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El zinc, un metal méas que esencial

La concentracion intracelular de iones metdlicos, asi como su distribucion en los distintos compartimientos
celulares, estd estrictamente controlada. Estos iones juegan un papel crucial en la mayoria de los procesos

bioquimicos, por lo que un balance equilibrado y apropiado de los mismos es absol utamente necesario
para un fenotipo celular saludable.

En particular, € i6n zinc es el segundo ién metdlico encontrado en organismos vivientes luego del hierro, y en

contraste con otros iones metdicos, € zinc (I1) no sufre reacciones de Oxido-reduccion gracias a que su orbital d
se encuentra completo, lo que lo hace sumamente estable, teniendo dos funciones esenciales posibles en
lanaturaleza: catalitica o estructural.
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En el plano estructural, la secuencia de residuos aminoacidicos en una proteina esta dividida en distintas
subsecuencias, las cuales constituyen una region, estructura o0 componente independiente. Estos son los [lamados
“motivos o dominios’. El ién zinc es e componente principal de uno de los motivos méas comunmente hallados
en las proteinas: 1os dedos de zinc 0 motivos zinc fingers.
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Fig.1 Una proteinainteracttia con el DNA através de su motivo zinc finger.

El término zinc finger se aplica a un diverso grupo de motivos proteicos que poseen en comun la propiedad de
unir &omos de zinc con €l fin de estabilizar su estructura. Estos motivos fueron caracterizados por primeravez en
e laboratorio de Aaron Klug en 1985, hace més de dos décadas, cuando € descubrimiento de estos mini-

dominios en el factor transcripcional 111A de Xenopus laevis, revoluciond la biologia celular estructural.

Hoy se sabe que los zinc fingers son uno de los motivos estructural es més encontrados en las proteinas, y esto es

de gran relevancia ya que Casi todos los procesos biolédgicos involucran interacciones especificas entre los
dominios estructural es presentes en las distintas macromoléculas (proteinas y acidos nucleicos).

L os motivos zinc fingers son muy abundantes

Los zinc fingers constituyen el segundo motivo estructural encontrado en proteinas humanas. Es e més comin
hallado en las proteinas de las moscas, y es relativamente muy comuin en muchos otros organismos. De los
aproximadamente 30.000 genes humanos, cerca de 3.000 codifican para proteinas que contienen motivos zinc
fingers, lo que representa més de 15.000 de estos motivos recorriendo nuestro cuerpo en todo momento. Ademas,
existen proteinas que contienen, alo largo de su secuencia, hasta 37 zinc fingersindividuales.

En un primer momento, las proteinas zinc finger fueron observadas como posibles factores de transcripcién, ya
gue son capaces de interactuar en forma especifica con el DNA, por lo cual son llamadas también “proteinas que
unen DNA” o “DNA binding proteins’ (Fig.1). Ya en los 80, fue posible evidenciar como ciertas estructuras
cristalogréficas de proteinas regulatorias se unian a sus secuencias DNA blanco; sin embargo, ya hace unos afios
se sabe que las proteinas zinc fingers llevan a cabo varias funciones en los distintos procesos celulares, como
traduccion, metabolismo, sefializacion, uniéndose también a RNA u otras proteinas que presentan estos motivos.

¢Como reconocer una proteina zinc finger?

Las proteinas zinc fingers se encuentran dentro del grupo de las llamadas metal oproteinas, debido a que necesitan
unir uno o varios iones metdlicos, en este caso zinc, para llevar a cabo sus funciones bioldgicas, regular sus
actividades o estabilizar sus estructuras terciarias o cuaternarias.

Los motivos zinc fingers forman estructuras Unicas muy solidas, sostenidas en la mayoria de los casos por
residuos aminoacidicos de cisteinas (C) e histidinas (H). Estudios experimentales revelan que cuando €l zinc es



removido del nlcleo de estas estructuras, los residuos aminoacidicos interaccionan entre si formando grandes
complejos de proteinas que pierden su funcionalidad, por 1o que la asociacién coordinada entre launion del zincy
e correcto plegamiento de la proteina tiene muchisimas consecuencias tanto quimicas como bioldgicas. El
estudio de estas asociaciones es de gran importancia para el entendimiento de las funciones de las proteinas que
contienen estos motivos, ya que han sido localizadas tanto en € nucleo como en € citoplasmay a través de sus
motivos participan en distintos tipos de interacciones esenciales para el adecuado funcionamiento celular.

Hoy en dia, los distintos proyectos genémicos han revelado un inmenso ndimero de secuencias primarias
proteicas, y pese a que ya hay disponible distintas herramientas bioinforméticas para € analisis proteico, que
permiten el alineamiento de miles de secuencias buscando homologias y patrones distinguibles, las propiedades
de unién a iones metélicos contintian siendo dificiles de predecir o evidenciar experimentalmente. Uno de los
problemas tipicos en la determinacién y deteccidn de la asociacion de una metaloproteina no caracterizada al ion
metdlico, es que durante su purificacion la misma generalmente pierde € metal o se une a otros metales espurios.

Siendo €l zinc unos de los metales mas comunes de nuestra dieta, podemos suponer que fue algo totalmente
fortuito que las proteinas lo incorporaran como parte de su estructura, quizas no sea el zinc € metal natural,
quizés sea cadmio, cobalto, hierro...nosotros en realidad no sabemos si e 95 % de las proteinas zinc fingers en
verdad poseen €l zinc en su estructura, solo suponemos que poseen zinc basdndonos en su secuencias.

Cabe destacar que existen también proteinas que contienen zinc (incluyendo muchas enzimas) que no son
consideradas proteinas zinc fingers, debido a que laregion que se une al DNA constituye sélo una pequefia parte
de un gran dominio estructural, y no son un médulo auténomo discreto, por lo que no constituyen un dominio
estructural independiente.
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La estructura de cada motivo zinc finger individual es sumamente conservada y consiste en aproximadamente
entre 30 a 60 residuos, constituidos todos por plegamientos ??? (2 laminas ? antiparalelasy una

?- hélice), sostenidos y ensamblados por el d&tomo de zinc.

Las laminas ? se encuentran en la region N-terminal, mientras que la ?-hdice se encuentraen la C-
terminal del motivo. En medio de las cisteinas e histidinas se encuentran los residuos que forman el dedo (finger)
que une a DNA.

Hay por lo menos quince clases diferentes de motivos zinc fingers (Fig.3), de acuerdo a como
se diferencian en su naturaleza y rearreglo de los residuos que unen los adomos de zinc.
Algunos de los més importantes son:
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Fig. 3. Esquemas de distintos motivos zinc fingers.

C2H2 . las proteinas que portan el clasico motivo zinc finger C2H2 comprenden probablemente la mayor
familia de proteinas regulatorias en los mamiferos. El zinc finger C2H2 contiene aproximadamente entre 25-30
residuos aminoacidicos.



A pesar de que la mayoria de las proteinas que contienen los zinc fingers C2H2 interaccionan con el DNA, otras,
sin embargo, también unen RNA o proteinas. Las diferencias en la composicion de las secuencias de los dedos y
el nimero y espaciado de los mismos, pueden formar un variado niimero de distintas secuencias especificas que
se unen a diferentes sitios, es decir, es la parte reactiva de la molécula que directamente participa en la
combinacién especifica (DNA, RNA, proteina).

El siguiente patron describe el motivo:
-X-C-X(1-5)-C-X3--X5-X2-H-X(3-6)-H-

donde X es cualquier aminoacido, y los nimeros indican cuéntos residuos hay entre ellos, la posicion en que se
encuentre el motivo es importante para que se de un plegamiento correcto y estable del motivo zinc de la proteina
gue lo presenta. Algunas de las proteinas caracterizadas que presentan este motivo son: el factor de transcripcion
TFllla de X. laevis, € factor de transcripcién humano asociado a RNA polimerasa |, Spl, y € factor de
transcripcion murino, Zif268.
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C2H C: através de este motivo las proteinas interaccionan con RNA y otras proteinas. Uno de los jemplos més
estudiados es € motivo que presenta la proteina de la nucleocapside NCp7 de los retrovirus. Esta proteina esta
involucrada en funciones esenciales paralareplicacién de estos virus como e empaquetamiento del RNA viral.

C4 (lazo o cinta): las proteinas que contienen este motivo son en su mayoria enzimas involucradas en la
replicacion y transcripcion del DNA, como las primasas de los fagos T4 y T7 que presentan motivos C4
reconociendo especificamente tres pares de nuclettidos (5' GTC 3°) de una hebra simple de DNA. Por otro lado,
los factores TFIIS y TFIIB interactlan tanto con DNA simple cadena, como con DNA doble cadenay RNA. La
mutacion de este motivo pareciera ser suficiente para bloquear el reconocimiento, sin embargo € motivo pudiera
no ser el Unico determinante parala especificidad de estas interacciones.

C, (familia GATA): la familia GATA incluye factores de transcripcion que regulan la expresion de genes en
diversos tejidos durante e desarrollo celular. El factor GATA-1 esta involucrado en la regulacién del desarrollo

delos gldbulos rojos y presenta dos zinc fingers del tipo C4.
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El zinc finger del extremo C terminal reconoce y se une ala secuencia (A/T)GATA(A/G) del DNA, mientras que
el zinc finger que se encuentraen e N termina no se une a DNA, aunque parece modular launion del C terminal
mediante la interaccion con otros factores transcripcionales. Los factores GATA-2 y 3 tienen una gran capacidad
de unién a la secuencia GATC del DNA mediante sus motivos C4 y juegan papeles importantismos en la
hematopoiesis.

C6: la proteina més estudiada que presenta este motivo es la GAL4 de las levaduras; esta proteina activa la
transcripcion de genes involucrados en la utilizacion de la galactosa y la melibiosa, y es un monémero en
ausenciade DNA, sin embargo se une a una secuencia de 17 pares de bases del DNA en forma de dimero.
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Fig. 6. Organizacion del dominio C6 de Gal4. Como muchos otros factores de transcripcion Gal4 forma un dimero para interactuar con € DNA. En cada

Gal4, 6 residuos de cisteinas unen 2 &tomos de zinc.



C8 : este motivo esta presente en varios receptores intracelulares proteicos como el estrégeno, glucocorticoides,
y receptores retinoicos. Los residuos que conforman el motivo se unen a dos secuencias de DNA de 6 pares de
bases que constituyen el elemento de respuesta hormonal. La union al DNA requiere la dimerizacion del motivo
C8.
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Fig. 7. Organizacion structural del dominio C8 del receptor proteico de estrogeno (ER). Se puede observar cdmo se forma un dimero del
receptor para asi unirse al DNA. Cada ER esta unido a 2 &omos de zinc. La mayoria de los receptores de hormonas esteroideas poseen la
misma estructura C8.

RING fingers (C3HC, - C3H2C3): el motivo RING finger es un zinc finger particular que redine dos subtipos
denominados C3HC4 (RING-HC) y C3H2C3 (RING-H2). Un andlisis fino adicional fue llevado a cabo y el
patron que se observo fue:

C-X(2)-C-X(9-39)-C-x(1-3)-H-x(2-3)-C/H-X(2)-C-X(4-48)-C-x(2)-C

El motivo RING esta presente en numerosas proteinas animales y vegetales. Son ocho los residuos que unen los
dos &omos de zinc en este motivo particular, y curiosamente las secuencias que contiene este motivo se
encuentran superpuestas, siendo el primer, segundo, quinto y sexto residuo el que coordina un &omo de zinc,
mientras que € tercer, cuarto, séptimo y octavo residuo, unen el segundo &omo de zinc. En este grupo se
encuentran proteinas de diversos origenes como: Rad5, involucrada en la reparacion del DNA de levaduras, la
proteina humana RAGL, esencia para el rearreglo en las inmunoglobulinas, €l péptido del gen 63 del virus

herpes equino tipo 1, la proteina Z de los arenavirus 'y la proteina humana de la leucemia promielocitica PML.

H2C2 finger: e dominio H2C2 se encuentra altamente conservado en las integrasas de los retrovirus y los
retrotransposones. La comparacién de varias integrasas sugiere que este dominio constituye un nuevo grupo de
motivos zinc fingers. Estos dominios a unirse a su molécula blanco, cambian la conformacién de la proteina.

El dominio LIM: constituye un motivo zinc finger “doble’, y se lo encuentra en una gran variedad de proteinas
como factores transcripcionales, quinasas y proteinas involucradas en la organizacion del citoesqueleto,
desarrollo de 6rganosy linge celular.

Proteinas zinc fingers a medida
Como ya se menciond anteriormente, |0 mas importante de las pequefias estructuras zinc fingers es que son
sumamente estables con una conformacion tridimensional sdlida

Teniendo en cuenta las caracteristicas de estas estructuras, y la variedad de funciones que cumplen, muchos
grupos de investigacion se dedican hoy a utilizar estos motivos para estudiar interacciones entre macromoléculas
0 como herramientas pararealizar experimentos que uno desee.

Desde ya hace unos afos, 1os investigadores disefian sus propios dominios zinc fingers, creando nuevos motivos
de formatal que interactiien con algo que uno quiera, y no lo hagan con los que la naturaleza ha disefiado para
interactuar. Se disefian asi, zinc fingers para interactuar con una proteina, una secuencia de DNA, o incluso una
secuencia de RNA especifica, es decir, cualquier blanco que pueda ser Util para la medicing, o tal vez sdlo para
estudiar y probar la funcién de una proteina encontrada en un determinado organismo.

Podemos pensar, por giemplo, en tomar una estructura zinc finger como modelo, que sea pequefia, estable,
compacta, y pasarla por una serie de modelados. Podemos disefiarle a la proteina una nueva superficie, con estos
nuevos aminoécidos en la superficie, sera capaz de interactuar con nuevas proteinas, proteinas que poseen



determinadas funciones, que uno quierainterferir o intensificar, pero... ¢se puede hacer esto?

Esto no es un nuevo concepto, ya que basicamente los anticuerpos han estado haciendo esto desde hace ya un
largo tiempo. Cuando uno piensa en una estructura tipica de un anticuerpo, es basicamente un esgueleto que no
hace verdaderamente mucho, més que estar “ahi”, y cambiar su conformacion para poder interactuar con su
blanco. Tenemos cientos de miles de anticuerpos distintos recorriendo nuestro cuerpo. Son s6lo Unos pocos
aminoécidos diferentes entre los distintos anticuerpos los que permiten los distintos reconocimientos de los
diferentes blancos. En este momento hay muchisimos anticuerpos que estan siendo probados en la clinica como
agentes terapéuticos. El problema de usar los anticuerpos como drogas es que son muy buenos para bloguear o
interactuar con blancos en la superficie celular, pero no son buenos para actuar con blancos dentro de la célula, ya
gue contienen puentes disulfuros, los cudles no son estables dentro de la célula, y ademas por su gran tamafio, y
no es fé&cil introducirlos a través de lamembrana celular.

Por el contrario, los motivos zinc fingers, son muchisimo mas pequefios, y son muy estables dentro de las células,
ya que més de 15.000 se encuentran en proteinas intracelulares. Estas propiedades hacen que los zinc fingers
puedan ser vistos como potenciales drogas.

Las proteinas zinc fingers pueden ser disefiadas por ingenieria genética para unir, eventualmente, cualquier
secuencia de DNA y cumplir distintas funciones.
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Los dominios pueden contener 3, 4 6 6 zinc fingers, y reconocer 9, 12 6 18 pares de bases de DNA,

respectivamente. Estos factores de transcripcion artificiales conteniendo multiples motivos zinc fingers o
polydactyl zinc fingers (PZF) pueden unir la secuencia de DNA que uno desee, y Si estos motivos estan a su vez
fusionados con un dominio activador o represor, 0 con secuencias correspondientes a metilasas o nucleasas, se
transforman en increibles herramientas para ser utilizadas en biologia molecular. Es asi como es posible regular
cualquier gen, en cualquier tipo de organismo, para € cual su secuencia genémica ya haya sido obtenida. Los
dominios PZF son construidos general mente usando médul os de motivos zinc fingers de tipo C2H2.

Zinc fingers patogénicos

Muchas de las proteinas que presentan motivos zinc fingers en sus secuencias pertenecen alas bacterias, hongosy
virus més peligrosos parala salud humana, patdgenos para |os cuales no existe todavia ningln tipo de tratamiento
efectivo.

Estos microorganismos dependen absolutamente de estas proteinas zinc fingers para llevar a cabo su
proliferacién. Una mutacion en los motivos zinc fingers lleva a la desestabilizacion de la estructura proteica que
lo contiene, por lo que la conservacién de los mismos es esencia para la supervivencia del agente patégeno. Se
ha observado que el riguroso consenso de los motivos zinc fingers se extiende a las distintas cepas de un mismo
patdgeno, por lo que ha convertido a estos motivos estructurales en el blanco preferido de los investigadores que
intentan combatir |os agentes biol 6gicos mas amenazantes.

Compuestosreactivos contra motivos zinc fingers. ¢futuros antivirales?

En el campo antiviral, en los Ultimos afios se han descripto péptidos antivirales que compiten con €l motivo zinc
finger de la proteina M1 dd virus Influenza, y se han reportado numerosos estudios con diversos agentes
quimicos reactivos contra motivos zinc fingers que inhiben la replicacién del HIV, actuando sobre el motivo
C2H2 de la proteina de la nucleocdpside retroviral p7.



Estos agentes, que incluyen compuestos con diversos grupos quimicos funcionales, modifican covalentemente las
interacciones entre los atomos de zinc y las cisteinas tioladas de los motivos zinc fingers, provocando la eyeccion
del &omo de zinc, la consecuente pérdida de la estructura nativa de la proteina y finalmente la interrupcion de la
replicacion viral.

En los arenavirus se ha demostrado que hay dos proteinas con capacidad de unir zinc: la proteina NPy la proteina
Z. LaNP tiene un dominio zinc finger CHC2 en su extremo C-terminal, através del cua se asociaria intimamente
a RNA viral, mientras que la proteina Z posee un dominio RING del tipo C3HCA4.

En nuestro laboratorio hemos estado utilizando compuestos sintéticos que interaccionan con motivos zinc fingers,
en este caso para bloquear la proteina Z de los arenavirus. Los resultados demuestran que solo pocos de cientos
de compuestos interaccionan especificamente con € motivo RING de esta proteina. Sin embargo, las drogas
seleccionadas establecen interacciones muy estables que hace que sean herramientas (tiles para estudiar la
funcion de esta proteina dentro del ciclo de replicacion viral, ademas de ser promisorios compuestos de potencial
uso terapéutico en humanos, ya que no existen hasta e momento antivirales disponibles para contrarrestar la
fiebre hemorréagica causada por los arenavirus.

El poderoso antiviral murino ZAP

El factor antiviral ZAP (zinc finger antiviral protein) es una proteina celular murina recientemente aislada que
presenta actividad natural antiviral contra algunos virus como €l retrovirus Moloney de la leucemia murina,
Sindbis, Semliki Forest, Ross River, herpes zoster y € virus de la encefalitis equina venezolana. Se ha
demostrado que células que expresan la proteina ZAP son resistentes a la infeccién por estos virus. Se ha
observado que €l poder antiviral de esta proteina radica en su extremo N terminal donde se encuentran cuatro
motivos zinc fingers, ya que mutaciones en el extremo N terminal de esta proteinallevan ala pérdida de su efecto
antiviral. En particular, se sabe que su motivo C3H, es € responsable de unir especificamente el RNA viral,
blogueando su acumulacion en € citoplasma celular e impidiendo los sucesivos ciclos virales de replicacion viral.

Este descubrimiento reciente es de gran relevancia en el campo antiviral, y demuestra la importancia de la
interaccion de proteinas celulares con estructuras virales, en este caso RNA, para contrarrestar la eventual
infeccion de diversos patdgenos. Sin embargo la accién de ZAP no es de amplio espectro ya que se ha observado
que €l virus herpes simplex tipol, el virus polio, € virus de la estomatitis vesicular y el virus de lafiebre amarilla
replican normalmente en células que sobre expresan este factor antiviral, por lo que quedan ain muchas
preguntas sin respuestas con respecto ala accion de ZAP.

Conclusiones

La importancia de los motivos zinc fingers es indiscutida. Los motivos zinc fingers incluyen diversos tipos de
estructuras con un denominador comun: el requerimiento de zinc para su estabilizacion. Estos motivos
estructurales estan involucrados en un amplio rango de actividades biol6gicas que van desde la union al DNA
(smple y doble cadena), reconocimento del RNA y hasta la coordinacion de interacciones proteina-proteina.
Desde su descubrimiento en los afios 80 al presente, pasaron de ser simples motivos estructurales a ser poderosas
herramientas y blancos de accion tanto en la biologia molecular como en la medicina, y seguramente la
relevancia de estos pequefios motivos seguira creciendo a medida que descubramos todas sus innumerables
funciones.
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