predita com sete dominios zinc finger (193 aa e
20,42 kDa) mostrou que essa proteina corresponde a PZFP1 de T. cruz (Espinosa €t al., 2003). Esta
proteina PZFP1 foi localizada principalmente no citoplasma e se liga a fitas simples de DNA ou
RNA carreando seqiiéncias de reconhecimento conhecidas de outras proteinas CX,CXsHX,C, tais
como o UMS de C. fasciculata e a seqiiéncia hexdmera da GP63 de L. major (Espinosa €t al.,
2003). Em T. brucel foi identificado o gene homoélogo a PZFP1 denominado TbZINC7 na mesma
posicdo em relagdao ao gene ZFP (Figura 14A). Anélise do alinhamento entre as proteinas preditas
PZFP1 e TcZINC7 mostrou 67% de identidade e 70% de similaridade. Essas proteinas sdo também
similares a uma proteina de liga¢do a acido nucléico de Trypanosoma equiperdum (numero de
acesso no GenBank: AAB47542), apresentando 49% de identidade e 53% de similaridade com
PZFP1 e 74% de identidade e 75% de similaridade com TbZINC7. Essas proteinas ainda nao tém
fungdes conhecidas.

O alinhamento de PDZ5 e PZFP1 mostrou uma identidade de 95% em 375 nucleotideos e
94% em 125 aa entre os 5 dominios de PDZ5 e os tltimos 5 dominios de PZFP1. Isso sugere que
esses genes podem ser derivados da duplicagdao de um mesmo gene. O mesmo foi observado em T.
brucel quando ZFP e TbZINC7 foram comparados.

A proteina predita com oito dominios zinc finger revelou ser um novo gene denominado
TcZFP8 contendo uma fase aberta de leitura codificando uma proteina de 192 aa. A analise em
banco de dados mostrou a presenca desse gene também em cepa CL Brener de T. cruz, onde trés
genes com menor diferenca foram observados. Duas seqiiéncias de genes obtidas do banco de dados

TIGR, nimeros de acesso: 7413 e 5774, e um do GenBank: AF204398. O alinhamento da proteina
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TcZFP8 com outras proteinas conhecidas CCHC de tripanossomatideos (TcPDZ5, TcZFP1, TbZFP,

TbZINC7 e LmUMSBP) revelou que a similaridade entre elas ¢ limitada as cisteinas e histidinas
constituintes do dominio zinc finger CX,CX4HX,C. O alinhamento dos dados mostra que a
identidade ¢ cerca de 27% para 34% e a similaridade ¢ cerca de 40% a 49%, confirmando que
TcZFP8 é uma nova proteina de T. cruz.

Nenhum gene similar a TCZFP8 foi encontrado na mesma regido (Figura 14A) ou no genoma
total de T. brucel (TIGR e no banco de dados Sanger). Em Leishmania major, a presenga do gene
HEXBP (Webb et al., 1993) a montante do gene BETAS proteassomal foi observado (Figura 14A). O
gene candidato a ser o homologo de TcZFP8 foi identificado nesta regido e denominado LmZINC6
(Figura 14A), mas a proteina predita contém somente seis dominios zinc finger ao invés de oito. A
Figura 14B mostra o alinhamento de TcZFP8 com LmZINC6. Observa-se que essas proteinas t€ém
um alto grau de identidade em seus trés primeiros dominios.

Com o objetivo de se avaliar a relagdo evolucionaria entre essas proteinas zinc finger,
realizamos uma analise filogenética. Como mostrado na Figura 15, trés grupos distintos
monofiléticos puderam ser observados. A proteina TcZFP8 ¢ mais proxima a LmZINC6 do que as
outras proteinas, o que sugere que ambas as proteinas possam ter mesma fungao celular em L. major
e T.cruz.

Nenhuma descri¢do sobre o gene/proteina TcZFP8 foi encontrada na literatura, além dos
genes homologos para a cepa CL Brener encontrados nos bancos de dados. Desse modo, nds

prosseguimos na caracterizac¢ao dessa proteina de Trypanosoma cruz.
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Figura 15 - Arvore filogenética descrevendo o relacionamento evolucionério entre as proteinas zinc
finger. Os niimeros nos parénteses representam o numero de motivos zinc finger nas proteinas.

MmCNBP (numero de acesso no GenBank: P53996): proteina zinc finger de Mus musculus.
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Il —Andalise do gene TcZFP8 e da sua proteina predita

Uma andlise individual da fase de leitura do gene TcZFP8 estd mostrada na Figura 16, onde
podemos observar que este gene apresenta uma fase de leitura de 579 pb. Apds a tradugao desta fase
de leitura obtivemos, entdo, a proteina predita de 193 aminoacidos, com massa molecular estimada
de 21.382 Da. Verificou-se uma grande porcentagem do aminoacido cisteina: 11,5% da massa desta
proteina. O alinhamento desta proteina internamente nos seus residuos de aminoacidos permitiu
verificar a presenga dos oito motivos zinc finger do tipo CX,CX4HX4C (Figura 17).

Com o objetivo de prosseguirmos com os estudos desse gene identificado TcZFP8, esta
mostrado na Figura 18 o esquema geral contendo as etapas do trabalho a ser desenvolvido
visando principalmente a expressdo heterdloga da fase de leitura do gene TcZFP8 na bactéria
Escherichia coli, a caracterizacdo e a localizagdo da proteina TcZFP8 em células de T. cruz.
Deste modo, a regido ja mencionada (na banda XX) foi subclonada e um fragmento de 4,5 kb
correspondente a esta parte desta regido foi subclonado no plasmideo pUC18 a partir do DNA
do fago recombinante contendo a regido de 17 kb, obtendo-se assim o plasmideo recombinante
pUS.4A. A partir deste plasmideo, um fragmento de 1,8 kb contendo a fase de leitura do gene

TcZFP8 foi utilizado nas subclonagens posteriores para a expressdo deste gene em E. coli.
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Figura 16 - Seqiiéncia nucleotidica do gene TcZFP8, com a proteina predita, identificada na regido

da banda XX de T. cruz.
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Figura 17: Alinhamento interno dos motivos CCHC da proteina predita TcZFPS.
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Figura 18: Esquema geral utilizado para estudar o gene TcZFP8 de Trypanosoma cruz, localizado
na regido gendmica entre os genes que codificam a subunidade beta-proteassomal e a cadeia pesada

de clatrina.
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[11 - Andlise da expressdo do gene TcZFP8 em célulasde T. cruz por Northern blot

A partir de células das trés formas de T. cruz, epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas,
RNA total foi purificado e experimento de Northern blot foi realizado, utilizando como sonda
molecular o fragmento de 1,8 kb contendo o gene TCZFP8. A Figura 19 mostra os resultados desta
hibridiza¢ao, onde podemos verificar uma marcagdo nas trés amostras correspondente ao sinal de
maior massa molecular, confirmando que este gene apresenta uma regido 3’ ndo traduzida de pelo
menos 2,5 kb, sugerido na andlise do fragmento gendémico. Os sinais de menores massas
moleculares podem ser explicados por uma hibridizacdo inespecifica com os outros genes de
proteinas zinc finger ou serem produtos de degradacdo do mRNA do TcZFPS8. Além disto, apesar da
menor concentracdo do RNA na amostra da forma tripomastigota, podemos verificar que 0 mRNA
de TcZFP8 esta presente nas trés formas do parasita, sugerindo que esta proteina possa ser expressa

nas trés formas de T. cruz (amastigota, epimastigota e tripomastigota).

IV — Expressdo do gene TcZFP8 como proteina de fusdo com a glutationa S transferase de
Shistosoma japonicum e a purificacdo da proteina recombinante

Com o objetivo de verificarmos se a proteina TcZFP8 apresenta a capacidade de interagdo
com acidos nucl€icos, foi realizada a clonagem do gene TCZFP8 no vetor de expressao pGEX-4T]1,
visando a sua expressdo como proteina de fusdo com a glutationa S transferase. Para tal, o
fragmento de 1,8 kb contendo o gene TcZFP8 foi subclonado no sitio para a enzima ECORI do
plasmideo pGEX-4T1 entrando em fase com o gene para a GST. Deste modo, o plasmideo
recombinante pEXZ foi obtido (Figura 20). Os plasmideos recombinantes obtidos estdo
exemplificados na Figura 21, onde estdo mostrados o perfil de restri¢cao resultante da digestdo com a
enzima de restrigdo ECORI, liberando uma banda de 1,8 kb relativo ao fragmento clonado contendo
o gene TcZFP8, e também das digestdes com BamHI e Pstl, mostrando a inser¢do na orientagao
correta do fragmento no vetor de expressdo (uma vez que PStI estd presente no inicio do gene

TcZFPS).
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Figura 19 - Analise por Northern-Blot de RNA total de diferentes formas de Trypanosoma cruz.
Painel A - gel desnaturante de agarose com os RNAs de T. cruz. Painel B — Northern blot — sonda:
fragmento gendmico do pBC1 (1,8 Kb), contendo parte do gene TCZFP8 (7 motivos CCHC) e sua

regido 3’ UTR. E = epimastigotas, T = tripomastigotas e A = amastigostas.
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Figura 20: Mapa genético do plasmideo pEXZ, utilizado para a expressdo da proteina TcZFP8

fusionada a proteina GST em E. coli.
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PEXZ
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Figura 21: Analise em gel de agarose a 1% das digestdes dos plasmideos recombinantes pEXZ18,
19, 20 e 23 (plasmideo pGEX4T-1 + gene tcZFP8) com as enzimas ECORI e BamHI/Pst I. M —

marcador de massa molecular; 4T-1 — plasmideo pGEX4T-1 digerido com EcoRI.



67

A partir de culturas de E. coli contendo esses plasmideos recombinantes pEXZ, foram
realizados experimentos de indugdo da expressdo do gene de fusdo GSI-TcZFP8 em diferentes
tempos e o perfil protéico total das culturas foi analisado em gel de poliacrilamida desnaturante. A
Figura 22 mostra esses resultados onde podemos verificar a expressdo da proteina de fusdo GST-
TcZFP8 apresentando aproximadamente 46 kDa nas amostras induzidas. Como controle, foi
utilizado cultura contendo o plasmideo pGEX-4T1 sem o gene TcZFP8 clonado, onde observamos a
inducdo apenas da GST (28 kDa) sem fusdo com TcZFP8.

As proteinas GST-TcZFP8 e GST oriundas da expressdao dos clones denominados pEXZ18,
pEXZ23 e pGEXA4T-1, respectivamente, foram purificadas por cromatografia de afinidade em
glutationa sepharose e analisadas em gel de poliacrilamida desnaturante (Figura 23), para a sua

posterior utilizacdo em ensaios de ligagdo com acidos nucléicos.

V - Analise dainteragdo da TcZFP8 com &cidos nucléicos por SELEX e gel shift

O experimento de SELEX foi realizado para determinarmos a regido de ligagdo da proteina
TcZFP8 nos acidos nucléicos. O desenho dos oligonucleotideos utilizados para tal estdo
esquematizados na Figura 24. Devido a possibilidade da proteina TcZFP8 poder utilizar um RNA
como alvo de sua ligagdo, o oligonucleotideo PR102 foi sintetizado contendo a seqiiéncia do
promotor T7, para uma provavel necessidade de uma etapa de transcri¢ao in vitro. Além desse
promotor, este oligonucleotideo contém 30 bases degeneradas para a sele¢do da seqiiéncia de
ligacdo no 4cido nucléico da TcZFPS.

As etapas do experimento de SELEX estdo mostradas na Figura 25. Esse experimento
constitui de ciclos de ligagdo da proteina com o acido nucléico, purificagdo da proteina e
amplificacdo por PCR do fragmento ligado a proteina. Desde modo, ocorre o enriquecimento da
seqiiéncia especifica de ligagdo do acido nucléico com a proteina. Assim, o experimento de SELEX
foi realizado utilizando as proteinas purificadas GST-TcZFP8 e GST, esta ultima como controle

negativo, ¢ o conjunto de oligos da Figura 24. O experimento foi realizado com fita simples de
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Figura 22: Analise em gel desnaturante de poliacrilamida da expressdo de TcZFP8 Fusionada a

GST, antes e depois da indugdo. As setas indicam as proteinas GST-TcZPP8 e GST induzidas.



69

pGEX-4T1 pEXZ18 pEXZ23
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Figura 23: Purificacdo de GST e GST-TcZFP8 por cromatografia de afinidade. A seta 1 indica a
purificagdo da proteina GST(pGEX-4T1). A seta 2 indica a purificacdo da proteina GST-ZFP§
(pEXZ18) e a seta 3 indica a purificacdo da proteina GST-TcZFP8 (pEXZ23). N- Extrato protéico

ndo induzido, I- Extrato protéico induzido e P- Proteina purificada.



Oligo PR103 (34mer)
Oligo PR102 (81mer)
5 TAATACGACTCACTATAGGGAGGATCCGCCCAGC 4

5 TAATACGACTCACTATAGGGAGGATCCGCGCAGC( N) 30CCAATGGTACCAGCAAC 3

' | | GGTTACCATGGTCGTTG
promotor T7 BamHI 3 5

PRQ2.7 (17mer)

Figura 24: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados nos experimentos de SELEX.
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Figura 25: Estratégia do experimento SELEX para a selegdo da seqiiéncia nucleotidica de interagao

da proteina TcZFP8 (adaptado de Famulok & Klug, 1984).
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DNA, sendo que o cada ciclo, ap6s o PCR, uma etapa de desnaturacao era realizada antes da etapa
de ligagcdo as proteinas. Apds cinco e seis ciclos, o conjunto de fragmentos amplicados foram
clonados no vetor para fragmentos de PCR pGEM-T easy para a individualizagao das seqiiéncias e
seu seqlienciamento.

Os resultados do seqilienciamento e do alinhamento das seqiiéncias, conforme mostrado
na Figura 26, confirmaram que TcZFP8 se liga a DNA fita simples e mostraram quatro
populagdes distintas de seqiiéncias consensuais (Figura 26A), sugerindo que o sitio de ligacao
ndo ¢ restrito a uma seqiiéncia especifica, porém todas as populacdes mostraram regides ricas
em C e/ou G.

Com o objetivo de confirmar a especificidade de ligagao da proteina TcZFPS8 as seqiiéncias
nucleotidicas obtidas no experimento de SELEX, foi realizado experimento de gel shift. A
seqiiéncia nucleotidica do clone 33 selecionada do experimento SELEX foi utilizada como sonda
para o ensaio de interagdo com a proteina recombinante GST-TcZFP8 e também com a proteina
GST (controle negativo). A Figura 26B mostra o resultado do ensaio de ligacdo onde podemos
observar a formacdo de complexo apenas no sistema da proteina GST ZFPS. Esse resultado

confirma que a proteina TcZFP8 foi capaz de se ligar a seqiliéncia do clone 33.

VI - Citolocalizagédo da proteina TcZFP em células de T. cruz por intermédio da fusio com a
proteina ver de fluor escente

Para determinar a citolocalizagdo da proteina TcZFP8 em células de T. cruzi foram
construidos vetores para transfeccdo onde a proteina € expressa como fusdo com a proteina
fluorescente verde (GFP) a partir do vetor p33 (Ramirez et al., 2000). A Figura 27 mostra o mapa
genético do vetor construido denominado p33GZ (p33 contendo o gene GFP fusionado ao
fragmento de 1,8 kb contendo o gene TcZFP8). O perfil de restri¢do dos plasmideos recombinantes
p33GZ liberando os fragmentos de 1,8 kb contendo o gene TCZFP8 e 0,7 kb relativo ao gene GFP

na digestdo ECORI/Sall sdo mostrados na Figura 28, assim como as digestdes dos plasmideos p33 e
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Figura 26 - Alinhamento dos clones obtidos com o experimento SELEX e ligagdo da proteina

recombinante TcZFP8 com o clone 33. (A) 22 clones resultantes do experimento SELEX foram

seqiienciados ¢ alinhados. 4 populac¢des de consensus foram encontradas e elas sdo marcadas em cor

preta. O simbolos “*” representam nucleotideos idénticos e os “+”

representam nucleotideos

similares. (B) Ensaio de ligacdo (EMSA) usando o clone 33 (oriundo da populagdo 4) e a proteina

GST-TcZFP8. O ensaio foi feito com quantidades iguais de sonda marcada ¢ um competidor

inespecifico conforme descrito em material e métodos.
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Figura 27: Mapa genético do plasmideo p33GZ. Plasmideo utilizado para expressdo da proteina

TcZFPS8 fusionada a proteina GFP em T. cruz.
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Figura 28: Analise em gel de agarose 1% do perfil de restri¢ao das construgdes p33G e p33GZ.
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p33G com EcoRI. Esses plasmideos recombinantes foram utilizados em experimentos de
transfec¢do do gene TcZFP8 em formas epimastigotas de T. cruz, porém os resultados nao foram
conclusivos, ja que no controle apenas com a expressao da GFP em fusdo ndo detectamos a proteina
na célula. Alternativamente entdo foi realizado um experimento de imunocitolocalizagdo da

TcZFP8 em células de epimastigotas de T. cruz.

VII - Expressdo em E. coli da TcZFP8 com fusdo a Histag, purificacdo da proteina
recombinante e produc¢do de anticor po policlonal contra esta proteina

Com o objetivo entdo de realizar a imunocitolocalizagdo da TcZFP8 em células
epimastigotas de T. cruzi, em uma primeira etapa, foi obtida a expressdo da TcZFP8 com fusao a
His-tag para a purificagdo posterior da proteina em coluna de niquel. Para tal, o fragmento de 1,8 kb
contendo o gene TcZFP8 foi subclonado, a partir do plasmideo pGEX utilizando as enzimas de
restrigdo BamHI e Sall, no plasmideo pET28a+, para a clonagem direcionada e em fase do gene
TcZFP8, obtendo-se assim o plasmideo recombinante pETZ2.2 (Figura 29). Células de E. coli BL21
contendo esse plasmideo foram utilizadas em experimentos de indug¢do da expressdo do gene
TcZFP8 em diferentes tempos e o perfil protéico total foi analisado em gel de poliacrilamida
desnaturante. A Figura 30 mostra os resultados desta analise onde foi verificada a expressdo da
proteina de fusdo TcZFP8-His tag de aproximadamente 21,5 kDa. Como controle negativo foi
utilizado células de E. coli BL21 contendo o plasmideo pET28a+ sem o gene clonado, onde ndo
visualizamos proteina induzida.

Deste modo, a proteina TcZFP8-His tag oriunda da expressdo de cultura contendo o
plasmideo pETZ2.2 foi produzida e purificada por cromatografia de afinidade ao niquel. O
resultado da purificagdo da proteina TcZFP8-His tag em Ni-NTA revelou um aumento de sua massa
molecular de 21,4 kDa para 25,9 kDa, fato explicado devido ao processo de alquilagao (Figura 30).

Apos a purificagdo da proteina TcZFP8-His tag procedemos a produgdo de anticorpos

policlonais em coelho. Apos 45 dias, coletamos o soro ¢ testamos em extratos protéicos de E. coli



Xhol 159

TcZFP8

| - EcoRT 1985
pER322 ORI ' W Tag Loy Bowen 1995
V4T 2035

Hicol 2093
Bglll 2193

EcoRW33T0

77

Figura 29: Mapa genético do plasmideo pETZ2.2, utilizado para expressdo da proteina TcZFPS8

fusionada ao His-tag em E. coli.
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Figura 30: Expressdo e purificagdo da TcZFP8-His-tag por cromatografia de afinidade em Ni-
NTA. A seta 1 indica a presenga da proteina recombinante TcZFP8-His tag em extratos protéicos de
E. coli. A seta 2 indica a proteina purificada. N - Extrato protéico nao induzido, I- Extrato protéico

induzido e P- Proteina purificada. M - Marcador de massa molecular.
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contendo as contru¢des pEXZ (pGEX-4T-1/inserto) e pETZ2.2 (pET28a+t/inserto). O anticorpo
policlonal produzido foi capaz de reconhecer as proteinas induzidas dos extratos protéicos de E. coli

tanto contendo pEXZ quanto pETZ2.2.

VIII - Andlise da expressdo e localizagdo da proteina TcZFP8 em lisados de célulasde T. cruz
por Western blot

Para confirmarmos a expressdo da TcZFP8 nas trés formas do parasita sugerida pelo
experimento de Northern blot, foi realizada a analise por Western blot utilizando extratos protéicos
totais das trés formas de T. cruzi e o anticorpo policlonal produzido. A Figura 31A mostra a
presenca da proteina TcZFP8 nas trés formas de T. cruzi (amastigota, epimastigota e
tripomastigota), confirmando assim que TcZFP8 provavelmente ndo ¢ uma proteina estagio-
especifica.

Foi realizada também a analise por Western-blot com extratos protéicos de fragdes
mitocondrial/nuclear e citoplasmatica de formas epimastigotas de T. cruz (cepa Dm28c e cepa Y).
A presenca da proteina TcZFP8 foi detectada apenas nas fragdes mitocondrial/nuclear de ambas as

cepas, conforme mostrado na Figura 31B.

I X - Imunocitolocalizacdo da proteina TcZFP8 em formas epimastigotasde T. cruz:

Com o objetivo de confirmar a citolocalizagdo nuclear e/ou mitocondrial da proteina
TcZFP8, foram realizados experimentos de imunofluorescéncia indireta em células da forma
epimastigota de T. cruzi. Como observado na Figura 32, os resultados desses experimentos
mostraram a localiza¢do da TcZFP8 como sendo nuclear ¢ ndo mitocondrial, co-localizando-a com

o DNA genomico marcado com DAPI (Figura 32).
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Figura 31: Analise por Western blot de lisados protéicos de T. cruzi utilizando o anticorpo
policlonal anti-TcZFP8 produzido em coelhos. O painel A contém 40 pg de extrato protéico total de
células de formas epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas: E - epimastigotas, A - amastigotas e
T - tripomastigotas. O Painel B contém 40ug de fragdes protéicas nuclear/mitocondrial e fracao
citoplasmatica de duas linhagens celulares de formas epimastigotas de T. cruzi (Dm28c e cepa Y):
C-fragdo citoplasmatica e M/N - fragdo nuclear/mitocondrial. M - Marcador de massa molecular em

kDa.
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Figura 32: Analise por imunofluorescéncia indireta em células epimastigotas de T. cruz
demonstram a localiza¢do nuclear da proteina TcZFPS8. Painéis A ¢ B (escala bar = 2 pm); células
epimastigotas tratadas com DAPI. Painéis C e D: células epimastigotas tratadas com o anticorpo
secundario goat anti-rabbit conjugado com FITC (escala em barra = 10 pm). N = ntcleo; K =

Cinetoplasto.
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DISCUSSAO

Varias proteinas contendo o motivo zinc finger tém sido encontradas em diversos
organismos € microrganismos e estdo envolvidas em varios eventos celulares, dentre os quais a
regulacdo da expressdo de genes eucarioticos. Algumas proteinas contendo esse motivo foram
relatadas em tripanossomatideos.

Em Trypanosoma cruz ja foram identificados alguns genes codificando proteinas com
motivo zinc finger: Um elemento retrotransposon non-LTR (long terminal repeat) presente em alto
numero de copias contendo varias fases abertas de leitura, dentre as quais, uma denominada ORF 3
contendo o motivo zinc finger CCHH (Martin et al., 1995); a familia de proteinas chaperoninas
denominadas Dnal (tcjl, tcj2 e tcj3) contendo uma regido rica em aminodacidos glicina e
fenilalanina e o motivo zinc finger CXXCXGXG (Tibbets et al., 1998); uma proteina denominada
poly-zinc finger (PZFP1) contendo sete motivos CCHC (Espinosa et al., 2003); uma proteina
denominada PDZ5 contendo cinco motivos zinc finger CCHC (Coelho et al., 2003) e a proteina
denominada tcZFP1 contendo cada uma um motivo zinc finger CCCH (Morking et al., 2004) dentre
outras descritas na introduc¢do deste trabalho.

Em nosso trabalho noés identificamos trés genes codificando para proteinas zinc finger
pertencentes a um grupo de genes contidos na banda XX de T. cruz (Figura 33). As proteinas
preditas denominadas de TcPDZ5, TcPZFP1 e TcZPF8 compartilham o motivo zinc finger CCHC
encontrado em um grupo de diversas proteinas que se ligam a acidos nucléicos. Essas proteinas
podem estar, portanto, envolvidas em véarios aspectos do controle da homeostase e diferenciagdo
celular. Especificamente, as proteinas aqui identificadas possuem o motivo CX,CX4HX4C que ¢
presente na proteina de nucleocapsideo viral de HIV-1. E descrito na literatura que esse tipo de

estrutura se liga a fitas simples de acidos nucléicos.
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Figura 33 — Esquema da regido gendmica de 17 kb da banda XX de T. cruz. Retangulos
correspondem as regides de fase de leitura. TCBETAS - gene para subunidade beta proteassomal;
TcPR29A — gene para subunidade alfa proteassomal; TCCLAH — gene para a cadeia pesada de
clatrina. As regides indicadas com colchete contém trés fases de leitura para zinc fingers CCHC:

PDZ5, ZFP1 eTcZFP8.
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A proteina TcPDZS5 é homologa a UMSBP de C. fasciculata (Tzfati et al., 1995) ¢ a UMSBP
de T. brucei, uma proteina que se liga DNA fita simples, especificamente a uma regido conservada
de 12 nucleotides denominada seqiiéncia universal de minicirculos (UMS) localizada na fita pesada
de uma origem de replicagdo de DNA minicirculo de cinetoplasto (Tzfati et al., 1995). A proteina
TcPDZ5 também mostrou se ligar a sequéncia duodecadmera UMS, o que fortemente sugere que esta
proteina é uma proteina de ligagdo a UMS do T. cruz (Coelho et al., 2003).

A proteina TcPFZP1 € uma proteina que se localiza principalmente no citoplasma e se liga a
oligonucleotideos de DNA/RNA fita simples carreando seqiiéncias de reconhecimento de outras
proteinas zinc finger do tipo CX,CX4HX,C, como a UMS de C. fasciculata e a seqiiéncia hexamera
da GP63 em L. major (Espinosa et al., 2003)

O terceiro gene aqui identificado ¢ um novo gene de T. cruzi (TcZPF8), codificando uma
proteina zinc finger com oito dominios CX,CX4HX,C e apresentando alto grau de identidade e
similaridade com ZINC6 de L. major. Nos encontramos trés seqiiéncias génicas correspondendo para
os seus alelos na cepa CL Brener, mas uma descri¢ao sobre a caracterizagdo das mesmas ¢ ausente
na literatura. Além disto, ndo encontramos nenhum gene homoélogo no genoma de T. brucel. De
posse desses resultados, prosseguimos entdo com a caracterizagdo do gene TCZFP8 e a sua proteina
em T. cruz.

Para esclarecermos o padrdo de expressdo desse gene em células de T. cruz, experimentos
de Northern blot foram realizados inicialmente. Esses experimentos mostraram a presenca de
transcritos estaveis desse gene nas trés formas de T. cruz. Com o objetivo de caracterizar,
citolocalizar e determinar a provavel fungdo da proteina TcZFP8 de T. cruz, outros experimentos
foram realizados.

Apds a expressdo heterologa desse gene em E. coli, purifica¢do da proteina
recombinante e obtencdo de anticorpos policlonais contra a TcZFP8 por imunizacao de coelhos,

experimentos de Western blot com lisados de T. cruzi mostraram a presenca da TcZFP8 das trés
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formas do parasita e em extratos nucleares/mitocondrial das formas epimastigotas, sendo
completamente ausente nos extratos citoplasmaticos, sugerindo uma localizagdo nuclear ou
mitocondrial dessa proteina.

Esses experimentos de Western blot detectaram duas bandas de proteinas ao invés de uma
banda como esperado, tanto nos extratos totais das trés formas do T. cruzl quanto na fragdo
mitocondrial/nuclear. Da mesma forma, Hendriks et al. (2003) descreveu o mesmo fato quando
produziu anticorpos policlonais anti-TbCPSF30, uma proteina zinc finger do tipo CCCH, que
deveria detectar somente uma banda de 30 kDa correspondente & proteina em extratos protéicos de
T. brucei, mas duas bandas com diferenca pequena de massa molecular como para a TcZFP8 foram
detectadas. Acredita-se que as duas bandas sejam de fato a mesma proteina com formas diferentes,
resultado de modificagdes pos-traducionais.

O fato de TcZPF8 ter sido encontrada nas trés formas do parasita: amastigota, tripomastigota
e epimastigota em concentragdes equimolares, nos revela que TcZFP8 ndo ¢ estagio especifica de
uma das formas de T. cruz e que provavelmente ela esta envolvida em algum processo comum as
trés formas do parasita. Uma vez que as formas tripomastigotas sdo células ndo replicativas e
TcZFP8 esta presente na mesma concentragdo em que nas células replicativas amastigotas e
epimastigotas, supde-se que esta proteina ndo estd envolvida no controle da replicagdo, como
sugerido para a proteina UMSBP ¢ TcPDZ5 (Tzfati et al., 1995; Coelho et al., 2003).

Com o objetivo de citolocalizar a proteina TcZFP8 e esclarecer a sua localiza¢do nuclear ou
mitocondrial, experimentos de transfeccdo para a expressao ectopica do gene TcZFP8 fusionado ao
gene que codifica a proteina fluorescente verde (GFP) em células de T. cruzi foram realizados,
porém os resultados ndo foram satisfatorios ja que ndo foi detectada a expressdo da GFP.
Alternativamente, foram realizados experimentos de imunofluorescéncia indireta e foi verificada a
citolocalizagdo nuclear da proteina TcZFP8 em formas epimastigotas de T. cruz, colocalizando

com a marcac¢do do DNA nuclear e ndo com o mitocondrial.
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Os resultados da imunofluorescéncia, juntamente com as analises por Western blot de lisados
nucleares/mitocondriais e citoplasmaticos, confirmaram o fato de que TcZFP8 ¢ uma proteina nuclear
de T. cruz. Resultados diferentes foram encontrados para a proteina PZFP1 que foi localizada
principalmente no citoplasma (Espinosa et al., 2003)e TcPDZ5 supostamente mitocondrial (Coelho et
al., 2003).

O fato da proteina TcZFP8 de T. cruz apresentar oito motivos zinc finger do tipo CCHC e estar
localizada no nucleo a torna uma forte candidata a ligag@o a acidos nucléicos. Esse motivo tem sido
descrito em varias proteinas que se ligam a fitas simples de acidos nucléicos e, desta maneira,
proteinas que o possuem podem participar da regulacdo da expressdo génica. Os oitos motivos
CCHC identificados na proteina TcZFP8 sdo idénticos aos 2 motivos CCHC também identificados
em proteinas de nucleocapsideo do virus HIV tipo 1. Estudos de interagdo dessas proteinas de HIV
revelam que os seus dois motivos CCHC se ligam a 4-5 pares de bases no RNA, em uma regido
denominada Psi (Rosbach et al., 1997). Através desta informagdo foram desenhados
oligonucleotideos para o experimento SELEX, dentre os quais o oligonucleotideo denominado
PR102, utilizado como fita molde, contendo uma regido randomica de 30 pares de base
(considerando-se que cada 2 motivos se ligariam a 5 pares de base no DNA ou RNA, os 8 motivos
de TcZFPS se ligariam em 20 pares de base no DNA ou RNA). Ainda foram adicionadas 10 pares de
base extras no oligonucleotideo randomico para melhor acomodagao dos motivos de TcZFPS .

Resultados prelimilares obtidos com os experimentos de SELEX e gel shift/EMSA
mostraram que essa proteina pode se ligar a DNA fita simples. Foram obtidos os possiveis DNAs
alvos de interagdo in vitro com a proteina TcZFP8. Esses DNAs foram divididos por “consenso”
em 4 populacdes. Essas populacdes ndo apresentaram uma seqiiéncia especifica comum a todas,
mas todas demonstraram regides ricas em C e/ou G. Dentre essas populacdes foi escolhida
primeiramente a seqiiéncia contendo o consenso N,,GAGGN;, (clone 33/populagao 4). Resultados
preliminares do experimento de gel shift indicaram a possivel ligagdo da proteina TcZFP8 a sonda

N2, GAGGN;,.
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Interessantemente foi demonstrada a interagdo de uma proteina CX,CX;HX,C de
nucleocapsideo viral (NC) com somente 4 nucleotideos GGAG presentes no tetraloop de RNA
(elemento de reconhecimento SL3 psi-RNA) (Guzmam et al., 1998; Zeffman et al., 2000). Em
termos gerais as sequéncias: GGNG (SL2 e SL3) e GNRA (SL4) (N=G, C, A ou T; R= purinas) sao
escolhidas pelas proteinas de nucleocapsideo viral de acordo com as diferencas de afinidade de
ligacdo intrinsecas ao nucleocapsideo do HIV (Amarasinghe et al., 2001). Algumas proteinas zinc
finger do tipo CCHC em tripanosomatideos tém também demonstrado a capacidade de se ligarem as
sequéncias conhecidas de acidos nucléicos, tais como: o elemento de resposta ao esterol (5°-
GTGGGGTGTGGT-3’), a seqiiéncia universal de replicacdo de minicirculos em tripanosomatideos
(5°-GGGGTTGGTGTA-3’) e a sequéncia hexadmera da GP63 (5’-GGCGAGGCGAG-3") (Webb &t
al., 1993; Tzfati et al., 1995; Espinosa et al., 2003).

A distribuicdo nuclear da proteina TcZFP8 e sua possivel atividade de ligagdo ao DNA
podem ser significantes in vivo. Porém, a obtenc¢do dos possiveis alvos de DNAs ligantes a TcZFP8
por SELEX, bem como o resultado preliminar da ligagdo in vitro a sonda N, GAGGN,ndo garante
que a proteina nativa TcZFP8 se ligue a estas seqiiéncias in vivo. Espinosa et al. (2003)
demonstraram que a proteina PZFP1 de T. cruz foi capaz de interagir in vitro especificamente com
fitas simples de DNA ou RNA contendo uma variedade de consensos de elementos regulatorios,
dentre os quais a seqiéncia UMS (universal minicircle sequence). Experimento de
imunocitolocalizagdo demonstrou a presenga da proteina PZFP1 no nucleo e citoplasma de T. cruz.
Apesar da proteina PZFP1 se ligar especificamente ao elemento UMS in vitro, a auséncia desta
proteina no cinetoplasto exclui o papel da mesma em replicagdo de minicirculos como sugerido para
UMSBP de Crithidia fasciculata (Tzfati et al., 1992). Essas observagdes demonstraram que a
deducao da fungdo de uma proteina baseando-se somente em estudos de ligagao a acidos nucléicos

in vitro pode ser erronea.
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Ainda assim, ensaios de EMSA utilizando clones oriundos das outras trés populagdes e
também competidores especificos e inespecificos poderdo ser uteis para determinacdo da afinidade
e especificidade da proteina TcZFP8 para com as diferentes populagdes aqui identificadas.

Hendriks et al. (2003), através da técnica de interferéncia de RNA, silenciaram o gene
TbCPSF30 de T. brucei causando a morte dos parasitas, devido ao acimulo de moléculas de mRNA
nao processadas por reagdes de trans-splicing. Através deste e outros resultados, o autor pode inferir
a possivel fungdo da proteina poly zinc finger CPSF30 como sendo um dos componentes da
maquinaria requerida para processamento policistronico de RNA neste parasita.

Ramboarina et al. (2004) discute a forte relagdo estabelecida entre a organizagdo tri-
dimensional de NCp7 do HIV-tipo 1 (contendo os dois motivos CX,CX,HX4C idénticos aos 8 de
TcZFP8) e sua fungdo bioldgica. Nesta publicagdo, os autores revelam que mutagdes no motivo
CCHC da zinc finger N-terminal, tornado-o CCCC ou CCHH, leva a uma completa baixa de
infectividade. No caso do CCCC, o comportamento foi o surgimento de uma baixa proximidade
espacial entre as duas zinc fingers, impedindo interagdes das mesmas com acidos nucléicos, o
reconhecimento pela transcriptase reversa e diminuigdo de atividade chaperonina.

A possivel fungdo da proteina TcZFP8 poderia também ser elucidada através da técnica de
interferéncia de RNA, mas até o presente momento nao foi detectada a presengca da maquinaria
celular deste tipo de regulagao em células de T. cruz, impossibilitando, portanto a utilizagdo desta
técnica. Outros experimentos como: modelagem molecular, muta¢des internas aos motivos CCHC,
knockout, analises de microarray, dentre outros, poderao elucidar a provavel fun¢dao de TcZFP8 no
T. cruz.

Como mostrado nesse trabalho, a familia zinc finger em tripanosomatideos ¢ muito complexa
e serdo necessarios esforgos para estudar e determinar as fungdes exatas destes genes e proteinas. Os
nossos resultados nos levam a crer que o fato de TcZFP8 apresentar o dominio conservado zinc
finger presente em proteinas que se ligam a fitas simples de DNA/RNA, localizar-se no nucleo e

preliminarmente se ligar a DNA fita simples, a torna uma forte candidata a proteina nuclear
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envolvida em atividade génica. Assim, a identifica¢do e a caracterizagdo de fatores trans-acting que
se ligam a moléculas de DNA ou RNA muito nos ajudard a compreender os mecanismos de
expressao génica e sua regulagdo em tripanosomatideos. A continuidade dos estudos moleculares
podera dissecar o papel dessas moléculas que podem também estar envolvidas no processo de
infecgdo pelo Trypanosoma cruzi e avangar na descoberta de novos alvos de drogas e vacinas

eficazes ao tratamento e preven¢do da doenga de Chagas.
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CONCLUSAO

Em uma regido gendmica de 17 kb da banda XX de Trypanosoma cruz, foram identificadas
trés fases de leituras entre o gene que codifica para a subunidade beta proteassomal e o gene que
codifica a cadeia pesada de clatrina e os genes foram denominados de TcPDZ5, PZFP1 ¢ TcZFP8.
Esses trés genes codificam proteinas com cinco, sete e oito motivos zinc finger do tipo
CX,CX4HX,4C, respectivamente.

O gene TcZFP8 foi estudado mais profundamente neste trabalho e nossos resultados
mostram que o0 mRNA de TcZFP8 ¢ transcrito nas trés formas do T. cruzi. A proteina também ¢
expressa nas trés formas do T. cruz e se localiza no nucleo onde possivelmente interage com fitas
simples de 4cidos nucléicos.

Para elucidar o papel desta proteina em T. Cruzi propomos os seguintes experimentos como

perspectivas deste trabalho:

1. Citolocalizagdo da proteina TcZFP8 nas formas amastigota e tripomastigota de T. cruz para
confirmagao da localizagdo nuclear também nessas formas do parasita;

2. Analise da ligagdo da proteina TcZFPS8 as diferentes populagdes de DNAs obtidos com o
experimento SELEX, realizando experimentos de gel shift com competidores especificos e
inespecificos;

3. Silenciamento do gene TCZFP8 e analise dos mutantes;

4. Mutagao nos motivos internos de CCHC da proteina TcZFP8 e analise da intera¢do ao acido
nucléico;

5. Modelagem molecular da proteina TcZFP8.
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ANEXO

TcZFP8, a Novel Member of the Trypanosoma cruzi CCHC Zinc Finger Protein Family
with Nuclear L ocalization.
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Abstract:

In a 17-kb genomic fragment of Trypanosoma cruzi chromosome XX, we identified three
tandemly linked genes coding for CX,CX4HX4C zinc finger proteins. We also showed that
similar genes are present in Trypanosoma brucel and Leishmania major, sharing three
monophyletic group among these trypanosomatids. In T. cruzi, TcZFP8 corresponds to a novel
gene coding for a protein containing eight zinc finger motifs. Molecular cloning of this gene and
heterologous expression as a fusion with a His-tag were performed in Escherichia coli. The
purified recombinant protein was used to produce antibody in rabbits. Using western blot
analysis, we observed the presence of this protein in all three forms of the parasite: amastigote,
trypomastigote and epimastigote. An analysis of cytoplasmic and nuclear cell extracts showed
that this protein is present in nuclear extracts, and indirect immunofluorescence microscopy
confirmed the nuclear localization of TcZFP8. Homologues of TcZFP8 in T. bruce are
apparently absent, while one candidate in L. major was identified.

Key words: CCHC-type zinc finger, nuclear protein, TcZFP8, Trypanosoma cruz,
trypanosomatid.
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I ntroduction

Trans-acting factors such as DNA- or RNA-binding proteins have conserved structural domains
that mediate and stabilize their binding to nucleic acid molecules. The zinc finger domain is a
very ubiquitous structural element, whose hallmark is the coordination of a zinc atom by several
amino acid residues (cysteines and histidines, and occasionally aspartate and glutamate). These
structural elements are associated with protein-nucleic acid recognition as well as protein-
protein interactions (Leon and Roth 2000), where they are found in proteins involved in
differentiation and growth signals, in proto-oncogenes, in general transcription factors, and in
the development of eukaryotic organisms (Pabo and Sauer, 1992). One subtype of this zinc
finger domain is the CX,CX4HX4C structure that occurs twice in the NCp7 protein of the
nucleocapsid of HIV-1. This domain contributes to multiple steps of the viral life cycle,
including the proper encapsidation of the HIV RNA through interactions with single-strand
nucleic acids and viral proteins (Ramboarina et al., 1999). Another protein that contains seven
CX,CX4HX4C zinc finger domains, eukaryotic CNBP, a single-strand DNA-binding protein,
plays a fundamental biological role across different species as a transcription factor. For
instance, mouse CNBP is located in the nucleus of cells and stimulates cell proliferation and
increases C-MycC promoter activity during embryogenesis (Shimizu et al., 2003).

Several zinc finger proteins sharing the motif CX,CX4HX4C have been identified in
trypanosomatids and have been shown to be involved in different cellular functions. In
Leishmania major, the protein HEXBP, containing nine zinc finger CX,CX4HX4C motifs, binds
to the hexanucleotide repeat sequence found in the intervening region of the GP63 gene cluster,
the most abundant surface glycoprotein of this protozoan, and it is likely to be involved in DNA
replication, structure and repair (Webb and McMaster, 1993). In Crithidia fasciculata, a protein
containing five CX,CX4HX4C zinc finger domains designated UMSBP binds to the conserved
universal sequence of kinetoplast DNA minicircles (Tzfati et al., 1992; Tzfati et al., 1995).
Probable homologues of this protein are PDZ5 in Trypanosoma cruz (Coelho et al., 2003) and
TbZFP protein in Trypanosoma brucel (Radwanska et al., 2000). In T. brucei, the RRM1 protein
containing three consensus RNA recognition motifs (RRM), two tandem copies of
CX,CX4HX4C zinc finger domain and an arginine-serine rich region was localized in the
trypanosome nucleus, and it was suggested that it plays a role in trans-splicing (Manger and
Boothroyd, 1998). Recently, in T. cruz, a poly-zinc finger protein with seven CX,CX4HX4C
motifs designated as PZFP1 was identified and shown to bind specifically to the single-strand
DNA or RNA oligonucleotides possessing binding sequences of other CX,CX4HX4C proteins,
such as the C. fasciculata conserved universal minicircle sequence and L. major hexanucleotide
of GP63 (Espinosa et al., 2003).

We report here the identification of a tandemly linked family of CCHC-zinc finger
protein genes in trypanosomatids. All predicted proteins share the zinc finger motif
CX,CX4HX4C that is present in the NCp7 protein of the nucleocapsid of HIV-1. This type of
structure seems to bind to single-strand nucleic acids (Ramboarina et al., 2004). We also report
the characterization of TcZFP8 as a new member of this protein family with nuclear
localization.

Material and methods

Isolation and sequence analysis of a T. cruzi 17-kb genomic region. A T. cruzi (Dm28c

clone) genomic AEMBL3 library (Fragoso and Goldberg, 1992) was previously screened with
the cDNA of the ALPHAG6 proteasomal subunit (TCPR29A gene) (Bartholomeu et al., 2001), and
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one of the positive clones was further characterized and found to contain al7.303-kb fragment
of chromosome XX (Figure 1A). DNA was isolated from this selected positive clone, and
restriction fragments were sub-cloned into the pBluescript SK+ (Stratagene) or pUCI8
(Biolabs). All sub-clones were submitted to automatic sequencing, and computer-aided sequence
analysis was performed using University of Wisconsin GCG software package. Nucleotide
sequence data reported in this paper are available in GenBank database under accession nos.
AF104214 and AY728266. The sequence alignment was carried out using version 1.82 of
CLUSTALW (Thompson et al., 1994). A set of 1,000 sequences was generated with the
SeqBoot program; the calculation of the distance matrix and the tree construction was carried
out with the aid of ProtDist and Fitch programs, respectively. Finally, the consensus tree was
obtained with the Consensus tree program. SeqBoot, ProtDist, Fitch and Consensus tree
programs are part of the Phylip package, version 3.8 (Felsenstein, 2002).

Heterologous expression of TcZFP8, its purification and antibody production. The sub-
clone pUS5.4A was used to isolate the 1.8-kb fragment that contains the TCZFP8 gene by
digestion with BamHI and Sall, which was then ligated to the linearized plasmid pET28a+
(Novagen) (BamHI and Sall digestion) to obtain the proper frame with His tag coding sequence.
The correct cloning was checked by automatic sequencing. The new plasmid called pETZ2.2
was used to transform E. coli strain BL21DE3 to express TCZFP8 gene.

The BL21DE3 bacteria harboring plasmid pETZ2.2 were grown in 2YT medium (1.6%
tryptone, 1.0% yeast extract, 0.5% sodium chloride, pH 7.0) supplemented with 30 pg/mL
kanamycin, to an absorbance of 0.6 at 600 nm. The TcZFP8 production was then induced with
1.0 mM isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) for 2 h at 37°C under aeration. Cells
were harvested by centrifugation at 6,000 g for 15 min. The pellet from each 250 mL of culture
was resuspended in 6 mL of PBS with protease inhibitors (5 mM phenyl methyl sulfonyl
fluoride (PMSF), 2 pg/mL pepstatin, 0.5 pg/mL leupeptin). The cells were disrupted by
sonication (5 cycles/30 s) in ice, and Triton X-100 was then added to a final concentration of
1%. The suspension was centrifuged for 20 min at 15,000 g. The supernatant was incubated for
15 min at 4 °C with 2 mL of solution I (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 4% SDS, 4% dithiothreitol)
followed by the addition of 2.5 mL of solution II (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M
iodoacetamide) and incubation for 15 min at 28 °C in a dark place; this is a modified method of
alkylation described by Yan et al. (1999). After the treatment, the lysate was incubated for 1 h at
4 °C with 1 mL of Ni-NTA (Pharmacia) previously treated with equilibrium buffer (0.1 M
sodium phosphate, 50 mM sodium chloride, pH 7.3). The protein was eluted with elution buffer
(0.1 M sodium phosphate, 50 mM sodium chloride, 7.5 M urea, 0.3 M imidazole, pH 6.3), and
the protein concentration was determined using the method described by Ramagli and Rodriguez
(1985).

The polyclonal anti-TcZFP8 immune serum was produced by immunization of rabbits
with three intraperitoneal injections of 100 pg of recombinant purified protein TcZFP8 at 15-day
intervals. Freund’s complete adjuvant was used for the first injection and incomplete adjuvant in
the subsequent injection. After two weeks from the last injection, blood was collected and the
serum was stored at -20 °C.

Cultivation of T. cruz. Epimastigote forms of T. cruzi, Dm 28c and Y strains, were maintained
in logarithmic growth phase at 28 °C in liver infusion tryptose (LIT) medium supplemented with
10% fetal bovine serum as described elsewhere (Camargo, 1964). Trypomastigote and
amastigote cells were obtained by infecting monolayers of HelLa cells, and purified by
centrifugation as previously described (Teixeira et al., 1994).
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Western blot. To obtain the total cell lysates, T. cruzi epimastigote cell culture at late log phase
and amastigote and trypomastigote cells were centrifuged at 6,000 g for 15 min, washed twice in
PBS and resuspended in SDS-PAGE sample buffer. Nuclear and cytoplasmic fractions of T.
cruzi epimastigote cells were prepared as described by Batista et al. (1994). The cytoplasmic
extract and nuclear enriched fraction were analyzed using 15% SDS-PAGE. Western blot
analysis was performed following a standard protocol using polyclonal anti-TcZFP8 antiserum
as the first antibody.

Indirect immunofluorescence assay. Exponentially growing T. cruzi epimastigote cells were
centrifuged at 6,000 g for 3 min, washed twice in PBS and resuspended in PBS supplemented
with 1% BSA. Next, the cells were fixed in 100% methanol for 15 min at room temperature and
placed on microscopic slides. After air-drying, parasites were permeabilized in 0.2% Triton X-
100 in PBS for 15 min followed by saturation with 5% nonfat milk in PBS for 4 h at 4 °C and
probing for 4 h at room temperature with 1:50 polyclonal anti-TcZFP8 antiserum in 1% nonfat
milk in PBS. Slides were then washed twice with PBS for 15 min and probed 4 h at room
temperature with 1:50 FITC-conjugated goat anti-rabbit secondary antibody in 1% nonfat milk
in PBS, followed by washing twice in PBS. After that, the slides were stained with 4'-6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) for 30 min and washed twice in PBS. After air-drying, the
parasites were observed with an Axiovert Carl Zeiss microscope with magnification of 1000X.

Results

In previous work (Bartholomeu et al., 2001), we isolated and characterized the
proteasomal ALPHAG6 subunit gene, designated as TCPR29A, and showed that this gene is
located on chromosome XX of T. cruzi. A genomic fragment of 17.303 kb was isolated and the
gene TCPR29A was localized at the end of this region (Figure 1A). Further sub-cloning and
sequencing analysis of this fragment revealed the presence of five other open-reading frames
with the same transcription direction (Figure 1A). The first one, a 788-bp coding region
(TCcBETAS), was found at the other end of this fragment, and an analysis of databases showed it
to be an incomplete gene coding for a proteasomal BETAS subunit by homology with the
BETAS5 cDNA of T. brucei (GeneBank accession no. AJ132959) and other ecukaryotic
proteasomal BETAS proteins. Upstream of the TCPR29A gene, a 5.103 kb ORF (TcCLAH) was
found coding for a clathrin heavy chain protein with 1,701 amino acids in length. Between the
TcBETAS and TcCLAH genes in a region with 8.6 kb of length, we identified three other ORFs
encoding proteins containing five, seven and eight CX,CX4HX4C zinc finger domains,
respectively.

Blast search of the predicted protein with five zinc finger domains showed that this 14.32
kDa protein corresponds to the PDZ5 of T. cruz (Coelho et al., 2003), homologous to UMSBP
of C. fasciculata (Tzfati et al., 1992) and CCHC zinc finger protein (ZFP) of T. brucei
(Radwanska et al., 2000). PDZ5 was described from a cDNA clone of CL Brener strain and the
corresponding gene was located on chromosome XX using pulse field eletrophoresis and
Southern blot (Coelho et al., 2003). The corresponding gene was identified in T. cruzi Dm28c
strain with its localization in this 17-kb fragment of chromosome XX downstream of the
TcBETAS gene. In T. brucei the same position of the ZFP gene in relation to the proteasomal
BETAS gene was observed in chromosome X (Figure 1A). Radwanska et al. (2000) performed a
cDNA library screening and identified a 2.3-kb fragment encoding a proteasomal BETAS
subunit and a putative zinc finger protein, which they showed to be a mRNA precursor or a
processing by-product. Thus, PDZ5 and ZFP are strong candidates to be the T. cruzi and T.
brucei homologues of the C. fasciculata UMSBP, a single-stranded DNA-binding protein that
binds specifically to the 12 conserved nucleotides termed universal minicircle sequence (UMS)
located at the heavy strand of the replication origin of the kinetoplast DNA minicircles (Tzfati et
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al., 1992). In L. major we found two identical copies in tandem of the homologous C.
fasciculata UMSBP genes, downstream of the LMCLAH gene (Figure 1A), which we designated
as LMUMSBP genes. The predicted protein from these genes shows 80% identity and 92%
similarity with the C. fasciculata UMSBP (Genebank accession no. AAC32814 and A54598).

Blast search of the predicted protein with seven zinc finger domains (193 amino acids,
20.42 kDa) showed that this protein corresponds to PZFP1 of T. cruz (Espinosa et al., 2003). It
was shown that PZFP1 is located mainly in the cytoplasm and binds to single-stranded DNA or
RNA oligonucleotides carrying recognition sequences of other CX,CX4HX4C proteins, such as
C. fasciculata UMS and L. major GP63 hexamer sequences (Espinosa et al., 2003). In T. brucei,
we found a PZFP1 homologous gene designated as ThZINC7 in the same position in relation to
the ZFP gene (Figure 1A). Alignment analysis between the predicted proteins PZFP1 and
TcZINC7 showed 67% identity and 70% similarity. These two proteins are also similar to the
Trypanosoma equiperdum nucleic acid-binding protein (Genebank accession no. AAB47542),
showing 49% identity and 53% similarity with PZFP1 and 74% identity and 75% similarity with
TbZINCT7. These proteins still have unknown functions.

Alignment of PDZ5 and PZFP1 showed an identity of 95% in 375 nucleotides and 94%
in 125 amino acids among the five domains of PDZ5 and the last five domains of PZFP1. This
suggests that these two genes could be derived from a gene duplication. The same was observed
in T. brucel when ZFP and TbZINC7 were compared.

The predicted protein with eight zinc finger domains revealed a novel gene designated as
TcZFP8 that contains an ORF encoding a 192-amino acid protein. An analysis of databases
showed the presence of this gene in another strain of T. cruzi, CL Brener, where three genes
with minor differences were observed. Two gene sequences were obtained from TIGR database,
accession nos. 7413 and 5774, and one from GeneBank accession no. AF204398. A few
changes in the predicted proteins showed us three patterns, suggesting three alleles of this gene
in CL Brener (data not shown). Alignment of the TcZFP8 protein with other known CCHC zinc
finger proteins of trypanosomatids (TcPDZS5, TcPZFP1, TbZFP, TbZINC7 and LmUMSBP)
revealed that the similarity among them is limited to the cysteines and histidines at the
CX,CX4HX4C zinc finger domains. Quantitative alignment data showed that the identity is
around 27 to 34% and the similarity is 40 to 49%, confirming that TcZFP8 is a novel
gene/protein in T. cruz.

Interestingly, no similar TCZFP8 genes were found either in the same region (Figure 1A)
or in the whole genome of Trypanosoma brucei (TIGR and Sanger database). In Leishmania
major, the presence of the HEXBP gene (Webb and McMaster, 1993) downstream of the
proteasomal BETAS gene was observed (Figure 1A). A candidate for the ZFP8 homologous
gene was identified in this region designated as LmZINCG6 (Figure 1A), but the predicted protein
contains only six zinc finger domains. Figure 1B shows the alignment of TcZFP8 with
LmZINC6. Note that these proteins have a higher degree of identity in their three first domains.

In order to evaluate the evolutionary relationship between these zinc finger proteins, we
performed a phylogenetic analysis, as shown in Figure 2, where three distinct monophyletic
groups may be observed. TcZFP8 is more closely related to LmZINC6 than to the other
proteins, which suggests that both proteins could have the same cellular functions in L. major
and T. cruz.

Although there are other homologous genes of CL Brener strain in the databases, no
descriptions about the TcZFP8 gene/protein were found in the literature. Therefore, we pursued
the characterization of this protein in T. cruz.

To further characterize TcZFP8 in T. cruz cells, the heterologous expression of the gene
TcZFP8 in E. coli was examined. Figure 3A shows the expression of TcZFP8 as a fusion
protein with six histidines (His-tag), as expected with 21 kDa (lane I and arrow 1), which is not
present at lane N (uninduced sample). The recombinant TcZFP8 fusion protein was purified
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from bacterial lysates using Ni*" affinity columns (Figure 3A, lane P). Note that the purified
protein shows a higher molecular mass (26 kDa) than we expected (20 kDa); the alkylation
process, to which the protein was submitted during the purification, explains that. This purified
recombinant protein was used to produce a polyclonal antibody by immunization in rabbits.
Western blot analysis using this antibody confirmed that the antiserum recognized the
recombinant protein in E. coli total extracts (data not shown).

In order to analyze the TcZFP8 protein in T. cruz, total cell extracts from amastigote,
trypomastigote and epimastigote forms of the parasite were used and western blot analysis
revealed the presence of this protein in all three forms (Figure 3B). As observed, a double band
of proteins with slightly lower molecular weight was revealed by the anti-TcZFP8 antiserum,
which probably represents processed or modified forms of the protein. The same was observed
by Hendriks et al. (2001) working with a CCCH zinc finger protein of T. brucei.

The analysis by western blot using cytoplasmic and nuclear cell extracts of T. cruz
epimastigote cells from two different strains (Dm28c and Y) and the anti-TcZFP8 antiserum
showed that the TcZFPS8 protein is present in the nuclear extracts (Figure 3C). In order to
confirm this result and discard a possible contamination of the nuclear extract with kinetoplast
proteins, immunofluorescence microscopy analysis was performed on T. cruz epimastigote cells
using the anti-TcZFP8 antiserum. A strong nuclear signal was obtained, which co-localized with
DAPI labeling (Figure 4A and 4B). An enlarged image of one parasite (Figure 4C and 4D)
illustrates this general pattern: a DAPI labeling of the kinetoplast and nuclear DNA and the co-
localization of the antiserum labeling in the nucleus, confirming that TcZFP8 is a nuclear zinc
finger protein.

In order to determine the binding sequence of TcZFPS, the SELEX (systematic evolution
of ligands by exponential enrichment) experiment (Ellington and Szostak, 1990) was performed
using purified recombinant GST-TcZFP8 and single-strand DNA oligonucleotides with 30
degenerated bases. After six cycles of binding and PCR, the final amplified products were
cloned and automatically sequenced. The resulting sequences did not show any consensus
sequences (data not shown), suggesting that the binding site is not restricted to one specific
sequence.

Discussion

In this work, we identified three zinc finger protein genes in a cluster of chromosome
XX of T. cruz. The predicted proteins, named TcPDZ5, TcPZFP1 and TcZFP8, share the zinc
finger motif CCHC found in a diverse range of DNA/RNA-binding proteins involved in various
aspects of the control of cell homeostasis and differentiation. Specifically, TcPDZ5, TcPZFP1
and TcZFP8 have the CX,CX4HX4C zinc finger structure that is present in the NCp7 protein of
the nucleocapsid of HIV-1. This kind of structure is shown to bind to single-strand nucleic acids.

TcPDZS protein is homologous to the C. fasciculata UMSBP (Tzfati et al., 1992) and T.
brucei CCHC (Radwanska et al., 2000). UMSBP, a sequence-specific single-strand DNA-
binding protein, binds specifically to the 12 conserved nucleotides termed universal minicircle
sequence (UMS) located at the heavy strand of the origin of replication of kinetoplast DNA
minicircles (Tzfati et al., 1992). TcPDZ5 protein was also shown to bind to the UMS sequence
dodecamer, which strongly suggests that this protein is the T. cruzi UMS-binding protein
(Coelho et al., 2003).

The TcPZFP1 protein is located mainly in the cytoplasm and binds to single-strand DNA
or RNA oligonucleotides possessing recognition sequences of other CX,CX4HX4C proteins,
such as C. fasciculata UMS and L. major GP63 hexamer sequences (Espinosa et al., 2003).

The third gene identified here is the novel T. cruzi ZFP8 gene, coding for a zinc finger
protein with eight domains CX,CX4HX4C showing a high degree of identity and similarity with
the L. major ZINC6. We found three gene sequences corresponding to the alleles in the CL
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Brener strain, but the description about their characterization was missing. We opted to study
and characterize this protein in T. cruz cells. In this way, we obtained the heterologous
expression of TcZFP8 and the production of a polyclonal antibody against this recombinant
protein. Using this antiserum, we could detect TcZFP8 in equal amounts in all three forms of the
parasite, amastigote, trypomastigote and epimastigote, suggesting that TcZFP8 1is not
developmentally regulated and is probably involved in a process occurring in all three forms.
Since trypomastigotes are non-replicative cells and since this protein is present in the same
amount as in the replicative cells, epimastigote and amastigote, it is hardly probable that this
protein is involved in replication control as suggested for TcPDZ5.

Analysis of nuclear and cytoplasmic extracts by western blot showed that TcZFPS§ is a
nuclear-specific protein, which was confirmed by immunoflorescence microscopy. Different
from PZFP1 which was localized mainly in the cytoplasm, TcZFP8 was present in the nucleus
of the cell, and since its zinc finger domains have a high degree of identity and similarity with
the same domains in single-strand DNA/RNA-binding proteins, we hypothesize here that this
protein may be a nuclear protein involved in gene expression.

As shown in this work, the zinc finger family in trypanosomatids is very complex, and it
will be necessary to study and to determine the exact functions of these genes/proteins. The
identification and characterization of trans-acting factors that bind to DNA and RNA molecules
will help us to understand the mechanisms of gene expression and regulation in
trypanosomatids.
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Figure legends

Figure 1. Comparison of Trypanosoma cruz, Trypanosoma brucei and Leishmania major
homologous genomic regions and characterization of a gene family encoding CX,CX4HX4C
zinc finger proteins. A. Scheme showing the T. cruzi chromosome XX 17-kb region, where
rectangles represent genes in the following order: TCBETAS - proteasomal BETAS subunit gene;
PDZ5, PZFP1 and ZFP8 — genes coding for proteins containing five, seven and eight zinc finger
domains, respectively; TCCLAH - clathrin heavy chain gene; and TCPR29A - proteasomal
ALPHAG subunit gene. The same region between the proteasomal BETAS and ALPHAG6
subunit genes is shown in T. brucei (chr 10, TIGR database) and L. major (contig 36.1, Sanger
database). B. Alignment of the ZFP8 and LmZINC6 proteins. Asterisks indicate conserved
amino acids and plus signs indicate similar amino acids. Zinc finger domains are boxed.

Figure 2. Phylogenetic tree depicting the evolutionary relationships between the zinc-finger
proteins. Numbers in parentheses represent the number of zinc finger motifs in the proteins.
MmCNBP — accession no. P53996, the others in legend of Figure 1 and Material and methods.

Figure 3. TcZFP8 expression and nuclear localization. A. Heterologous expression in
Escherichia coli of the TcZFP8 with His tag fusion and purification of the recombinant protein
analyzed in SDS-PAGE. The N and I lanes represent E. coli total cell lysates of non-induced and
2 h IPTG-induced, respectively (arrow 1, induced TcZFPS8). The P lane shows the purified
recombinant TcZFP8 (arrow 2) purified by Ni*" affinity chromatography, after alkylation
treatment. M, molecular size markers in kDa. B. Western blot of Trypanosoma cruz lysates
from three forms of the parasite, epimastigote (lane E), amastigote (lane A), and trypomastigote
(lane T), with the anti-TcZFP8 antiserum. M - molecular size markers in kDa. C. Western blot
of cytoplasmic (lane C) and nuclear (lane N) lysates from T. cruzi epimatigotes Y and Dm28c
strains, with the anti-TcZFP8 antiserum. M, molecular size markers in kDa.

Figure 4. Nuclear localization of TcZFPS8 in Trypanosoma cruz epimastigotes. A. Cells stained
with DAPI. Scale bar = 10 um. B. Cells stained with DAPI. Magnified area of the rectangle in
Figure 4A. Scale bar = 2 um. C. FITC-indirect immunofluorescence analysis with anti-ZFP8
antiserum. Scale bar = 10 um. D. FITC-indirect immunofluorescence analysis with anti-ZFP8§
antiserum. Magnified area of the rectangle in Figure 4C. Scale bar = 2 pm. K, kinetoplast, N,
nucleus.
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Figure 3
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Figure 4




