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RESUMEN

El problema del huevo y la gallina respecto al origen del DNA y las proteinas en
las clulas actuales quedé resuelto cuando la idea de que el RNA  antecedié at DNA como
material gendtico y a las protefnas como catalizadores biologicos, queds apoyada por milliples
cvidencias experimentales. Una consecuencia inmedinta de ésta hipdtesis es que durante la
transicibn de RNA a DNA dcebib surgir a partir de las replicasas ancestrales una proteina
capaz de pelimerizar desoxirribosucledtidos utilizando un molde de RNA, ¢s decir, una DNA
polimerasa RNA dependiente o reverso Lranseriptasa (RT) que contribuyd, en las efhulas an-
cestrales de RNA y protefnas, al episodio final cn la evolucién del tipo de moléculas informativas
que se conscrvarfa hasta las células actuales; ésta enzima fué crucial en el establecimicuto
del DNA como material genélico en todas las células. Si esto ocurrié asf entonces ¢s posible
considerar como punto de origen de las RT's ¢sta ctapa de la evolucion bioldgica y recuperar
en cllas una actividad vestigial de replicasa ya que serfan enzimas evolutivamente cercanas
a las replicasas ancestrales,

Las RT’s son cazimas dependicntes de Mgt para su actividad de DNA polimerasas;
asimismo requieren un polinucledtido como molde, un oligonucledtido complementario al ex-
tremo 3del molde como cebador y los nucledtidos complementarios. Se ha encomtrado gue
algunas presentan actividad cn presencia de Mat Y aunque es muy baju con respecto a la
normal, excepto para la RT del virus de laleucemia de murinos, donde la actividad aumenta
considcrablemente,

Se sabe que el Ma* 7 es capaz de inducir cn diversas nuclebtido polimerasas una
pérdida de especificidad cn cuanto a su subsirato o bicn en cuanto al tipa de polinucleotido
que utilizan como molde natural. En este trabajo se determinaron inicialinente las condiciones
6ptimas para la actividad de la RT del VIH-1 parcialmente purificada (pH 8.0, MgCla SmM,
NaCl 2mM vy auscncia de KCi). Se reporta la induccion de actividad de replicasa { e, RNA
polimerasa RNA dependicnte) en las roismas condiciones excepto que €1 MgCla se sustituyd
por MaClz a una concentracién 6ptima de 5SmM. En este caso la actividad enzimética es
aproximadamente cl 459 de su actividad natural. En condiciones simtlares la RT del Virus
de Micloma de Aves (AMV-RT) presentd actividad de replicasa coorrespondiente al 30%
de su actividad natural; su actividad de reverso transcriplasa se inhibio en presencia de Mot
Estos descubrimientos podrfan tener aplicacion terapedtica en enfermos de SIDA.

Inesperadamente se enconled gue 1a actividud de replicasa ocurre también en presencia
del cofactor natural Mgt ™, para ambas cnzimas, aunque cn un porcentaje cxtremadamente
bajo, de solo 10%.

Sc analiza la interaccidn de cofactores con las enzimas y su efecto sobre ta especificidad
de Ias mismas. Finalmente se discuten las implicaciones que cstos hallazgos ticacn en el estudio
de diversas etapas en la evolucién de genomas celulares y de otras cntidades genéticas, par-
ticularmente en la fase de transicién de RNA hacia DMA y en ctapas previas de la evolucion
celular, donde cicrtos catalizadorcs inorgénicos, que ahora son sélo cofactores, pudicron haber
tenido importancia crucial en diversos procesos celulares.



INTRODUCCION

Si bien resulta dificil definir qué son los seres vivos, cs posihle encontrar un conjunto
de caracterfsticas comunes a todos cllos, entre las que se cuentan Ia presencia de una barrera
que los dclimite mantenicndo su individualidad y distinguiendolos del medio, su capacidad
de antomantenerse tomando y transformando materia y energfa del medio, asf coma su capacidad
de autorreproducisse; estas caracteristicas han sido consideradas para definirlos como sistemas
autopoycticos (Varcla y Maturana, 1973), definicion dentro de T cual solo caben sistemas
formados por células. Posiblemenic deberia considerarse tambi¢a su capacidad de participar
y ser sujctos de seleecion natural, definida como reproduccidn (autorreproduceion) diferencial,
¢s decir, su caracteristica de ser sujetos de la evolucion biolépica. Pero las dos Gltimas
caracteristicas, autorreproduccion y evolucion, sor fundamentales y dependen principalmente
de fa capacidad de éstos sistemas para almacenar, utilizar y transformar informacion. La molécula
donde sc almacena informacién en lodas las célilos actuales es ¢l DNA; la distribucion universal
de ésta molécula y de fos mecanismos del flujo de informacion entre las células actuales Hevo
al plantcamiento del bicn conocido "Dogma Central de Ta Biologfa Molecular™ (Crick, 1958),
en ¢l que se establece que la informacién se replica para su transmisidn a la progenie de
DNA a DNA, y dentro de la célula se expresa {luyendo del DNA hucia el RNA vy después
a Jas protefnas (Figura 1).

Rct’ylicac]én l

1 PR S
L———{ DNA
Transcripcién —‘

L

RNA i Traduccin | prgietnas ]|

Figural. DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA MOLECULAR (1958). Esquema del flujo de
Ia informacién gendtica y procesos involucrados, en las células actuales de acuerdo con lo establecido
por Crick (1958) en el mal llamado * Dogma Centrl de la Biologla Molecular ",

Sin embargo, el dogma no queds intacto por mucho tiempo, pues poco después se
encontré que la informacion puede fluir del RNA hacia ¢! DNA (contravinicndo, al menos
en parte, dicho "dogma”), ya que algunos virus de RNA (los retrovirus, en particular) requerian
una fase intermedia de DNA ¢n su ciclo infectivo. Este proceso de transcripcién de DNA
a RNA (reverso transcripcion) es lievado a cabo por una DNA polimerasa RNA dependiente
o reverso transcriptasa (RT) (Temin y Mizutani, 1970; Baltimore, 1970) y su descubrimiento



provoct la modificacién det esquema del flujo de informacién genética en' células actuales
por el propio Crick (1970) como aparece en la Figura 2.

Replicaci6n

——!  DNA J

Transctipcién Transcripcién Inversa

RNA Traducci6n Protefnas

Figura . DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA MOLECULAR (1570). Modificacidn del esquema
del flujo de la informacién genética propucsto por Crick (1970) despuds det descubrimienta de
la transcripcidn inversa en algunos virus (Temin y Mizutani, 1970; Bultimore, 1970 ).

El diagrama modificado dcl flujo de informacion genética ¢s una representacitn cx-
tremadamente simplificada, pues cada uno delos procesos requicre un gran ndmero de moléeulas
para llcvarse a cabo aiin cn la célula més sencilla. Asi, en la replicacion del DNA intervicnen
varias DNA polimerasas, topoisomerasas, helicasas, ligasas, y una primasa, ademis de otras
enzimas cspecificas (Kornberg, 1984; 1988); cn la transcripcion es necesaria la actividad de
RNA polimerasas DNA dependientes y de un conjunto de factores que controlan el inicio
y término de la misma; finalmente, fa traduccion ¢s un proceso tan complejo que si consideramos
solamente al ribosoma cacontramos que estd formado por més de 50 proteinas y varias moléculas
dc RNA. La complcjidad de éste aparato cncargado de la transmisién de la informacién de
una ctlula a sus descendientes y de la expresion y atilizacién de la misma en su interior
no pudo haber surgido directamente de la sopa primitiva al ocurrir una conjuncién alortunada
de monémeros para formar polimeros y de &stos para constituir una célula.

De hecho, Ia mayoria de los modclos precelelares propuestos y construidos en el
laboratorio como los coacervados (Oparin, 1936), sulfobios (Herrrera, 1942) y microesférulas
proteicas (Fox y Dose 1977) carccer: de una moléculu capaz de guardar y transmitir informacién
gendtica susceptible de cambio,

Asi pugs, todo ¢l complicado aparato informacional de las células contempordncas
debid ser mucho miés sencillo inicialmente, ya que su estado actual solo pucde ser entendido
como producto de la evolucién bioldgica a partir de sistemas autopoyéticos mucho menos
complejos que los seres vivos de hoy en dia.

Varios hallazgos recientes de la biologfa molecular y de la bioquimica permiticron
la aceptacién de una hip6tesis sobre el origen del material genélico, v el desarrollo de un
esquema sobre Ja evolucién del flujo de informacion genética en sistemas autopoyélicos que
explica ¢l origen y la complejidad del sistema actual.



ORIGEN DE LA INFORMACION GENETICA EN LAS PRIMERAS CELULAS

El problema del origen de Ia informacin geadtica ro se refiere solomente al origen
de 1a moléeula en fa que teside, sino también a los mecanismos necesarios para su transmisién
y expresion. Hoy en din la rephicacion de DNA depende cstrictamente de un conjunto de
catalizadores extraordinarizmente ¢specffices que son las protefras; éstas a su voz dependen
del DNA, pues la informacidn para su estructura ¥ sfulesis se encuentra en dicha moléenta.
Esta interdependencia extrema llevd a pensar que la aparicitn de una no pudo haber antecedido
a la otra, y se entrd entonees al prolblemiticn cireulo gue Ta metifora del huevo v la palling
deseribe acertadamente, Sin cmbargn, hay uno tereera posibifidad: pudn haber exstido una
moléenla con ambas caracteristicas, es decie con eapacidad de guardar informacion gendtics
y de catalizar las reacciones necesarias para su replicacion, Fl RNA ¢ ol mejor candidato
con estas propicdades que se haencontrado hasta Iz fecha (Alherts, 189G, Gilbert, 1986; Lareano,
1986). .
Cicrtamente fu hipotesis de que ¢l RNA antecedié al DINA se habla propucsto cn
varias ocasiones anteriores (Oparin, 1961; Haldane, 1965; Crick, 1963; Orgel, 1968; Eigen et
al, 1981) con base en la posibilidad de sintetizar proteinas en ausencia de DNA pero no
de RNA, vy en la capacidad del RNA para guardar informacion genética como ocurre con
miltiples virus y viroides. Sin embargo, esta idea cobrd fucrza cuundo s¢ cncontraron varios
cjemplos de wctividad catalitica en moléeulas de RNA, Jo que permitié replantearla (Pace
y Marsh, 1985; Alberts, 1986; Gilbert, 1986; Lazcana, 1986; Nisbet, 1986; Darncll y Doolitle,
1986, Holland y Blake, 1987; Cedergren y Grosjean, 1987) tomando como base ésta y otras
evidencias que a continuaciin se ennumeran (Lozeano of of, 1988):

1. El grupo 2'0OH de Ja ribosa parcee estd involucrado cn varias reacciones prebidticas
de condensacién y fosforilacion (Falmann of al, 1969), adem3s de jugar un papel catalftico
dirccto ¢n Jas enzimas de RNA (Weincr, 1987; Whitc y Erickson, 1981).

2. Labiosintesis de desoxirribonucledidos se Heva acabo mediante ta reduccién enzimatica
de ribonuclettidos tanto en procuriontes {argucobacterias y cubacterias) como en
eucariontes, lo que sugiere que la biosintesis de éstos antecede cvolutivamente a la
de los desoxirribonucledtidos.

3. Las coenzimas de piridin-nucledtidos y los colactores ribonucleot{dicos estdn amplia-
mente distribuidos en las vias metabolicas, y son indispensables para la actividad catalitica
de al menos 50 % de Jas enzimas que las presentan (White, 1976).

4, La polimerizacitn de formaldehido produce ribosa co bajas cantidades, pero nunca
desoxirribosa (Weiner, 1987).

5. La sintesis de protefnas puede conducirse, in vivo {virus de la polio} ¢ in vitro, en
ausencia de DNA pero no de RNA.

6. E1 RNA ticne capacidad de almacenar informacion genética como ocurre ¢n miltiples
virus y en viroides.

7. Los grupos hidroxilo 2’ y 3" juegan un papel cstructural en el RNA, donde estédn
involucrados en varios puentes de hidrégeno poco usuales gue permiten el plegamiento
de €sta molécula (por ¢jemplo en el tRNAY para crear superficies cataliticas formando
una varicdad d¢ estructuras sccundarias y terciarias.



8. Sc conocen mihiples casos en los que moléculas de RNA presentun actividad catalitica,
incluyendo 1a ruptura y formacion de enlaces covalentes cn otras moléculas o sobre
sf misma, Asf la subunidad de RNA de fa Ribonucleasa P de £ coli y de Bucillus
subtilis ¢s capaz, por si misma, de romper el enlace covalente del (RNA para lograr
su maduracién (Guerricr-Takada et af., 1983; Guerrir-Tukada y Altman, 1984; Gurdiner
et al, 1985); cl intr6n L-19 de Tetrghymena tennophily puede autoescindirse, uniendo
covalentemente a los dos exones que lo flanquean y cerrandose sobre si mismo formando
ua circulo covalentemente cerrado (Kruger ef al., 1982; Cech et al., 1982; Zaug y Cech,
1982; Zaug et al., 1983), cstc mismo intron ¢s capaz de polimerizar citosina formando
poli(C) al utilizar como substrato 4cido pentacitidilico (pC5) segin ¢l reporte de Zaug
y Ccch (1986); sc sabe que ¢l Glu-tRNA interviene en la biosintesis de clorofila (Schoa
ctal, 1986); cn otros catalizadores celulares con subuunidades de RNA, cs ésta precisamente
la que tiene actividad catalitica (ver, por ¢jemplo, Shvedova, ef al., 1987).

No obstante, las concentraciones de ribosa que se obtienen en experimentos de sintesis
abiGtica son muy bajas, lo que ha llevado a pensar que quizd algin otro tipo de polimero
antecedid a su vez al RNA. Sc han propucsto diversos andlogos de dcidos aucleicos donde
se sustituye a la ribosa por moléculas aciclicas como el glicerol (Schwartz y Orgel, 1985; Schwariz
ct al,, 1987, Joyce cf al.,1987, Vischer y Schwartz, 1988; Vischer ¢t al., 1989)

En cualquicr caso, los sistemas replicativos relevantes para la evolucidn celular debieron
formar parte de un sistema autopoyético, una de cuyas caracteristicas es la delimitacion del
medio que le rodea y que como ya vimos ¢s una condicion para [a existencia de seleccion
natural; en todas las células actuales la barrera fisica estd constituida por una bicapa lipidica.
Por csta razon y debido & quer 1) se han encontrado lipidos y acidos grasos vn meteoritos,
con la reserva de que podrian ser contaminantes  (Ord ef al,1990), y s¢ han obtenido en
rcaccionces abibticas, por una parte; 2) los lfpidos ¢n solucién acuusa son capaces de formar
csponlaneamente estructuras mas o menos esféricas con bicapas lipidicas denominadas
liposomas, cstas sc han propuesto como ¢l origen de ks membranas celulares (Deamer y
Or6, 1980).

EVOLUCION DE LOS MECANISMOQOS REPLICATIVOS EN
SISTEMAS AUTOPOYETICOS

Algunos andlogos de nucledtidos presentan actividad cataliticn (Ziciinski y Orpel, 1987);
st bien estos compuestos pudieron ser importantes solo en la sopa primitiva, se prede sugerir
tumbién que existicron sistemas formados por una bicapa lipidica o liposoma que contenia
en su interior anidlogos de polinucledtidos autocataliticos, capaces de autorreplicarse por su
capacidad de unir mon6meros de los andlogos por complementariedad de sus bases, v catalivar
su unién covalente ¢n forma similar a la del polimero que sinvio de molde.

Este tipo de moléculas habrian sido sustituidas posteriormente por RNA's autocataliticos
dentro de tales sistemas; tal vez en ambos casos dentro de la membrana tambicén habrfa polifos-
fatos, cationes metdlicos y aminoficidos, entre otros. Como en ¢f primer caso, ¢l RNA serfa
la moléculn informativa y replicativa, pero ahora su gran versatilidad estructural permitiria
eldesarrollo de actividad heterocatalitica iniciatmente sobre otros RNA's, pero mis turde seguru-
mente sobre otro tipo de moléculas. Esta capacidad de catalizar reacciones sobre otro tipo
de moléculas habria originado en particular un sistema primitivo (formado por varies tipos
de RNAs) de sintesis de proteinas; las proteinas sintelizadas por este sistema habrian permitido



mayor especificidad y precision en los cutalizadores de RNA al actuar como estabilizadores
de dichas moléculas y mejorando a su ver el sistema de sintesis de tales proteinas.

Epeste momento habrian surgido transportadores de moléeulas a través de fnmembrany,
asi como los primeras vins de sintesis dz ribonucledtidos y de aminodcidos. Todos estos
catalizadores serianm uns combinacidn de RNA v proteinas de acuerdo con la biptesis de
White (1976; 1982), quicn propuso que ca un principio los catadizadores fucron de RNA,
posteriormente de BENA v protefnas, finalmente las proteinas se transfocmaron en el compeaente
fundamental, guedands en muchos casos un componente vestigial, derivado de ribonucledtidos,
o un ribonucledtido, como cocnedma que suele sor muy importante ea fa catdlisis, Bs deddr,
al aparecer ko sintesis de protefnas, se habria originado wna replicasa formads de RNA y
proteinas; la scleceitn naturad habria provocado el susgimiento de un sistema de sintesis de
proteinas 1nds preciso, donde participaron Jas propias proteinas, dando como resuitado una
amplia diversidad de catalizadores proteicos, desplazando e gran medida al RNA de su papel
catalftico y dejéndolo fundamentalmente como moléeula informativa (White, 1976; White y
Erickson, 1981). Al ocurrir este desplazamicnto la replicasa quedaria formada solamente por
una moléeula protefea. En estos sistemas autopoyéticos habria surgido la traduccién como
la conocermos actualmente asf como Ja estructura basica dJel ribosoma formado de RNA v
protefnas, al mismo tiempo que cb tIRNA v el cddigo genético. En este punto las funciones
se habrian dividido cntre moléeutas de distinta naturaleza cn les células: policribonucledtidos
como moléeulas informativas y proteinas como catalizadores.

El establecimiento de las proteinas como catalizadores abrié la posibilidad de diversificar
fas vias metabolicas ¥ entre estas aparecid fa reduccidn de ribonucledtidos, en una enzima
capaz de sintetizar desoxirribonucledtidos. Una vez que aparccicron este tipo de nucledtidos,
la replicasa habria podido incorporarlos, debido a su baja especificidad, utilizando un molde
de RNA. Una duplicacién génica pudo haber permitido que cada una de las copias incorporara
solo un tipo dv nucleStidos; la que lUegd a incorporar selo desoxirribonucledtidos serfa ka
primera reverso transeriptasa, que a su vez darfa origen a las DNA polimeras DNA dependientes
cuando se di6 la capacidad de usar como molde un DNA. Asf el DNA paso a ser la molécula
informativa y fuc nccesaria la aparicion de RNA polimerasas DNA dependientes, ¢s decir,
aparcce la transcripeién y ¢l RNA queda relegado a un papel de intermediario ¢ntre la molécula
informativa, capaz de replicarse (¢! DNA) y los catalizadores (las proteinas).

En realidad cada uno de cstos cambios evolutivos estuvo favorecido por 1a scleccitn
natural; ast, el paso de andlogos de polinucledtidos a ribonucleétidos quizé se debi6 a ciertas
ventajas fisicoquimicas (Joye ef al., 1987} de los RNA's, como una mayor cstabifidad; Ia sintesis
de proteinas y cl desplazamiento del RNA por cstas como catalizadores se vio favorecida
por la gran diversidad de catalizadores altamente especificos que pucden generarse mediante
la combinacion de 20 mondmeros distintos y todas las longitudes posibles (Altberts, 1986; Gilbert,
1986; Lazcano, 1986). Finalmente ka aparicion del DNA tracria como ventajas la posibilidad
del surgimicnto de mecanismos de reparacion, defa actividad correctora en las DNA polimerasas,
haciendo que la replicacién de ia informacion se convirticra cn un proceso de alta fidelidad
por un lado, mientras quc fa cstructura rigida del DNA la harfa menos susceptible a fa mutacion
por radiacién uliravioleta (efecto hipocrémico) debido al apilamicnto de las bases (Lazcano
et al., 19833). En fa Figura 3 se ilustran algunas de las fases importantes en todo este largo
proceso de evolucidn de los genomas celulares.
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Figura 3. EVOLUCION DEL FLUJO DE LA INFORMACION GENETICA. Evolucidn det flujo
de la informacidn gendtica cn sistemas autopoyéticos y origen de los procesas de replicacion,
transeripeidn y traduccién. Despuds de la aparicién de ias proteinas ¥ Jde las primeras replicasas
protéicas aparece la reverso transcriptasa como wno de los sequisitos previos para b apancidn y
establecimetno del IXNA como matesial genético en todas Jas célutas { Darnell y Doolittle, 1986;

Lazeano, 1986 ).

ORIGEN DE LA TRANSCRIPCION INVERSA

Se ha propuesto que la transcripcion inversa debe haber surgido antes que ocurriera
la divergencia evolutiva entre procariontes y cucariontes (Dooliwle er wl, 1989), sin cmburgo
es posible que su origen no solo sea aaterior a la divergencia arqueobacterias-cubacterias
sino que preceda a la aparicién misma del DNA (Darnell y Doolittle, 1986, Varmus, 1987,
Weiner, 1987; Wintersberger y Wintersberger, 1937; Lazcano of af,
la hip6tesis de que ¢l RNA antecedio al DNA; sin este tipo de actividad no s posible explicar

1990), de acuerdo con



la transicidén hacia genomas de DNA. Pero si este proceso es realmente tan antiguo y las
moléculas que actualmente lo llevan a cabo son descendicnles directas de aquellas en las
que surgi6, catonces ¢l estudio de las caracteristicas det procesoy de fas RT’s puede proporcionar
informacion sobre ¢l origen v evolucién de cstas moléculas, asi como sobre este importante
periodo de transicion en la cvolucion celular que dio origen al mis recieate ancestro comin
de todos los scres vivos.

LA REVERSO TRANSCRIPTASA

Las RT"s son enzimas con actividad de DMA polimerasa RNA dependiente y de DNA
polimerasa DNA dependienie, que fueron descubiertas on virus (Temin y Mizutani, 1970; Bal-
timare, 1970), lo que hizo pensar que of fendmeno de transeripeion inversa estaba restringido
a los retrovirus, por lo cual durante muehos afos no se desarrollavon estudios acerca de su
origen y evolucion. Sin cmbargo, en la década pasada se enconrrd gue existe una amplia variedad
de entidades génicas en las que se presenta al menos un marco de lectura abicrta con alto

vorcentaje de similitud con las reverso transcriptasas conocidas.

_Entidad _ Qrganismo Reino
Retrovirus aves y mamiferos Animal
VL30 rocdores Animal
1AP roedores Animal
Virus de la Hepatitis aves y mamiferos Animal
Elementos LINE mamiferos Animal
Factor 1 D. melanogaster Animal
Factor F D. melanogaster Animal
Elemento mévil 17.6 D. melanogaster Animal
Elemento mévil 297 D. melanogaster Animal
Elemento movil 412 D, melanogaster Animal
Elemento mévil Gypsy D. mclanogaster Animal
Virus del mosaico de fa coliflor Plantas
Virus del anillo encarnado Plantas
Elemento mévil BS1 Plantas
Factor Ing-3 Tripsnosomas Protistas
Elemento mévil TY-3 Levaduras Protistas
Intrones mitocondriales Clasc I Hongos
Plasmidos mitocondriales Hongos
RT celular E. coli Procariontes
RT celular M. xantus Procariontes

Tabla 1.Bntidadces gendticas que contienen un marco de lectura abicita correspondientc a una reverso
transcriptasa. Es notable que estas entidades interactian o forman arte del genoma de algin organismo
de cualquicra de los § reinos de organismos reconocidos por Margulis y Schwartz (1982); es decir
las entidades genéticas con RT estdn distribuidas entre organismos de los 5 reinos. Los datos s¢
tomaron de Doolittle, el al. (1987) y de Lampson et ak (1989).

Este tipo de entidades, que estdn ampliamente distribuidas (Tabla ), précticamente

en todos los reinos de organismos (Lazeano ef af,,1990), han sido denominadas en conjunto



como retroides (Fuetterer y Hohn, 1987), v catre ellas se cucntan los retrovirus enddgenos
y exbgenos, retrotransposones, caulimovirus, kepadnavirus, clementos LINE, intrones
mitocondriales de hongos, elementos genéticos de bacterias, ctedtera (Doolittle of al., 1989)

Dominios funcionales ¥ evolucién molecular

La RT cs un proteina de bajo pese molecular que fluctua entre 50 y 95 kDa. Aungue
cn la mayorfa de los casos esta formada por un solo polipéptido, existen casos cn que son
2 subunidades homologas, posiblmentlc una de cllas producto del procesumicnto de fa mis
grande ya que su extrcmo amino terminal cs comin(Verma, 1977); algusas de las que se
han lograde purificar y caracterizar, se enlistar en la Tabla 2.

RT del Subunidad o
Virus: &

ASLY 58 92
MLV 70-84 -
HalVv 58 6%
C 0 -
MOPC-315 26.5 28
REV 7034 -
MMTV 100 -
MPMV 85-100 -
AMV &5 95

Tabla 2. Composicidn y peso molecular de Tas RT5s de algunos retrovirus. ASLV, virus relacionados
con el sarcoma de aves; MLV, virug de leucemia de murinos: HaLlV, virus de leveemia de hamster:
C, retrovirus tipe C de mamileros; MOPC-315, virus endégeno del ratdn; REV, virus de reticulo
endotetiosis; MMTV virus de los tumores de murinos, AMV virus de los tumores del micloma
de aves, MPMV virus de monos Mason-Pfizer. Los datos se tomardn de Varmus y Swansteon (1982),
y de Verma (1977).

Sc ha sugerido que todas las RT’s son de origen monofilético, yu que ol analizar
su estructura primaria se encuentra una similitud muy grande (Xiong y Eickbush, 1988; Doolittle
ef al., 1989; Lazcano et al.,1989); aunque sc han identificado varias secucencias muy similares,
existe en particular una zona especialmelnte conservada (Tabla 3) hacia ki regidn amino terminal,
quc consiste ¢n una sccuencia de 14 residuos de aminoacidos hidrofébicos con un par de
residuos de dcidos aspdrticos cn ¢l centro y cuya configuracidn se ha estudiado mediante
cdleulos tedricos resultando la estructura horquilla beta que aparcee en In Figura 4.

Figura 4. ESTRUCTURA DEL DOMINIO  DD. Posible estructura horquilla beta de ta secuencia
conservada cn reverso trnscriptasas denominada dominio DD de acuerdo con los resullados de
un andlisis de estructura secundaria de dichas scceencias. Modificado a partir de Argos (1988).



1 FRMIAYGD DVIASY Coxsackicvirus B3 .
2 DRLLFSGD DSLAFS Virus del mosaico del pepino
3 NFVVASGD DSLIGT Virus del mosaico de fa alfalfa
¥ LRILCYGD DVLIVF Virus de la Hepatitis A
E LKMIAYGD DVIASY Virus de la polio
TILQYMD DILLAS HTLV-I
7 TIVQYMD DILLAS HTLV-11
8  CMLHYMD DILLLAA Virus del sarcoma de rons
9 VIYQYMD DLYVGS HIV-1
L0 HIQYMD DILIAS HIV-2
11 SMRIYGDTDSIFVL HSV
12 QLRVIYGDTDSLFIE EBV
13 EDFIAAGDTDSVYVC T4
14 NLEVIYGDTDSIMIN Gen humano alfa
RERSVYGDTDSVETE Yirs de _vaccipia

‘Tabla 3. Sccuencia de! dominio DI de 15 polimerasas: 1 a 5 RNA polimerasa; 6 a 10 reverso
transcriptasas; 11 a 15 DNA polimerasas (Doolittle et ul, 1959; Arges, 1988).

Esta regién ha sido denominada dominio DD y se cncuentra también cn todas las
RNA polimerasas cclulares y cn muchas virales (Argos, 1988; Lazcano e al., 1988b). En muchas
DNA polimerasas esta region estd modificads a DTD (Argos, 1988; Wong er al., 1988, Wang
etal., 1989). Entrc las evidencias experimentales del papet funcional del dominio DD sc cuentan:
1) anticuerpos dirigidos contra una regidn de Iu proteina PG del fago T7, cuya secucncia
cs muy similar a la de! dominio DD, son capaces de inhibir fa actividad de la RNA polimerasa
de E. colf {¢} dominio DD se presenta en sy subunidad 87) y Ia RT del virus de micloma
de aves (Zavriev y Borisova, 1987); 2) estudios mutacionales de la RT del virus de murinos
(MMLV} indican gue el sitio activo se cncuentra hacia la region amino terminal de la enzima
igual guc el dominio DD (Tancse y Goff, 1988); 3) un residuo de fisina de esta regidn de
Ia RT de MMLYV estd directamente involucrada cn ¢l sitio de unidén al substrato (Basu of
al., 1987); 4) la Q8 replicasa de colifagos mutantes donde una glicina adyocente al par DD
se substituye por Ala, Ser, Pro, Met o Val, pierde su actividad polimerizante (Inokuchi y Hirashima,
1987); 5) 1a substitucion de la Tyr conscrvada def dominio DD de la RT del VIH-1 por una
pequeda secuencia de 5 aminodcidos inhibe por completo su activadad polimerizante (Hiz
et al, 1988); 6) un polipéptido de 51 a 52 kDa que parece ser producto de la remocion
del extremo carboxilo de la RT del VIH-1 {64 kDa) presenta actividad de reverso transcriptasa
(Di Marzo Varoncse et al., 1986; Lightfoot ef al, 1986, Lc Grice et al., 1987) indicando que
dicha regién no es nccesaria ¢n la reaccién catalilica,

La importancia de dicho dominio se manifiesta tumbién ¢n sy notable conservacién
evolutiva, a pesar de ser parte de protefnas codificadas por genomas de RNA, que como
s¢ ha visto cambian mucho més rapidamente que los de DNA (Holland e al,, 1982). Ademis
entre todas las protefnas codificadas por retroides la que tiene la tasa de cambio mds baja
es precisamente la RT (McClure of al., 1988; Doolittle ¢r al., 1989). La similitud de ¢ste dominio
altamente conservado y su presencia en practicamente todas las polimerasas sugiere que este
conjunto de enzimas son de origen comin a partir de una pequceia enzima proteica con actividad
de RNA polimerasa RNA dependiente o replicasa. Sucesivas duplicaciones génicas con adicion
de nuevos polipéptidos habrian dado origen a la diversidad de polimerasas multiméricas tanto
celulares como virales que conocemos actualmente; la adicion de nuevas subunidades o de
segmentos al mismo polipéptido habrian sido suficientes para que las nuevas polimerasas se
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adapturan a ki diverzas combinaciones melde-sustrato que s¢ dizran durapte 1a 2velucitn drl
genoma de las células,

El origen antiguo de ln Reverso Traascriptasa

Aunque es claro que algunos retrovirus son de origen reciente, tal vez no mis de
300 afios para ¢} VIH-1 (Smith er ai., 1988; Doolittle, 199), esto no implica quc sus componentes
también lo sean, en particular sus RT's.

Si consideramos la hipétesis de que los virus surgen continuameate a partir de las
célutas de los organismos a los que infectan y que otros brincan de huésped en huésped,
entonces ¢s posible que ¢l gen que codifica para fa RT haya permanccido desde su origen,
durante la transicion RNA-DNA en ¢l Arqueano, dentro de las células, encontréndose ac-
tualmente cn diversos genomas celulares y virales de varias Hneas evolutivas que incluyen or-
ganismos procariontes (Lampson et al., 1939; Inouye, ef al., 1989; Temin, 1989). En ¢l caso
de 1a cepa clinica E. coli B se ha mostrado que ¢l uso de codones para su RT sugiere que
esta protefna puede ser de aparicién reciente en dicha cepadebido a algin proceso de transmisién
horizontal de genes (Varmus, 1989).

Una caracterfstica notable de las RT's ¢s su alta tasa de error (Preston ef al., 1988;
Roberts etal., 1988); asi, como s¢ mugstra cnla Tabla 4, las RNA polimerasas DNA dependicntes
y las DNA polimerasas no solo ticnen una tasa de error mucho més baja, sino que ademds
cstas Gltimas suelen tener actividad correctora. La fidelidad ca Ja lectura de moldes por las
polimerasas estd determinada por algunas variables que se describen a continuacién: 1)
prevencién de errores, donde fa sclectividad del nucledtido correcto puede ser alcanzada
mediante {actores que aumentan la rigidez de la conformacién del complejo molde-substrato;
tales factores pueden ser las protefnas que se uncn al DNA o las que sc unen a la polimerasa;
2) correccion repititiva mediante actividad exonucleasa que pucde estar o la misma polimerasa
o puede ser una proteina diferente (Loeb y Zakour, 1980). Si estos factores y propicdades
involucradas en la fidelidad sc han originado a lo largo de la evolucion, entonces la alta tasa
de error de la RT puede ser considerada como una evidencia més de su antigiiedad, ya que
las primeras polimerasas tal vez fucron altamente incspecificas (con un amplio espectro de
sustratos posibles), y a la vez tenfan una alta tasa de error que llegé al minimo con la aparicién
de la actividad correctora cn DNA polimerasas.

Por otro lado, se sabe que la RT es incapaz de desplazar una de las hebras de una
molécuia de doble hélice para usar la otra como molde y polimerizar nucle6tidos, lo que
sugiere que desde su origen fué una enzima que utilizaba sicmpre moldes de una sola hebra;
tal vez RNA de cadena sencilla, con muy poca estructura secundaria. El preceso de clongacién
es ademds entre 10 y 1000 veces més lento en las RT%s que ¢a las DNA polimerasas (Edenberg
y Huberman, 1975), lo que también apoya la idea de que la RT ¢s un catalizador muy antiguo,
por su baja eficicncia.

Se han reportade muchas otras actividades ¢nzimaticas para la reverso transcriplasa
que incluyen: protein-cinasa (Strand y August, 1971), nucledtido cinasa, fosfatasa, hexocinasa,
deshidrogenasa ldctica (Mizutani y Temin, 1971), ribonucleasa (Hung, 1971), DNA ligasa
(Mizutani eral., 1971) y desoxirribonucleasa (Mizutani ¢t al, 1970). En realidad estas actividades
no han sido caracterizadas sin lugar a dudas; sin embargo, si realmente existen esto querria
decir que la RT cs una ¢nzima multifuncioal, caracteristica que resultarfa ventajosa para las
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prikncms células. Zsto podria estar relacionado con el hallazgo del dominio DD ¢n otro tipo
_de protefnas  con actividades diferentes (Argos, 1988).

CATIONES METALICOS Y POLIMERASAS

Las polimerasas son cazimas dependicates de Mg™ + para su actividad ya-que este
metal coordina a la cnzima con su substrato mediante la formacion de un complejo cnzima-
metal-substrato (Sloan e uf, 1975). Sc ha visto quc este cofactor puede ser sustituido in vitro
por otros cationes metdlicos (Mn™* ¥, Nit ™, Co* ™) lo cual resulta, para la mayorfa de los
casos, ¢n una disminucién en la eficicncia de incorporacién con respecto a la que se da cn
presencia de magnesio. No obsatnte, la actividad de la RT del virus de Ja leucemia de murinos
(MMLYV) s¢ cleva hasta cuatro veces en presencia de Mn™ ™ cuando se wiliza ¢l complejo
poli{A)-oligo(dT) como molde-cebador (Verma, 1977), y se ha reportado que dicho cofactor
cleva la actividad de las RT’s de retrovirus tipo C {Sarngadharan et al, 1976).

Polime rasa Mgt MatremNy
AMVERT mesy T T s T
DNA Pol | de [ coli 1720000 171000
DNA Pof a 1000 17300
DNA Pol 8 1720000 172000

Tabla 4. Tasas de error de polimerasas. Las polimerusas con la tasa de error mds alta son las
reverso transcriptasas. 1a presencia de manganeso cleva la tas de error, tomado de Fixeb y Zakour,
{1980).

El cofactor sustituyente més cstudiado hasta hoy es ¢l Ma** y se observa que tiene
varios clectos importantes en la actividad de las polimerasas. Elmanganeso es capaz de multiplicar
la tasa de error en lus polimerasas por factores de 10 o mayores en algunos casos (Tabla
4). Otro efecto importante es que provoca un cambio co la especificidad de substrato de
estas protefnas, asf como la capacidad de usar como moldes polinucledtidos no especilicos
para su actividad; en la Tabla 5 sc calistan los casos conocidos de cambio de substrato y
de molde en polimerasas.

Pollinerasa Actividad Inducida Camblo en Ju % de su ac. Relerencla(s)
utilizaclfin ge__tividad normal
DNA Pol de k. coli  Sintesis de los polimeros substrato ~ Berg, ¢t al, 1963
niesclados

DNA Pol 1 Reverso Transcriptasa molde 6% Loeb, =t &L, 1973;Karkas,
1973

RNA Pol del Fago T7 Replicasa molde - Konarska y Sharp, 1989

RNA Pol de E coll  Replicasa molde 10 % Bichricher y Orgel, 1973;
Laca, et al, 1987

RT del VHI-1 Replicasa substrato 45 % Valverde et al, 1989; este
trabajo

RT del AMV Replicasa substrato = esle trahajo

Tabla 5. Cambio de sustrato y molde de polimeraas, en varias polimerasas sea logrado inducir pérdida
de especificidad de ssbstrato y de molde; Iz eficiencia de [a actividad inducida es diferente para
cada polimerasa .

Por otra parte ¢l manganeso cataliza la oligomerizacin de andlogos de nucleétidos
més cficientemente que ¢l magnesio (Vischer y Schwartz, 1989). Lo anterior sugiere quc ¢l
manganceso jugé un papel importante tanto cn reacciones polimerizanics en la sopa primitiva,
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comu ¢n los primeras células, contribuyendo a la polimerizacdion de moléeulas capaces de
almacenar informacion genética.

LA REVERSQ TRANSCRIPTASA DEL ViH-1

La reverso transcriptasa del virus de inmunodeficicncia humana tipo 1 forma parte
det viritn infectivo como se¢ mucstra en la Figura 5.

Figura 5. VIRION DEL VUI-1 . Fstructura del virién del virus de inmunodeficiencta humana tipo
1, en el cual s¢ encuentran varias copias de la reverso transcriptasa unidas a dos copiss del RNA
viral en Ja parte mfs interna de! vinda. Tomado de Gallo (1987).

Al ser liberada junto con el RNA viral en ¢l interior de la célula, sinictiza una molécula
de doble hélice de DNA, utilizando como molde inicial el RNA viral cebado con ¢l t(RNA
correspondiente a la lisina, En cl genoma del virus a RT estd situada dentro de un marco
dc lectura abierta Hamado gen pol que codifica para una poliproteima (Figura 6); una vez
sintetizada dicha poliprotcina es procesada preduciendo una proteasa de 10 kDa, una ex-
onucleasa-integrasa de 34 kDa y la RT de 64 kDa {Leuthardt y Le Grice, 1988).

LTR __ GAG POL ENV LTR

Protcasa Reverso Endonucleasa

Transcriptasa
Figum 6. GENOMA DEL VI -1. Localizacidn del gen de la reverso transcriptasa cn el genoma
del virus del SIDA; forma parte del gen estructural pol, sc encuentra eatre Ja proteasay la endonucleasa.
Aunque sc ha reportado que la RT ticne un peso molecular de 66 kDa y suele copurificar
con un polipéptido de 52 kDa que tambicén presenta actividad enzimética (Di Marzo Varoncse
et al, 1986; Larder et al., 1987), para cste trabajo se utilizo un vehiculo de expresion que
produce una RT de 64 kDa (Le Grice er al, 1987).

Por otro lado, en cste momento resulta importanie cestudiar ¢l comportamicnto de
una enzima clave cn el ciclo replicativo dcl virus del SIDA (RT del VIH-1), enfermedad de
origen reciente y que sc ha convertido en una pandemia catre la poblacién humana causando
serios estragos.
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UN MODELQ DE REPLICASA ANCESTRAL

Si s hipdtesis de que todas las polimerasas son de origen monofilético y ademas
se originaron a partir de una replicasa ancestral (Lazcano ef gl 1988b), entonces s posible
encontrar alguna actividad remancente de replicasa ¢n la RT mediante o induccion de algunos
cambios.

Se ha propuesto que la actividad de replicasy encontrada en la RNA polimerasa de
E. coli (Lhaca ot @i, 1987) ¢s una actividad vestigial, concibiendo a esta enzima como un
madelo de replicasa ancestral. Debido a que fa subunidad 87 de dicha enzima presenta homologfa
con al menos una subunidad de las RNA polimerasas de arqueobacterias, eubacterias y cucarion-
tes (Zillig et 2l,,1985), se ha pensado que en tal subunidad reside la actividad catalitica y
debe tener también, por si misma, actividad de replicasa (Llaca et af., 1987); sin embargo,
¢sto no se ha probado experimentalmente.

Si la RT desciende dircctamente de las replicasas ancestrales y presenta actividad
enzimitica propia de las replicasas, resultaria un mejor modelo de replicasa ancestral ya que
es monomérica y de bajo peso molecular a diferencia de las RNA polimerasas mucho més
complejas cstructuralmente.

Este trabojo pretende aportar evidencias experimentales acerca del origen y antigiicdad
de In RT; asl como respecto a la etapa de transicién de genomas de RNA a DNA, Para
lograr estos objetivos se desarrollo la siguiente estrategia experimental:

1) Sobreproduccién de la RT del VIH-1 con un vector de expresién cn bacterias,

2) Purificacion parcial de Ja misma ¢ identificacion mediantc ensayos de transcripeion
inversa con nucledtidos marcados radicactivamente,

3) Caracterizacién de las condiciones 6ptimas de ensayo para la RT parcialmente
purificada y

4) Induccitn de actividad de replicasa en esta eazima y caracterizacion de las condiciones
de cnsayo para dicha actividad.
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MATERIALES Y METODOS

Bacterias y Plismidos

Para obtencr la Reverso Transcriptasa del VIH-1 (RT) se utilizd la cepa M15S
de E. coli transforranda con dos plasmidos, ¢i pPMLL y ¢l pRT/CG {donada por el Dr. S
F J. Le Grice). Bl prinmiero contiene ¢f gea para la ncomicing fosfotransferasa que confiere
resistencia a Kanamiving como marcador <cleetivo, of gen lael® que estd sobreproduciendo
¢l represor fae, y el replicon pi5SA que es compalible con ntros vectores de expresin (Certa
o al, 1986), pRT/CG contiene ¢l clements PN23*/0, que o5 wpa fusion del promotor PN2S
del bucteridfago TS con del operador lac &o E. coli {Peschke of af, 1985), un sitio sintélico
de union al ribosoma (sur), el terminador t1 del operdn B de E. colf {Brosivs ef ¢f, 1981),
¢l fragmeato Pvall-EcoRT de pBR322 (Bolivar or al, 1978) con o} origen de replicacion, y
elgen que codifica para la proteina periplasmica B-lactamasa que confiere resistencia aampicilina
(Stiieber e al., 1984). Entre ¢l sur y el 11 se encuentra el marco de lectura abicrta de
poliproteina (gen pol) det VIH-1 que corresponde al fragmento Bgill-Niel del provirus HTLV-
B (Ratner of al, 1985); la estructura de pRT/CG s¢ muestra en la Figura 7 indicando la

Figura 7. MAPA DEL PLASMIDO pRT/CG. Estructura del plasmido utilizado para producir la
reverso iranscriptasa Jel VIH-10 se mostran algunes sitios de restriccidn y sccuencias reguladoras
como el clemento promotor-operador (po), el sitio de unidn at ribosoma  (rbs) y el terminasdor
(). Entre Ay Z se encuentra clonado ¢f gen pol del vipus del SIDA

posicién de los genes anteriores y algunos sitios de restriceién (Leuthardt y Le Grice, 1988).

El represor fac producido continuamente por pDML1 actia sobre el operador
luc que se encuentra en pRT/CG impidicndo Tn transcripeion del gen pol, de modo que para
inducir la transeripcion se agrega (PTG (isopropil-B-D-galactopiranosido) al medio donde
s¢ encuentran Yis bacterias. Este inductor se unce e inactiva al represor permitiendo la transerip-
cidn. Una vez producido cl transerito se traduce a partir de ¢l una poliproteina de 115 KDa
que posicriormente sc antoprocesa dande como resultado final una proteasa de 10KDa. una
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exonucleasa-integrasa de 35KDayla RT de 64KDa, En la Figura 8 puede apreciarse un csquema
de la induceidn y ¢l procesamicnto de la poliproteina.

] AngR l
L=
pRT/CG
PROT | AT
p/o  sur
[PROT 1 RT | ENDO |-~—glf—
sur T
/up\
l @ Yranseripeidn
1PTG rep-1PTG 1
—g [ ! B R
sur ! ti
Traduccion

NH2

COOH
(115 kDa)
Procesamienio I

Proteasn f
(10kDa) 4

Procesamionto Il

Proteasa RT Endonuycieaso
(10 kDo) (64 xDa) (34 kDo)

Figura 8. EXPRESION DE LA RT. Esquema de la induccién de 1a transeripeion y el procesamiento
de 1a poliprotefna, que da como resultado 2 produccién de una reverso transcriptasa madura y
funcional a partir del vector pRT/CG dentro de E coll. Promotor- operador (p/o); sitio de unién
al ribosoma (sur); terminador (11); represor (eep).
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Reactivos

Los siguientes reactivos fucron adquiridos cn SIGMA: peptona, extracto de levadura,
glucosa, NaCl, agar, tris-HC, tris base, sucarosa, etilén diamin tetra-acetato (EDTAY, Lisozima,
tritén X-100, polictilénglicol 6,000, polictilénglicol 8,000, clorura de litio, etanol absoluto, acetato
de amonio, cloroformo, aicobol isoamilico, agarosa, bromuro de etidic,azul de bromofenel,
xileacianal, ghicerol, MgCly , amplicilina, kanamicing, isopropil-8-D-tiogalactopirandsido
(IPTG), DT, sulfuto de esireplomicing, dGTE GTT, tolueno, cranel, dodecil sulfato de sodin, 8-
mercaptoctanol, VEMED, persulfato de amaonio (APS), acrilimida, biz-aceilumida, azul brillante
de Coomasie (R-250), metanol, dcido acético, NaOH, NELOH, ApNO;, dcido citrice, fur-
maldehido, actdo nitrico, MaCly, KC, reverso transeriptasa del Virus du la Micloma de Aves
{AMV-RT), pirofosfaio de sodio (NaaP204-1011207 v fasfato disodico (NazHPOR-12H00 Las
cozimas de restriccidn  -Hind 111, Eco RN 'y Xho T sc adquiticrou cn Bio Labs; Jos filtros
DE-81 en Whatman; ¢l oligo(dG)10, ¢l poliiC) y ¢l DEAE-Sephacell va Pharmacia; ¢l 2,5-
fenil-oxazol (PPO) y el p-bis2,5-feniloxazoliljbenceno (POPOP) e New England Nuclear.
El material radioactivo ( ("S‘PIGTP y [“'32[’]d(}’1'1’ ) se adquirio en Amersham,

Soluciones

a) Purificacién de Plismido y Electroforesis en Gel de Agarosa

® TS: ris-HCl 50mM, pH 7.5; sacarosa 25,

o ELT: EDTA 100mM; Lisozima 2mg/ml; tritdn x-100 0.1%.

o PEG 20%: polictilénglicol 6,000 209%; NaCl IM.

9 PEG 13%: polictilénglicol 8,000 13%; NaCl 1.6M.

o TE: tris. HCl 10mM, pH 80; EDTA 1M.

e TBE: tris basc 89 mM, dcido bbrico 89 mM y EDTA 2 mM.

o Colorante: azul de bromofenol 0.02%; xiléncianol £.02¢% y glicerol 50%.
@ Bromuro de etidio: 10mg/ml.

b) Corte con Enzimas de Restriccién
e Para reaccion con Fco RE NuCh S0mM, Tris-HCI(pH 7.5) 100mM y MgCl2 10mM.
8 Para reaccion con Xho [: NaCl S0mM, tris-HCI(pH 7.9) 10mM y MgCly 10mM.

¢) Purificacion Parcial de RT

o Lisis: tris-HCl 50mM, pH 7.5; NaCl 0.3M y EDTA 0.5M.

@ Dialisis: tris-Cl SOmM, pH 8.0; EDTA ImM; DTT 1mM; triton X-100 0.1% (vv);
NaCl 25mM vy glicerol 10% (v/+).

© Remocion de fcidos nucleicos: tris.HCl 50mM, pH 8.0; EDTA ImM: DTT 1mM;
NaCl 25mM; glicerol 10%% ysulfato de estreptomicina 56 (p/v), preparado al momento
de usarlo.

o Elucién: tris. HCE 50mM, pH 8.0; EDTA 1mM; DTT 1mM; NaCl 25mM y glicerol
10% (viv).
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& Concentracion: tris. HC1 S0mM, pH 8.0; EDTA LiM; DTT 1mM; NaCl 25mM tritén
X-100 0.1% (viv) y glicerol 50% (viv).

d) Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

@ SGB: tris-HCl 1M, pH 6.8; dodecil sulfato de sodio 0.8%5.

@ RGB: tris-HCl 1.9M, pH 8.8; dodecil sulfato de sodio 0.5%.

& Para mucstra: tris-HCl 0.4M, pH 6.8; dodecil sulfato de sodio 10%; 8-Mercaptoctanol
259%; azul de bromofenol 0.5% y glicerol 9%.

¢ Corrida: tris base 250mM; glicina 144.1mg/ml; y dodecil sulfato de sodio 0.01%.

o A2S: tris-HCl 50mM, pH 7.9, gliccrol 25% (v/v); Na, EDTA o.lmM y DTT 0.2mM.

© Acrilamida 30 % : acrlamida 30 %, bis-acrilamida 0.8% vy glicerol 30 %.

¢) Tincion de Geles de Poliacrilamida )

@ Solucién de Coomasic: azul brillante de Coomasic (R-250) 0.25%; metanol 45%.

e Solucién destenidora 1 (Alto metanol): metanol 45%; icido acttico 7.5%.

@ Solucitn destedidora 11 (Bajo metanol): metanol 59%; icido acélica 7.5%.

a Solucidn A: se mezclan 21ml de NaOH 0.36% con 1.2ml de N11O11 concentrado,

o Solucion B: AgNO3 0.2%.

o Solucién reveladora: 4cido citrico 0.005% y formaldehido 0.0002%.

@ Solucion fijadora:acido acélico 1%.

f) Ensayos de Actividad

o Solucion de lavado de papeles DE-81: pirofosfato de sodio (Na2P204) 0.8%; fosfato
disédico dodccahidratado (NazHPQ4-12H20) 10%; dodecil sulfato de sodio 0.1%.

o Liquido de centelico: PPO 0.5%; POPOP 03% disucltos cn tolueno.

Extraccion de plismide

En ésta técnica las células de cultivos de 400 ml de E. coli M13{pDM1.1; pRT/CG]
s¢ cosecharon por centrifugacién a 5000 rpm durante 1S minutos; se eliming ¢l medio con
trampa de vacfo procurando dejar la pastilla lo mis seca posible. La pastilla se resuspendio
en 4 ml de TS agitando con vibrador, se transfiri a tubos de polialomero vy se le agregaron
4 m! de ELT agitando suavemente con vibrador. La meucla anterior s¢ incubd durante 10
minutos a lemperatura ambiente y 10 minutos a 70°C (en bafo marfa). Se centifugd 20 minutos
4 40,000 rpm cn rotor 50ti a 4°C; sc rescaté ¢l sobrenadante (sn), se colocd en tubos corex
de 15 ml y se agregd un volumen de PEG 20 95, NaCl 1 M, miezclar cuidadosamente ¢ incubar
30 minutos 2 lemperatura ambicate. Centrifugar 10 minutos a 3000 rpm, climinar cl sn y
resuspender la pastilla cn 2 ml de TE. Agregar 2 mi de cloruro de litio 5 M frio ¢ incubar
en hielo 5 minutos, sc centrifugs 10 minutos a 3000 rpm a 4°C, sc colocé en tubo corex
de 30 ml y se le agregaron 10 ml de etanol absoluto a -20°C, mezclar. Centrifugar a 8,000rpm
15 minutos a 4°C; se decant6 el sny se lavé la pastilla con ctanol 80 % dos veces, centrifugando
a 8,000 rpm 5 minutos cada vez. Sccar la pastilla al vacio, resupenderta en 500 4l de TE
y pasarla atubos eppendorff; agregar RNAasa A a una concentracion final de 4Q.g/ml e incubar
15 minutos a 37°C. Agregar 0.5 mi de PEG 8,000 13 %, NaCl 1.6 M y mezelar por inversion.
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Centrifugar 15 minutos a 12,000 rpm cn tubos eppendorff a 4°C, se retira ¢l sn y sc resuspende
la pastilla cn 150 al de TE con agitador por vibracion. Agregar 150 al de solucién clorofor-
mo:alcohol isoamfilico (1:24) y agitar con vibrador, centrifugar 5 minutos a 12,000 pm a
temperatura ambiente; se toma la fase superior ¥ se be agrega wn volumen (- 1500) de acetato
dc amonio 4 M. Agregar 2.5 volfimenes de ctanol absoluto i -20°C v contrifwgzar 30 minutos
en centrifugs eppendorfl a 4°C, Lavar la pastilla con ctanol al 80 7 y scearka S a 10 minutos
en desecador. La pastilla se resuspende finalmente en 100 41 de TE.

Pureza y cuantificacion de DNA

La pureza de una muestra de DNA se puede calenlar mediante espectrofotonetria,
midicndo la proporcion de absorbencia de wz ultravivleta de 260 mm con respeeto a la absorbracia
del mismo tipo de luz de 280 nm; si el DNA es puro i relacion serds Axgo/Aso = L8
Cuando la muestra de DNA cumple ésta relacion ex posible cunntiicaria midiendo faabsorbeneia
a 260 nm y utilizando la siguicnte ccuacidn:

Ao X dilucion X Factor de correccion (50) X pghl de DNA
.. - S e, » /n ae F;

Corte de DNA con enzimas de restriccion

Para realizar cortes en sitios espucificos del plasmido con enzimas de restriceion se
coloca en un tubo eppendorf 1 g de DNA, se agrega la solucion amortiguadora de reaccidn
diluida con agua desionizada; se agregan S a 10 unidades de cnzima, sc agila suavemente
y sc incuba a 37°C de 1 a 3 loras dependiendo de que enzima se utilice.

Columua de DEAE- Sephacell

La columna se prepar6 suspendiendo el DEAE-Sephacell en 10 voldmenes de solucion
amortiguadora de clucion, sc dejé reposar  y una vez precipitado se decant6 la solucién;
¢éste tratamiento se aplicd tres veces sucesivas, después de lo cual se empaquetd un voiumen
de 4.5 ml de resina en una columna de 5 cm de largo y aproximadamente 8 mm de didmectro.
Una vez montada se dejaron correr 50 mi de la misma solucion a través de la columna antes
de colocar la mucstra. La columna, mangueras y conexiones se favaron con agua bidestilada
y s¢ csterilizaron antes de usarse.

Elcctroforesis en gel de Agarosa

Tanto ¢! carro como la cdmara de clectroforesis se lavaron con agua bidestilada. Se
cierra ¢l carro por ambos lados con cinta adhesiva v se coloca el peine lormador de pozos
cuidando que quede un cspacio de 0.5 a 1 mm de agarosa aproximadamente catre el fondo
del diente y 1a base del gel de medo que los pocilios queden completamente sellados. Se
prepara un gel al 1 96 con 0.2 g de agarosa diluides en 25 ml de TBE 1 X. Sz calicnta
la solucién a 50°C hasta que desaparczcan completamente los granulos, se agrega bromuro
de ctidio a una concentracién final de 0.5 pg/ml y se vierte toda la solucion cn el carro,
se deja enfriar. Una vez que polimeriza se agrega un poco de TBE y se saca el peine verticalmente
con firmeza. Sc viericn 100m] de TBE en la cdmara, se desprende la cinta adhesiva del carro
vy sc sumerge ste con el gel en la cdmara de modo que quede completamente cublerto por
TBE. Una mucstra de aproximadamente 300 ng de DNA, cortado con enzimas de restriccion,
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aforada a 10,.1 con TE y mezclada con 24 de colorante se introduce en cada pocillo del
gel con punta y pipeta de precision. Inmediatamente se conectan lov, cables, se enciende la
fuente de poder y se regula para correr T clectroforesis a 70 'V, fa muestra migrard bacia
¢l polo positivo (+). Cuando sale el primer colorante s¢ baja el voltaje hasta 0 'V y sc desconecta
Ia clmara. Se saca el gel con guantes, se coloca en ¢l transiluminador y se observa con luz
ultravioleta,

Preparacion de bolsas de didlisis y dializado

Sc usaron membranas de didlisis Spectrapore de hasta 12 ¥Du de exclusion de 172
pulgada; se cortaron cn fragmentos de 10 cm, se colocaron ¢n 500 mi de una solucion de
bicarbonato de sodio al 2% y EDTA 1 mM, sc dejaron ¢n cbullicién 10 minutos. Se enjuagaron
ysc trataron a cbullicién 10 minutos cn agua bidestilada, después se colocaron en agua bidestilada
estéril y sc almacenaron a 4°C, Las pinzas para scllar las bolsas de didlisis sc lavan con agua
bidestilada y sc esterilizan.

Para colocar la muestra a dializar dentro de la bolsa se sella un extremo con pinzas,
s¢ coloca la muestra con pipelas Pasteur cstériles o con puntas y s¢ sclla ¢l otro cxtreme;
la bolsa con la muestra se coloca en un vaso de precipitado con un volumen de uno a dos
litros de solucion amortiguadora de didlisis, se deja cn agitacidon con barra magnética toda
la noche en cuarto frio (4°C). Todo el proceso se realiza utilizando pinzas, puntas, pipetas
Pastcur y guantes estériles en ¢l cuarto [rio, al igual que al recuperar la muestra ya dializada.

Purificacion Parcial de la RT del VIH-1

La purificacién parcial de I enzima se realizé de acuerdo con el método de Le
Grice {Le Grice ef al., 1987). Cultivos de 500ml de medio Luria, con ampiciling (100xg/mi)
y Kanamicina (25xg/ml), sc inoculan con la bacterin anteriormente descrita v se incuban a
37°Cen agitaci6n hasta alcanzar 1/2 de la fasc fog (cn este caso Agno==0.7), momento cn
el que sc les agrega IPTG a una concentracidn final de 400 g/ml y se incuban a 37°C durante
cuatro horas para inducir la transcripcién. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion
a 8,000 rpm 5 min a 20°C. Esta pastilla sc¢ resuspende en amortiguador de lisis a razén
de 2.5ml por g de bacterias, se le agrega lisozima a una concentracion final de Img/m! y
se incuba a 0°C durante 30 min. Sc le agrega Tritén X-1060 ¥ NaCl a cuncentraciones Gnales
de 0.1% y 1M respectivamente para completar fa lisis, E! lisado celular se centrifuga a 40,060
rpm y 4°C por 30 min; sc rescata el sobrenadante y se dializa durante toda una noche contra
amortiguador de didlisis. A cste dializado sc le agregan 0.3 volimenes de amortignader para
remocién de dcidos nucleicos , se incuba a 0°C 15 min y se centrifuga a 10,000rpm durante
15 min; ¢l DNA queda en la pastilla, sc rescata cl sobrenadante, La muestra libre de 4cidos
nucleicos se aplica a una columna de 4.5ml de DEAE-Sephacell que se equilibra y desarrolla
con ¢l amortiguador correspondiente a una iasa de flujo de dml/hora, Sc colectan fracciones
de 350 u] y se leen a 280nmn en el espectrofotémetro: las fracciones de flujo continvo que
contiencn proteina y presentan actividad enzimdtica de reverso transeriptasa s¢ mezelan y
s¢ concentran por didlisis con amortiguador concentrador toda la noche. En lu Figura 9 se
mucstra el diagrama de éste proceso.
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Figura 9. PROCESO DI PURIFICACION DE LA RT. Diagrama de! proceso de purificacidn parcial
de la reverso transcriptasa apartir de extractos de células inducidas de acuendo con ¢ mélodo de
Le Grice et al, 1987,



Electroforesis en gel de polizcrilamida

El proceso de electroforesis de muestras de proteina en gel de poliacrilamida bajo
condicioncs desnaturalizantes {presencia de dodecil sulfate de sodio o SDS) se realizé por
¢l método de Lacmmli (1970). En una cdmara de electroforesis de Hoefer Scientific Instruments
{HSI) se preparan los geles laminares de 16 om? y 1.5 mm dc espesor, a partic de ung solucion
de acrilamida 30 % ; cl gel separador se prepara al 125 7 de acrilamida, 20 % RGB con
05 ul/ml de TEMED y 1 xg/ml de persulfato de amonio ambos af final para polimerizar
la acrilamida. El gel concentrador donde se forman los carriles, se hizo al 13 % de acrilamida,
10.7 % SGB, TEMED 0.5xl/ml y persulfato de amonio Sug/ml. Todo ¢f proceso de preparacién,
mangjo y tincién de geles se realiza con guantes. Los vidrios de la cdmara catre los que
sc forma el gel deben estar totalmente secos y libres de polvo. Inmediatamente después de
vertir la soluci6n para el gel separador entre los vidrios se deposita cuidadosamente una capa
de aproximadamente 600l de SDS 0.1 %, una vez que polimeriza y sc forma ¢l gel sc tira
¢l SDS, s¢ lava la superficic del gel con agua bidestilada, se coloca ¢l peine formador de
carriles y se vierte cl gel concentrador; cuando polimeriza éste Gltimo se retira ¢l peine, s¢
lavan los carriles con agua bidestilada, y sc sccan antes de colocar tas muestras.

Se colocaron 100 al de muestra o una difucién de la misma aforada a 100 41 con
A25 cen un tubo eppendorf y se le agregaron 30 4} de solucién amortignadora de muestra,
ésta mezcla sc coleca en bano maria a cbullicion durante 3 minutos. Las mucstras asf tratadas
sc vierten en sus respectivos carsiles con sumo cuidado, evitando contaminacién catre cllos.
La clectroforesis sc corrié con soluci6n amortiguadora de corrida a 60 V durante 12 horas.

Tincién de geles de poliacrifamida

a) Tincién de Coamasic (Weber ef af,, 1972)

En cste proceso los geles se colocan en solucién de Coomasic durante dos horas
en agitacién orbital continua (60 rpm), después sc quita esta sohicion y se agrega solucion
desteiiidora 1 de una a dos horas, sc pasa a solucién destedidora H durante dos horas y
finalmente a metanol 50 %, siempre en agitacidn, hasta obtencr ¢l contraste deseado entre
el fondo y las bandas de protefna. Esta tinci6n sc aplict a los geles donde se corricron muestras
que contenfan cantidades relativamente altas de protefna.

b) Tincién con plata (Wray er al,, 1981)

Inicialmente se coloca el gel en metanol 50 70 co agitacién continua (60 rpm) de
2 a 20 horas, se Ie hacen dos lavados de 30 minutos en agitacién con agua bidestifada
se deja cn metanol 50 56 dos horas més. La solucién A sc vierle en un matraz, en agitacién
(con barra magnética) y sc se lc agregan gota a gota y despacio 4 ml de solucién B cuidando
que no se precipite la plata; una vez hecho esto se afora la solucion asf formada a 100 ml
con agua bidestilada. Sc lava ¢l gu! con agua bidestilada y se le agrega la soluci6n recién
aforada con la que permancce en agitacién (orbital} durante 20 minutos. Transcurrido este
tiempo s lava cl gel con agua bidestilada 5 minutos y se le agrega solucion reveladora preparada
al momento, se deja en agitacion hasta que aparezcan las bandas de protefna y cuando tienen
la intensidad deseada se fija la tincién parando la reaccién con icido acético 1 %. Los geles
s pucden destenir con cido nitrico 50 %. Esta tincién se utilizé para detectar cantidadces
muy pequedfias de proteina.
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Ensayos de uctividad enzimiitica de las RT's

a) Actividad enzimitica de la RT del VIH-1

Para detectar la actividad de la RT durante la purificacién se realizaron ensayos de
reverso Lranscripei6n, ¢s deeir sintesis de polidesoxirribonucledtidos sobre un molde de
polirribonuclestido. Como molde se utilizd poli(rC) 10sg/m}; oliga(dG)io Sx/ml, como cchador;
dGTP 5pM y {“"nPJd(;TP 1 4CH, como sustrate; ris-HCl 50 mM pH 8.0, DTT 5 mM, tritén
X-100 0.05 S%; otros reactivos (MgClz, NaCl, KCly a diversas concentraciones, como se indica
en las figuras; asf como de 1 a 44l de muestra de RT parcialmente purificada, todo en un
volumen final de 50 al. Paru los ensayos de replicacion, sintesis de un polirribonucledtido
sobre un molde de polirribonucledtido, se utilizaron los mismos reactivos cambiando el cofactor
por Ma* ™, agregado como MnCla, y ¢l sustrato por GTP y [ “YPJGTP a hs concentracioncs
usadas para ¢l otro sustrato. El ticmpo de incubacién a 37°C inicialmente fuc variable y posterior-
mente se fijo de acuerdo con los resultados obtenidos.

b) Actividad enzimitica dc la AMV-RT

Estos casayos s¢ realizaron en un volumen final de 50 ol de mezela compuesta por
los siguientes reactivos: tris-HCl 50 mM pH 8.3, DTT 1 mM, KCI 40 mM, poli(rC) 10ag/ml,
oligo(dG) Spg/ml, dGTP 5 My 1,Ci de [“3?PJAGTP (sustituyendo los dos Gltimos por GTP
5 uMypor 1 aCi de | q‘JZP]GTP, respectivamente cn los ensayos de replicacion); las con-
centraciones de MgCla y de MnCl; fucron variables como se indica en las figuras, a ésta
mezcla se le agregaron aproximadamente 2u de AMV-RT y sc incubd 10 minutos a 37°C
en todos los casos.

c) Deteccidn de la actividad enzimética

En todos los ensayos la reaccién se pard con 4 ul de EDTA 0.5 M y la mezcla se
virti6 en filtros DE-81 dejando que se absorbicra completamente, a tos filtros asf impregnados
se les aplicaron 3 lavados sucesivos de 5 minutos con solucién de lavado y dos lavados instantaneos
con ctanol; sc sccaron a 37°C y s colocaron en viales de vidrio con 3 ml de liguido de
centelleo. Los viales s¢ pasaron a un contador de centellco liquido, B-Mini Axi Beta 260
Tricarb 4000, para medirlos bajo un programa de deteccién de emisiones 8 por 2P durante
1 minuto cada uno; para determinar el nimero de cuentas de fondo se utilizé en todos los
experimentos un filtro sin muestra dentro de un vial con 3 ml de liquido de centelleo.

d) Determinacion de la incorporacion de substrato

Para calcular la cquivalencia en pmol de las cuentas por minute detectadas se utilizaron
los siguientes datos y ecuaciones:

1Ci = 37X 10" desintegraciones por segundo (dps), luego

1pCi = 37X 10* dps, es decir

1aCi = 22X 108 cpm (a) y ¢sta cs la radioactividad que sc utiliza ¢n cada cnsayo.
En 50! de mezcla de reaccién hay 250 pmol de sustrato {ya que la concentraci6e final es
5 pM), asi que 250 pmol = 222 X 10° cpm, de la ecuacion (a), y entonces se licne que
1 pmol = 8380 cpm.,



RESULTADOS
I REVERSO TRANSURIPTASA DEL ViH-1

Extraccion del plasmido

Antes de proceder o la purificacion de la RT se realizaron extracciones de plasmido
para conflirmar su estructura mediante algunos cortes con enzimas de restriceion por un lado,
y por otro para disponer de plasmido para transformar bacterias. En la primera extraccién
s obtuvicron 15Gd de solucion de DNA de plasmido en TE a una concentracion de L39ug/ul,
en la segunda se obtuvo el mismo volumen pero con una concentracion de 1.61agul. Este
DNA plasmidico se utilizé para hacer cortes con enzimas de restriccion ensayando con Eco
RI 'y Xho I, ¢n la Figura 10 sc aprecia ¢l resultado de estos cortes en una clectroforesis en
gel de agarosa, cl peso molecular de los fragmentos obtenidos corresponde al tamaito que
se esperaria a partir del mapa de la Figura 7. Estos resultados confirmaron la estructurn
de pRT/CG por lo cual se procedié entonces a la purilicacion parcial de la RT.

pb
(x 1000}

Figura 10. CORTT DEL PLASMIDO CON ENZIMAS DE RESTRICCION, Carnil 1, marcor
de peso molecular (genoma del fago lambda cortado con Hind 11 2, pRTVCG cortade con Feo
RI resultando dos fragmentos de aproximadamente 3.2 y 2.8 Kilobases; 3 pR1YCG contado con
Xhol produce ¢t plasmido lincarizado de aproximadamente o Kilobascs.

Purificacion parcial de la RT del ViH-1

Se siguio el método de Le Grice y colaboradores (1987), particndo siempre de cultivos
de 500 mf de bacterias. Aungue se realizo en varias veasiones s6lo se mucstran, para alpunas
fases, los resultados de una de fas purificaciones. Debido a que la RT se obtuve a partir
de un vehiculo de expresion (ver Materiales y Métodos) se aplicaron algunos de los pasos
de purificacion a cultivos bacterianos no inducidos con 1IPTG.
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El procesy de purificacion parcial se analivé mediante clectroforesis en gel de
poliacrilamida cn condiciones desnaturalizantes (presencia de dodecit sulfato de sodio; SDS-
PAGE, por sus siglas en inglés) como se muestra en la Figura 11, donde cs clara la presencia
de una banda muy intensa de proteina de 64 kDa solo en los carriles correspondientes a
cultivos bacterianos inducidos, ésta banda es precisamente fa RT del VIH-1y csté totalmente
ausente de los carriles de cultivos no inducidos.

Figura 1LANALISIS DIl PROCESO DE PURIFICACION POR SDS-PAGE. Electroforesis en
gel de poliacrilamida de las muestras cn los pasos de purificacion: ¢l gel se tind con Coomasie.
Carril M, marcadores de peso molecular. Carriles 1 a 3 a partir de célutas no inducidas; carnles
4 a9, a partir de células inducidas. 1, extracto celular; 2, extracto celular dializado; 3, extraco celular
dializado y sin dcidos nucleicos; 4, extracto cctular; 5, extracto cefular dializado; 6, extracto velufar
dializado sin dcido nucleico; 7, fraccién que cluye de la columaa cromatogrifica @ 25 mM de NaCl
8, fraccidn que eluye de la misma columaa a 200 mM de NaCl y 9, lracciones ded pico de 25
mM de NaCi mezcladas y concentradas,

Al analizar fa cromatografia de intercambio idnico en DEAE-Sephacell, se abtuvieron
dos picos principales de proteina cuando se midio fa absorbencia de las fracciones o 280
nm en ¢l espectrofotdmetio; de Estos sdlo of primero, que cluye a 25 mM de NaClL presento
actividad de RT (Figura 12),

Un andlisis de o activadad enzimitica, de reverso transeripeion, de las fases de dicho
proceso realizado tanto a partir de células inducidas como no inducidas aparcee en la Tabla
6y en la Figura 13, Es notable ¢l aumento de actividad a través de la purificacion para ¢l
primer caso, donde se alcanza un maximo en las [racciones que cluyen a 25 mM de NaCl
de la columna de DEAE-Scphacell (intercambio ionico), ¢n tanto que las fracciones cluidas
a 200 mM de NaCl practicamente no presentan actividad; por contraste cuando se usaron
ctlulas no inducidas no se observo lal aumento de actividad, adn cuando parcee existir una
actividad basal extremadamente baja.

Debido a que se utilizd Tritdn X- 104 durante la purificacion, no fud posible cuantificar
la protefna obtenida ni caleular el nimero de unidudes de actividad enzimética. La actividad
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Figura 12, CROMATOGRAFIA DI INTERCAMBIO TONICO. La columna de DEAE-Sephacell
sc desarrolld con solucidn amortiguadora de clucidn 4 25 mM de NaCly una ves que sadi e primer
pieo se eluyd con Ja misma solecion a 200 mM Je NaClycomo se indica. Se midio la absarbencia
de las fracoones ¢ 280 nm (( § ) y W actividad de feverso transcriptasa de las mismis (*—). Para

Jos ensayos de actividad se¢ vsaron 10 ub de cada fraceidn, MgCly 10mM y KCH 120 mM.

) - Inducidas No Inducidas
Fase de purificacion Detecein (cpm)  dGTP IncorporadoDeteccion {epm)  dGTP Incorporado
{pmald. . o N
Extructpo crudo [ERE 14 0.3
Lxtracto dializado $4,372 9.5 2
Extracto dialsfac. nucleicos 124,184 13.9 0.3
Fraccion que cluye a 25 mM de NaCt 309017 372 - -
Fraccion que chuye a 200 mM de Na(l 2,521 0.3 - -

Tubluh. Actividad de Tas muestras en la fases de purificacidn. Se muestran fos resultados para extraccion
apartir de células inducidas y apartie de células no inducidas como se indica. Tl blanco registrado
fué de 93 cpm.
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Figura 13. ACTIVIDAD DE RYT EN LAS FASES DE PURIFICACION. Apartir del cultivo de
célutas inducidas (n); a partir de cultivos de células no inducidas (¢). A, extracto crude; B, extracto
dializado; C, extracto dializado sin dcidos nucleicos; 1, fraccion de la columna que cluye a 25 mM
de NaCl y E fraccién que cluye a 200 mM de NaCl de lu misma col vrana. S¢ usaron Sul de muestra
de cada fase, MgCi2 5 mM y 30 minutos de incubacidn en cada ensayo.

_Muestra . VYolmen final (1) Deteceidn. (g j)________i.lil‘1111.1m‘.nrpumm:" (.

El 350 25077 kb
Ii2a 250 96,724 10.95

i2b 180 132,501 14,92

12¢ 150 134,243 15.12

B2 230 G572 596

13a 165 198,174 22.22

E3b 300 99467 11.20

Tabla 7. Actividad de las mucstras oblenidas en tres extracciones. Bl ndmero de las nlucstras se
reficre a la extraccion y Ia letra mindscula a la mucstra particular. Il ensayo se realizéd utilizando
las condiciones éptimas para actividad de R y 4 ul de mucstra en cada cuso.

30

2

dGTP Incorporede (pmol)

Muesira Enzimatica

Figura 14. ACTIVINAD DI RT DE LAS MUESTRAS OBTENIDAS EN 3 EXTRACCIONES.
) ensayo se hizé en condiciones Gptimas para actividad de RTcomo se describe en fa Tabla 7.Los
letreros son igual que en la Tubla 7.
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Condiciones dptimas de actividad enzimdtica de la RT

a) Tiempo y concentracion de enzima

Las condiciones 6ptimas de ensayo de la RT reportadas hasta akora son variables
(Lc¢ Grice et al, 1987, Lewthardt y Le Grice, 1988; Cheng ot al,, 1987, Larder e af, 1987),
por lo que sc decidio delerminar fas condiciones 6plimas a usarse durante ¢stos ensayos.
Inicialmente se reatizaron ensayos de cinética enzimética para determinar eltiempo de incubacion
mds adecuado, como se indica cn la Tabli 8 v en la Figura 15 resulté ser de 30 minutos,
ticmpo de incubacion gue se usd en los ensayos subsceuentes. Se encontrod que fa RT es
incapaz de polimerizar nucleotidos en auseneia de molde (Tabla 9), a diferencia de o que
ocurre con otras polimerasas (Chambrlin, 1982). El resultado de cnsayos a diversas con-
centraciones de enzima aparece eo la Tabla 10 y en Ja Figura 16,

b) Concentracién 6ptima de MgCly, NaCl y KCI

La determinacion de la concentracion 6ptima de [Mg™ ¥] se realizd en presencia
de NaCl ya que ésta sal ha sido utilizada a diversas concentraciones por ¢l mismo conjunto
de autores (Le Grice ef al, 1987; Leuthardt y Le Grice, 1988). Si bien no se hizo una curva
completa de NaCl, se usaron las concentraciones reportadas que son 2 mM v 50 mM respec.
tivamente, y como s¢ ve en la Figura 17 y en fa Tabla 11, ¢l mcjor resultado se obtuvo a
2 mM de NaCl en combinacién con § mM de MgCly que fué ¢} 6ptimo para éste colactor
de fa polimerasa. Habiendo encontrado las concentraciones 6ptimas de los reactivos anteriores
se procedié a realizar ensayos a diversas concentraciones de KCl ya que sc ha visto que
¢s necesario para la actividad de otras RT's (Manialis et ¢d, 1982; Larder ot al., 1987); sin
embargo, como mucstran la Figura 18 y la Tabla 12, sc cacontrd que la mejor actividad se
obticne en ausencia total de KCI, por o cual éste compuesto no se utilizé ¢n ensayos posteriores,
Finalmente, sc realizd un cnsayo de cinética cnzimitica bajo las condiciones Gptimas (Tabla
13y Figura 19} que serviria como punto de comparacion para ensayos posteriores. Las condiciones
Opiimas de actividad enzimdtica de 1o RT se muestran en la Tabla 14,

El 2
t de incubacién a  Deteccidn (cpm)  dGTY Incorporado Deteceidn (cpmi) dCVTP Incorporado
1P (minutosy (pmot) {pmol)
0 0 0 0 0
§ 2,980 33 2,33 26
10 4631 52 4238 438
15 6,(H5 68 5306 6.0
30 9,045 102 1737 R7
60 8,679 28 6,926 78

‘Fabla 8. Cinética Fnzimdtica. Actividad de reverso transeriptasa durante un cxperimento de cinética;
a diferencia del restro de los experimentos aqul sc utilizd una concentracién de S0uM de substrato,
por 1o que 1 pmoi=880 cpm. B! blanco fué de 199 cpm.

_Eniimaﬁ__.&iimwunmhgdﬁn‘(mm“nmcm%me_ﬂG ﬂ:]menmmximt%mnn_.

+ + 30 224577 25.29

+ - 30 1,072 0.12
- L+ £ 761 008
Tabla 9. Actividad de RT en ausencia de moide, El ¢nsayo se realizd utitizando 4 ul de El para
cada tubo y cn condiciones optimas para actividad de RT.
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Figura 15. CINETICA ENZIMATICA DE ACTIVIDAD DE RT. Se usaron 4 al de mucstra con-
centrada de la primera extraccién y 2wl de la scgunda extraccidn, las concentraciones de MgClz
y de XCl fueron 10 mM y 120 mM respectivamiente en ¢l ensayo

I ) B._2b E b
Cantidad de Deteccién dGTP Incor. Deteccidn dGTP Incor- Detectidn dGT?P Incor-

-mucstgx_ad)-_mpgl-)—mmdnalpmnl)——imgllw—-mmdoa@moan—Lc%m)—*pmdna(pmn!)-

05 127,788 14.0 119,620 132 17,595 1.6
10 168,513 185 126,085 14.0 9977 4.2
15 182,598 202 134,003 148 32,711 34
20 - 193,533 21.4 129,719 143 67601 73

235 126,646 2

12,447 X 13. 5.2 8.
Tabla 10. Actividad de RT a diversas concentraciones de enzimas. En el ensayo s¢ utilizé una muestra
dc cada extraccién. El blanco fué de 3,356 cpm.

2t 1
e
0
5
i/
510
§ —
' /\/
rd ;
uD as 2 re ¥

1 18
Connicied au evestra (10

Figura 16. ACITVIDAD DE RT A DIVERSAS CONCENTRACIONES DI ENZIMA.Muestra
de enzima E1 (=), 22b {¢) y E3b (#). En cl cnsayo se wilizaron condiciones Sptimas,
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Na{12 mM NaCl 50 mM
Concentracidn de MgCh Deteccisn (cpm)  dGTP Incorporado  Deteccidn (cpm)  SGTP Incorporado

(mM) (pmof)l . fpmaly

0 9X) 0 37 0

i 1.031 [ 623 0

2 1,017 0 9,923 i

3 6,636 0.6 21672 23

s 60,534 67 23513 2.6

8 42,566 4.7 26,406 29

10 22,797 24 29,259 3.2

12 17375 i8 41,944 4.6

6 196 5.6

15 15430 1 50,
Tabla 11. Concentracion 6ptima de MpCh y NuCl Actividad enzimdtica Je RT a diversos con-
centraciones de cloruro de magnesio, utilizando sole dos concentraciones diferentes de NaCl. El
blanco, como se ve, fue de 990 cpm y de 367 cpm respectivamente.

’ |
8r S0ma Wali
34l \ -
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o
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obd A .

0 2 4 6 [ 10 12 W 18
Concentracién de MgCly (mM)

Figura 17. CONCENTRACION OPTIMA DE MgClz Para encontrar la concentracidn ¢ptima de
MgClr se hicieron ensayos ¢n presenciz de NaCl 50 mM (Q) ¢ en presencia de NaCl 2mM ).
Se usaron 2 4t de enzima en cada ensayo y KCi 120 mM.

__CnummdmojLKCumML____Dnmnﬁdmupmjw_.,__dmummnmdupmml_

89474 10
10 54078 6.1
20 59,664 6.7
50 50213 56
80 45,303 5.1
100 30,676 34
120 40,863 36
140 33,706 38
160 25,182 28
180 13010 14
200 10,266 11

Tabla 12, Concentracién dptima de KCI. Actividad de rverso transcriptasa a diversas concentraciones
de KCl.
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Figura 18. CONCENTRACION OPTTMA DE KCl. En estos ¢nsayos se uiilizd una concentracidn
de MgClz SmM y de NaCl 2mM de acuerdo con los resultados oblenidos previamente; asf como
30 min. de incubacién a 37°C .

0 0 0
s 395m 48
10 86,767 9.8
15 123878 139

30 145314 164
Tabla 13. Cinética enzimdtica en condiciones Sptimas. Actividad de reverso transcriptasa en en un
cnsayo de cinética enzimdtica realizado utitizando las condiciones Gptimas encontradas para esta
actividad.

¢ & m0MW m % W M
Tewpo de ovbacion {min)

Figura 19. CINETICA EN CONDICIONES OPTIMAS. Sc utitizaron las condiciones Sptimas para
actividad de RT (Tabla 14), asf como 1 x} de EI
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MgCl2z 3 mM E
KCI 6 mM !
NaCl 2 mM |
pli

Tabla 14. Condiciones Gptimas para actividad de RT. Se enlistan las condiciones optimas pars la
actividad dc reverso transcoptasz de Ja RT det VIFE-1 determindas a o largo de este trabajo.

Caracterizacion de sy actividad de replicasa

La recuperacion de actividad de replicasa se consiguio provocando pérdida de
especificidad en fa RT mediante la sustitucién de cofactor nawral Mg™ ' por Ma™ ", de
modo que ja cnzima fué capaz de utilizar ribonucleotidos cn lugar de desoxirribonucledtidos
como sustratos.

Se encontr6 que la RT cs capaz de incorporar ribonucledtidos avin en presencia de
su cofactor natural Mg *; no obstante, en presencia de Ma* ¥ 1 incerporacidn de dichos
sustratos fué mucho mayor como se aprecia cn la Tabla 15y ¢n la Figura 20, En otro experimento
realizado con una muecstra enzimdtica de alta actividad sc encontrd una actividad de replicasa
mucho mayor; asf, ¢l méximo de actividad de replicasa que ¢s 7.5 pmol de GTP incorporado
(Tabla 16, Figura 21), corresponde a aproximadamente o} 45 % del maximo obtenido en actividad
de RT que fué 152 pmol de dGTP incorporado (Tabla 13 y Figura 19} con o misma mucstra
enzimitica (14l de E1). Las condiciones para actividad de replicasa de la RT di VIH-1 aparecen
en la Tabla 17; en la Tabla 18 s¢ comparan las condiciones para actividad de transeripeidn
inversa y de replicasa para esta enzima. La alta actividad de replicasa obtenida con muestras
de RT parcialmente purificada condujo a la realizacion de experimentos similares con una
RT pura, homogénca. Para conscguir €ste propdsito se utilizé it AMV-RT adquirida en SIGMA;
los resultados de exparimentos con £sta enzima se describen a coatinuacion.

.4 e

AMa n

Concentracion de Deteccion (cpm) GIT Incorporada Detecién (cpm) GTP INcorporada
Cafactor (mii) {pmal)

] 0 0 q 0

i 11,270 0.9 0 0

3 15,855 14 1,450 0

3 21,011 2 1.551 1}

8 15,653 14 251 9.1

10 10,228 08 1,769 004

12 0468 0.7 1724 0.03

“abla 15, Actividad de replicasa en presc ncia de miangdneso y en presencia de magaesio, actividad
enzimdtica de replicass 1anto ea presencia de manganeso come en presencia de magnesio i actividad
‘mids aha de seplicasa se Ja en presencia de manguneso. Se utilizd wea muestra de KT del VITEL
de baja actividad.

..Cnmmmdémgm&dn._‘ TNy Defercion (cpm)_ R GTe ’_lnmqaﬂ:;xda.(;mma!,\__~

1 40,244 43
2 60129 66
5 61,170 6.7
& 67,820 75
0y 55,315 ¢
12 44,421 48
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15 27,672
Tabla 16. Actividad éptima de replicasa. Actividad de replicasa mds ala encontrada con una mucstra
de ala actividad enzimdtica (E1).



ooy
PR St I
LI ] " s W = 0w
Concentracitn 6 Cotastor (mid)

Figura 20, ACTIVIDAD DE REPLICASA DE LA RT DEL VIH-! EN PRESENCIA DE MgCiz
Y DE MnCl2. Para estos ensayos se utilizé GTP como substrato y MnClz (v} 6 MgClz (0) como
colactor a diversas concentraciones como s¢ indica. S2 usd 1, de enzima de 1a segunda extraccibn
(baja actividad), 30 minutos de incubacidn y sin KCL S¢ aprecia actividad de RNA polimerasa RNA
dependiente mds alta en presencia de MnCl2

GTP Incorporado {pmol}

P VO : 1 ;
4 6 8 10 12 4 18
Concentracion de MnCly (mM)

Figura 21. ACTIVIDAD OPTIMA DE REPLICASA. Sc usé 1 4 de enzima (F1), 30 minutos de
incubacidn y sin KCI, es decir condiciones 6ptimns pam actividad de replicasa.
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MnClz 5 mM
KCi 0 mM
NaCl 2 mM
nil a0

Tabla 17, Condiciones Sptimas para actividad de replicas de la RT del VIH-1. Condicionss d¢ ensaye

para actividad enzimdtica con

iag que sz encontrd 1a actividad de replicass mds alta.

Reverso RNA Replicasa
Transcriptusa
pH 8.0 8.0
MgCl2 5 mM -
MnCl2 - 5 mM
NaCl 2 mM 2 mM
KCl O mM._ 0 mM

Tabla 18. Comparacién de las condiciones éptimas de ensayo para aclividad transeriptasa y de replicasa
de la RT del VIH-1. En realidad sélo dificren cn que para un caso s¢ utilizd magnesio y para
el otro manganeso como cofactor.

I REVERSO TRANSCRIPTASA DEL AMV
Caractererizacifn de su actividad de replicasa

Todos los cnsayos con AMV-RT sc realizaron utilizando las concentraciones recomen-
dadas por et proveedor (ver Materiales y Métodos), excepto para ¢l MgCla, Se analizé su
actividad de reverso transcriptasa lanto en presencia de Mg™ + como de Mot ¥ en presencia
de ¢éste altimo cofactor ¢s capaz de incorporar desoxirribonucle6tidos a una tasa muy baja
como muestran la Tabla 19 y la Figura 22.

9GTP Incorporada (pmold
-

e
3

8 3 4 4 1 W u N
Concencisckn de solsctor brid)

"

Figura 22.ACITVIDAD DE REVERSO TRANSCRIPCION DE LA AMV-RT EN PRESENCIA
DE MgCh: Y DE MnCla. En estos ensayos se usaron las condiciones recomendadas par ¢l proveedor
(ver materiales y métodos) exepto cofactor:Mg* ¥ para el primer caso (s) y Ma** para el segundo

©)-
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¥

Concentracién de Mg T Mn

colactor llm\(\
0 é)nucdén_L:pm)_ﬂﬁiﬂquxlmdo 1] 0 {pmal). ..ODr.umﬁn_(:pmx OAOG_I' P INeorperado (pmol)
3 62,701 6.7 8,264 06
5 9,105 105 0 00
10 81269 9.1 0 0.0
15 59,017 63 0 00

Tabla 19. Actividad de reverso transcriptasa de la RT del AMV tanto en presencia de manganeso
como de magnesio; en ambos casos hay actividad, pero cn preseacis de Mn** es muy baja.

Concentracién de Ma'' Mgt
Cofactor (mM)

Deteccidn {cpm)  GTP Incorporado Deteccidn (cpm) GTP Incorporado

{pmal) (pmal)
0 0.0 0 0.0
1 39,141 39 7495 0.7
2 12,60} 09 9572 09
3 7,256 03 9,111 0.9
3 5,489 0.1 9482 0.9
8 5556 0.1 9428 0.9
10 10.752 0.7 6,809 0.6
12 5,256 0.4 8,200 0.8
15 7671 01 7,034 0.6

Tabla 20. Actividad de replicasa de Ja RT del AMV. [sta reverso transcniptasa incorpora ribonucledtidos
tanto en presencia de manganeso como en presencia de magnesio, aunque en €ste Hltimo caso lo
hace en un porcenlaje muy bajo pero significativo.

Posteriormente se hicieron ensayos para analizar su actividad de replicasa en presencia
de los dos cofactores anteriormente citados; las curvas de actividad se mucstran cn la Figura
23, donde es claro que puede incorporar ribonucle6tidos en presencia de cualguiera de los
cofactores, aunque lo hace con mayor cficiencia cn presencia de Mn* ¥ (Tabla 20).
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-

QTP ncorporsdo (pmel)
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Concentzacion da oalactor {mhd}

0 ®

Figura 23. ACTIVIDAD DE REPLICASA DE LA AMV-RT.El ensayo se realizé tanto en presencia
de Ma** (2) como en presencia de Mg** (0), utilizando 10 minutos de incubaciuda a 37°C y
GTP como substrato en sustitucion de dGTP.
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Concentrmcion de Sor © () Derecsidn_(epm) I lecorporade (pooly

64,110 "0
1 30,921 33
2 7,676 0.7
3 3914 0.3
4 3,700 02
3 4,220 0.3
10 5,65 0.4

Tabla 21. Efecto del manganeso sobre fa actividad de reverso transcriptasa de la R det AMY.
Se mantuvo una concentracidn dptima de magnesio para asctividad dereverso transcriptasa en todo
cl ensayo; ademds sc agregd mangancso a lus concentracionss indicadas. tis notable que a 1 mM
de manganeso hay ya una inhibicdn del S07¢ de ta actividad de reverso transeriptasa.

_Cmmmcmmmu__w_Dﬂnﬁﬁgx}zimﬂmmﬂilm: rade (panol) .

27,459
19,567
26,673
15,644
16,085

P
W WII SO

Snswu—o

Tabla 22. Efecto del magnesio sobre la actividad de repliczsa de la RT del AMV. Se mantuvo
la concentracién Sptima de manganeso para fa actividay de replicasa en todo cf ensayo; ademis
sc agregd magnesio a las concentraciones indicadas. La presencia de magnesio cleva la actividad
dc replicasa, ¢s decir, acifa cooperativamente con el mangancso para esta actividad.

Se midi6é también ¢l efecto de la interaccion de ambos cofaclores con la enzima,
aplicando Mn* * a diversas concentracioncs y mantenicndo la concentracion 6ptima de Mg* *,
para actividad de reverso transcriptass; para actividad de replicasa se mantuvo constante la
concentracion optima de Ma* ™ y se vari6 la concentracién de Mg ™ ¥ en ¢l mismo ensayo,
Los resultados aparccen en las Tablas 21 y 22, asf como en las Figuras 24 y 25. ElMn ™+
juega un papel inhibitorio para la aclividad de reverso transcriptasa, micntras que el Mg* *
actda cooperativamente con ¢l Ma™ % cn ¢l intervalo de 1 a 5 mM, clevando a actividad
de replicasa. En la Figura 26 sc mucstra una comparacion de las curvas de actividad de
transcripcion inversa con la de actividad de replicasa; la actividad de replicasa en este caso
corresponde al 309% de la actividad de RT de la enzima (Tabla 23). Las condiciones para
las dos actividades eazimdticas de la AMV-RT aparecen cn la Tabla 24.

Actividad da RT Artividad de Renlicasa

Concetracion de Detecibn (cpm) dGTP incorporada Dsteccidn (cpm) “TP Incorporado
cofactor (mM) {pmal} {pmnl)

0 [ 0 0 0

1 71,690 77 39,111 39

2 82,456 89 12,603 0.9

3 56,733 6.0 7,256 03

5 64,7138 6.0 5,489 0.1

8 54,976 58 5,556 0.1

10 53,624 5.7 10,752 0.7

12 41,731 51 5,256 G.1

15 41,407 14 7,67 0.4

‘Tabla 23. Actividad de reverso transcriplasa vs actividad de replicasa de In RT det AMV. En cada
cnsayo s¢ usé ¢l cofactor y ¢f substrato correspondiente para cada actividad, ¢s decin magnesio
y dGTP para la actividad de reverso transeriptasa; manganeso y GTP para actividad de replicasa.
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Figura 24. EFECTO DEL Mn** SOBRE LA ACTIVIDAD DE REVERSO TRANSCRIPTASA
DE LA AMV.RT. E! ensayo sc reslizé utilizando la concentracibn &ptima de Mg** encontrada
previamente (SmM) en todos los tubos ¥ variando la concentracién de Mn** como se indica, Se
usé una incubacidn de 10 minutos a 37°C.

pH 83 83
MgCl2 2 a5 mM -
MnCl2 - 1 mM

KCl1 40 mM 40 mM

Tabla 24, Comparacién de las condiciones Sptimas de ensayo para actividad enzimdtica de reverso
transcriptasa y de replicasa de la RT del AMV.

GTP Incorporado (pmal)
-

L] E 3 . L] L) ©
Concentracisn de Mgee (mbd)

Figura 25.EFECTO DEL Mg*' SOBRE LA ACTIVIDAD DE REPLICASA DE LA AM-RT.
el ensayo se realizé a la concentracién éptima de Mn* " previamente encontrada (1 mM)) para
actividad de replicasa y variando 1a concentracidn de Mg** como se indica. Los tubos se incubaron
10 minutos a 37°C
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Figura 26 ACITVIDAD DE RT VS ACTIVIDAD DE REPLICASA DE LA AMV-RT. Se¢ usaron
las mismas condiciones para ambos ensayos (ver Materiales y Métodos) exepto el cofactor (Mg**
[ Mn“) y cl substrato (GTP 6 dGTP) como se indica en cada caso.




DISCUSION

LA ACTIVIDAD DE REVERSO TRANSCRIFTASA

La actividad de transcripeion inversa recuperada de los extractos celulares mediante
ta purificacién parcial se deben a la RT codificada ¢n el plismido ¥ no a la preseacia de
una posible RT celular bacteriana, Se¢ ha demostrado (Yee e al, 1934) que Ia cepa de E.
coli K-12 de donde provicae p{DMI.1] carcee completamente de RT's celulares mediante cnsayos
de actividad de RT y a través de la bisqueda de moléculas similares al msDNA (DNA producido
por una RT celular). De hecho, ef marco de lectura abierta correspondicnic a unz RT se
ha encontrado solamente cn la cepa clinica de E. coéi B (Lampson e of,, 1989).

Debido a que hasta ahora no se ha reportado la exislencia de replicasas celulares
en bacterias, s seguro que 1z actividad de replicasa cocontrada en el producto de la purificacion
parcial s debe a la RT del VIH-1 codificada cn ¢! plasmida pRT/CG y no a la preseacia
de una replicasa cclular,

Por otro lado, aunque no existe un método diagnstico para identificar a la RT (Verma,
1977), se ha desarrollado un ensayo donde se utiliza poli(rC) como molde y oligo(dG) como
ccbader (Gerard of al., 1976; Kiessling y Goulian 1976),quc ¢s cspecilico para muchas RT's
pero no para otras polimerasas. Debida a que las DNA polimerasas DINA-dependicntes son
incapaces de transcribir el complcjo poli(rC)-oligo{dG) (Geracd et al,, 1976), este se ha utilizado
para identificar la actividad de RT, y para analizar el efecto del Ma™ ¥ sobre Ta especificidad
de subsirato de las dos cozimas cstudiadas.

Las condiciones optimas de ensayo encontradas para la RT del VIH-1 parcialmeate
purificada dificren de las reportadas previameate (Le Grice et o/, 1987; Leuthardt y Le Grice,
1988; Cheng et al,, 1987; Larder ef al., 1987) como s¢ mucstra en la Tabla 14, Esto se¢ debe
posiblemente a que cn la muestra parcialmente purificada que s¢ utiliz6 se encucntran presentes
varios polipéptidos més de £. coli.

EL. MANGANESO Y LA INDUCCION DE ACTIVIDAD DE REPLICASA

Como se mencionG anteriormente el manganeso ¢s capaz de inducir pérdida de
especificidad en las polimerasas (Locb y Mildvan, 1981), cn este caso la incorporacién de
ribonuclettidos se debe a fa presencia de dicho colactor ya que los experimentos con ambas
enzimas se realizaron wtilizando las mismas condiciones para actividad de reverso transcriptasa
que para actividad de replicasa, excepto ¢l Mat* (ver Resultados, Tablas 18 y 24).

Se ha propuesto Ia cxistencia de varios mecardsmos pogibles mediante los que ¢l man-
gancso puede inducir pérdida ca la fidelidad de incorporacion en polimerasas (Locb y Zakour,
1980): 1) la alteracién cn la conformaci6n del substrato por la substitucién cn el sitio de
uni6n al substrato; 2) la alteracién en la conformactén de 1a cazdma debido a la unién del
metal en lugares diferentes al sitio activo catalitico (Slater et al, 1972), y 3} especificidad
alterada de la complementaricdad de las bases de! molde debido a la interaccién del Mot ™+
con dicho molde. Es posible que cn la pérdida de cspecificidad reportada en este trabajo,
que permite a las RT's iacorporar sibonucledtidos (y a otras polimerasas usar moldes
inespecificos), vsten involucrados mecanismos similares al 1) y 2); en particular, si el mecanismo
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responsable del cambio de especificidad es €l 2) esto implica que bastan unos pequeiios cambios
conformacionales, inducidos por 1a unin del manganeso (Figura 27), para cambiar de molde
y de substrato.

A Mg

tRNA cebodor RT Mg

L.an ﬁ/' PP

p--Mg

TIRREEER N

RNA gandmico de! retrovirus

3

Oligo(dG) H Mo

\ cebodor poly(G) \ /’Z" Mn PPi
5ITIIIIIIIII°P—M"/
HEERENRE AR

Molde : poly {C)

Figura 27. PAPEL DE LOS CATIONES METALICOS, (A) Actividad d¢ transcripeidn inversa
de las R virales estudiadas en la que requieren magnesio como cofactor. (B) Actividad de replicas
in vitro induc ida por Ia presencia de manganeso (modificado de Mildvan y Loceb, 1979).

Ello sugiere que en la cvolucion y diversificacion de las polimerasas los cambios
conformacionales han sido dc suma importancia en la adaptacion a nuevas combinaciones
molde-substrato; dichos cambios no han sido demasiado drdsticos, pues los resultados de este
trabajo muestran que s¢ pueden inducir fécilmente. Los cambios conformacionales que
produjeron nuevas polimerasas pudicron haberse gencrado mediante pocas mutaciones puntuales
{Lazcano et al, 1989), o bicn con la adicién de algunos amino4cidos més a la protelna cn
cuestion.
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LA ACTIVIDAD DE REPLICASA Y EL ORIGEN DE LAS RT's

Las RT's de! VIH-1 y del AMV presentaron una actividad de replicasa del 45% y
del 30%, respectivamente, de su actividad natural de transcripcién inversa. Esta actividad de
la RT puede interpretarse como una actividad vestigial, un remanente de la que presentaban
las protefpas que le dicron origen. La RNA polimerasa de E. coli también presenta actividad
de replicasa en presencia dec mangancso (Bicbricher y Orgel, 1973; Llaca e al., 1987).8in
embargo, la actividad de replicasa de las RT’s es mucho més alta, lo cual sugiere dos posibilidades:
1) laRNA polimerasa es demasiado compleja y muchas de las subunidades interfieren, abatiendo
la actividad de la subunidad B'(propucsta como Ia catalftica y la més antigua por Lazcano,
1986) , o bien 2) la RT es mds ccrcana evolutivamente a la replicasa ancestral y por esto
prescnta una actividad vestigial mucho més alta.

De cualquier modo, ¢l hecho de que las RT's actticn como replicasas es una cvidencia
de que este tipo enzimas lc dicron origen, pucs como ya vimos, cs posible que a la replicasa
ancestral se le agregaran algunos aminodcidos y se sustituyeran otros, provocando cambios
conformacionales en la enzima que permiticron utilizar substratos diferentes. Posiblemente
¢l efecto del manganeso en cstos cxperimentos sea precisamente ¢l de reverlir estos cambios
conformacionales, permitiendo la incorporacién de ribonucledtidos nucvamente, como lo hizo
la replicasa ancestral,

Las RT’s suelen estar formadas por un solo polipéptide; algunas estdn constituidas
por dos, en cuyo ¢aso son homdlogos y uno cs producto del procesamiento del otro (Verma,
1977; Varmus y Swanstrom, 1982}; cste hecho y su capacidad de statetizar un policribonucleétido
sobre un molde de RNA la convierte en un excelente modelo experimental de una de las
enzimas més importantes y antiguas que pudo haber surgido cn cuanto se establecié un sistema
primitivo de sintesis de protefnas. A estas dos propicdades hay que agregar ¢l hecho de que
las RT’s son las polimerasas que tienen la tasa de crror més alta,sugiriendo que cn su origen
los mecanismos que contribuyen a la fidelidad de las polimerasas adn no cstaban presentes,
situando asf su origen cn la etapa cvolutiva de transicién, de genomas de RNA a genomas
de DNA, arriba mencionada.

La presencia de actividad de replicasa tanto de la RNA polimerasa (Llaca e af,
1987) como de Ja RT's ¢s también un indicio de del ongen comiin de estas enzimas. Pero
si ambas surgicron a partir dc una replicasa ancestral cs necesario explicar como aparecen
nuevas subunidadcs cn las polimerasas, y por qué son scicccionadas a favor. Si nos referimos
solamente al mecanismo de aparicion podemos pensar en la amplificacion génica y usociacion
delos polipéptidos resultantes, ya que las subunidades de una reverso transeriptasa con frecuencia
presentan afto porcentaje de similitud entre sf (Varmus y Swanstrom, 1982). En cuanto a las
razoncs que provocaron la permanencia de estas proteinas multiméricas, s posible que hayan
conferido mayor estabilidad a los complejos enzima-molde; asf, por ejemplo, las dos subunidades
de las RT's de los retrovirus del grupo dc sarcoma-leukosis de aves ticnen funciones distintas:
la ticne actividad catalitica y la 8 no. Sin cmbargo ¢l complcjo 8 tiene mayor estabilidad
térmica en presencia de molde que la subunidad  por sf misma unida al molde (Verma, 1977,
Varmus y Swanstrom, 1982). Otra posibilidad es que las subunidades adicionales en cstas y
otras polimerasas sirvieran para el reconocimicnto de cierto tipo de sefales (como promotores,
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terminadores, sitios de origen de replicacién, entre otros) cuando aperece la puntuucitn y
la regulacién génica en las células.

LA ACTIVIDAD DE REPLICASA Y LA TRANSICION RNA-DNA

En condiciones 6ptimas para actividad de reverso transeriptasa (yue incluyen natural-
mentc 1a prescncia de magnesio) las RT7s utilizadas presentaron actividad de replicasa aunque
en una proporcién muy baja; ¢s decir, en condiciones naturales son capaces de incorporar
ribonucledtidos; ademés cn presencia de manganeso incorporan también desoxirribonucledtidos.

Estos hallazgos permiten predecis que en condiciones naturales las RT’s son capaces
de incorporar tanto desoxirribonuclebtidos como ribonucle6tidos (estos Gltimos con mucha
menor frecuencia) en la misma cadena. Es decir, las RT’s pueden sintetizar polinucle6tidos
mixtos (o ribo-desixirribo-polinucle6tidos) como los de 1a Figura 28.

S A} uoide : AKA
Prodeto: INA

B) Molde : DNA
Producto : DHA

- Products :ANA

D) Molde : RNA

Producto: Riba- desori -
rbo - polinucko! Ko

Figura 28. ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA RT. (A) actividad de DNA polimeraza RNA-

dependiente; (B) actividad dc DNA polimerasa DNA<dependiente; (C) actividad de RNA polime rasa

RNA-dependiente, cs decir de replicasa y (D) problable actividad donde sc incorporan tanto
ribonucledtidos coma desoxirribonucledtidos en la misma cadenz. A y 8 son actividades naturales,
C sc induce in vitro con manganeso y D, se predice su induccién in vitro con magnesio y manganeso
imultd te; problabl csta Gltima actividad ocurre también intracelularmente.

42




Existen al menos otras dos polimesrasas que forman esie Upo de polimoros in vitro;
la primasa de E. coli (Rowcn y Kornberg, 1978) y una DNA polimerasa (Berg et al., 1963).
Las implicaciones evolutivas de esta interpretacitn son inpotiantcs, ya que sugicren que durante
la transicion de RNA a DNA exsticron este tipo de polinuclesiidos mixtos donde en realidad
lo que se lransmitia con constancia eran las bases nitrogenadas debido a que la actividad
de polimerasa durante cse periodo ¢ra poco cspecifica.

En la Figura 28 aparceen las actividades que presenta la RT: DNA polimerasa RNA-
dependicate, DNA polimerasa DNA-dependiente y RNA polimerasa RNA-dependiente; asf
como la formacion de polinucleStidos mixtos que se predice. Es posible también que tenga
actividad de RNA polimerasa DNA-dependiente, es decir de transcriptasa, 1o que la harfa
una enzima ideal para ¢l peri6do de transicion, pues podria haber intervenido tanto en los
procesos de replicacion de la informacion como cn la transcripcion,

Asf, dc acucrdo con los resuliados presentados en cste trabajo una reconstruecion
de 1a ctapa de transicion RNA-DNA podrfa ser la siguiente: cuando apatece una ribonucledtido
reductasa, capaz de reducir ribonuclettidos dande como producto desoxirribonuclestidos, es
posible que la replicasa ancestral incorporase ambos indistintamente debido a su alta in-
especificidad (Figura 29).

Molde : RNA

Producto : Ribo -desoxirr ibo- pol inucledtido

Figura29. POSIBLE ACTIVIDAD DEPOLIMERASA DURANTE LATRANSICJONRNA — DNA.
Posible utilizacién ambigua de substratos por una polimerasa ancestral para formar b desoxi-
rribo-polinuciedtides, sobre un molde de RNA, DNA o bicn sobre un  polinuciedtido mezclado
producido por clla misma.

Al existir solo un tipo de nucle6tidos antes de la aparicién de la ribonuclestido reductasa
no cra necesario y por tanto no estaba presente un mecanismo que permitiera distinguir diversos
tipos de nucledtidos. Presumiblemente un proceso de amplificacién génica abri6 la posibilidad
de la especializacion de ambas copias de la enzima, una de las cuales se transformé cn especifica
para incorporar solameste ribonucleétidos (como antaio), y la otra adquirié especificidad
de substrato aceptando solamente desoxirribonucieotidos. Inicialmente ambas copias pudieron
haber utilizado como molde un RNA y posiblemente también los ribo-desoxirribo-polinucledtidos
de recicnte aparicion. Més tarde la que empez6 a incorporar solamente desoxirribonucledtidos
adquiri6 1a capacidad de utilizar como moldc, aparte de los RNAs y los hibridos mencionados,
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polimeros de desoxirribonucledtides, La descripeion de este Gitima ¢uzima corresponde 2 lo
que actualmente conocemos coma RT's, excepto porque usan como molde solo RNA'sy DNA
de una sola hebra, bajo condiciones naturales. Un esquema del posible proceso evolutivo de
los genomas celulares durante la transicion RNA-DNA aparece en fa Figura 30.

A

[V W W

Aparace uag HYomusischdo reduciaa

L replictaa dbcesitat Bema

W polimeros menlodos

i Amplijicazios gesics de la repi'caa
Bepiicasa [14
ANANANAAN NN\ Molscolas da DRA
AHA de uaa o0l habra

Actividod de DHA pollmeraia
DPHA-depradiante

N DHA da doble héllce

Figura 30, LA TRANSICION RNA —DNA. Posiblemente durante esta transicion cn ¢i Arqueano
existicron polimeros mezclados de una sola hebra. (debido a la aparicidn de la actividad de
ribonucledtido reductasz y a la consecvente biosintesis de Jesoxirribonucieftidos), como genomas
que antecedieron al DNA.

Este surgimiento de la especificidad pudo verse favorecido por un cambio del cofactor
metélico de manganeso a magnesio, pues posiblemente ¢l primer cofactor de polimerasas haya
sido el manganeso debido a su capacidad de actuar como cofactor cn Ja antopolimerizacion
de anslogos de mucleétidos més cficientemente que el magnesio {Vischer y Schwartz, 1989),
y a la inespecificidad que provoca. Asf, ¢l manganeso pudo haber antecedide al magnesio
como cofactor cn una ctapa ca la que la especificidad de las polimerasas no solo no era
irnportante, sino tal vez adn incxistente; si el magnesio fue capaz de contribuir a la especificidad
de cstas nuevas enzimas, cntonces se selecciond a favor, desplazando al mangancso, y gracias
a esto o encontramos como colactor de las polimerasas en todas los sistemas bioldgicos
replicativos contemporancos.

ACTIVIDAD DE REPLICASA Y GENOMAS VIRALES

Existen muchos reportes de Ia presencia de ribonucledtidos unidos covalentemente
a moléculas de DNA, como en los casos del DNA mitocondrial (Grossman et af, 1973), los
califagos T4 (Speyer et al., 1972) y T5 (Rosenkranz, 1973}, y cf virus de rinotraqueitis bovina
(Babiuk y Rouse, 1976). Por otra parte Chen y Temin (1980) encontraron ribonucledtidos
tanto en la hebra + como en la - del DNA del virus de la necrosis del bazo (SNV). Estos
hechos pucden ser explicados a luz de los resultados de este trabajo, pues demuestran que
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una RT normal ¢n presencia de su cofactor natural (el magncesio) pucde incorporar
ribonucle6tidos in vitro.

Asf, para el primier grupo mencionado es posible que Is presencia de ribonucledtidos
en cstos DNAs se deba a que incluso las DNA polfmerasas DNA-dependicntes tengan la
capacidad de incorporar algunos ribonucledtidos, aungue este efecto pucde ser aumentado
por DNA polimcrasas mutantes o bien por concentraciones muy altas de ribonucle6tidos en
1a vecindad del silio de polimerizacion (Lazeano et al., 1993), causadas a su ver, posiblemente,
por una disfuncion catalitica o regulatoria de las ribonuclestido reductasas. En el sepundo
caso, la cxplicacién es muy similar, debido a que las RT’s son enzimas mucho miés inespecificas
como o mucstran su elevada tasa de crror y fa posibilidad de inducir en ellas actividad de
replicasa. Por otro lado la actividad de RNA replicasa en presencia de magnesio llevada a
cabo por la RT de VIH-1 permite predecir la existencia de ribonucleftidos cn el DNA viral
de células humanas infectadas con cste virus , como los linfocitos T y los macr6fagos. La
importancia de esta prediccion reside en que mas alld de la tasa de crror de la RT que
genera mucha varabilidad en estos vicus (dificultando por tanto una respuesta inmunc cfectiva),
la capacidad de incorporar ribonucle6tidos pucde contribuir también a esta diversidad. Esta
propicdad podria volverse ca contra de los virus, ya que el enlace 3'-5 donde estd involucrada
fa ribosa es mucho mds 14bil, y si llega a ser muy alta la incorporacién de ribonucledtidos
intracelularmente, ¢l DNA viral scria répidamente degradado impidiendo su integracion al
genoma cclular; incidentalmente los fragmentos resultantes de este DNA degradado tendrfan
al menos un ribonucledtido, preferencialmente en el extremo 3' OH libre. Esto implica que
las RT's mutantes con una capacidad elevada de incorporar ribonucleétidos, deben seleccionarse
fuertemente cn contra. Lo anterior pucde ser una de las razones por las que la RT cs la
protcina més conscrvada evolutivamentc de todas las que codifican los retroides.

IMPLICACIONES DE LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE RT EN PRESENCIA
DE MANGANESO.

El anilisis del efecto de los cofactores simultdincamente sobre las actividades enziméticas
dela RT del AMYV, arroj6 resultados interesantes, Cuando se mantienc la concentracion 6ptima
de magnesio para la actividad de RT de Ia AMV y sc agregan ademis diversas conceatraciones
de manganeso hay un cfecto inhibitorio progresivo conforme aumenta la concentracion de
&ste dltimo cofactor; as, a una concentracion de ImM de manganeso hay ya una inhibicidn
del 50% de la actividad de RT. La cnorme similitud en estructura y funcionamicento de la
RT del VIH-1 con la RT del AMYV, s¢ manifiesta en el hecho de que ambas presentan un
alto porcentaje de actividad de replicasa y pueden incorporar ribosucledtidos en presencia
de manganeso; esta similitud implica que probablemente ¢l mangancso tiene el mismo efecto
inhibitorio sobre¢ la actividad de transcripcion inversa de la RT del VIH-1

Si esto ¢s asf,entoncees existe la posibilidad de interrumpir ¢l ciclo infectivo del VIH-3,
agente causal de! SIDA, mediante 1a inhibicion de la actividad de ta RT aplicando manganeso.
En una primera etapa experimental podrfa administrarse mangancse a células ea cultivo in-
fectadas con ¢l VIH-1; si este hallazgo se confirma para la RT del VIH-1, un firmaco basado
cn el manganeso, o bicn una dicta rica en ¢l mismo cati6n serfa de gran utilidad en la terapia
clfnica para enfermos de SIDA.
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EFECTO DEL MAGNESIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE REPLICASA

Cuando se¢ mantuvo la concentracion Optima de mangancso para sctividad de replicasa
y s¢ agreg6 magacsio simultdncamente, se observo una elevacion de esta actividad ca ¢! intervalo
de 1 a 5 mM de magnesio (ver Resultados); cste resultado confirma la observacion de que
en la replicacién de viroides por RNA polimerasas eucariontes la presencia de  manganeso
ademds dc magnesio parcce ser importante (Rackwitz ef al., 1981; Semanick y Harper, 1984).
Si s¢ picnsa nuevamente en las condiciones y caracteristicas de las células primitivas, este
resultado sugiere que al menos en alguna ctapa de la cvolucién de los genomas y de las
polimerasas celulares, la presencia de ambos cationes metélicos pudo haber clevado la eficiencia
de polimerizaci6n llevada a cabo por este tipo de cnzimas. Esto habria sido posible cuando
la especificidad de substrato cra inexistente ya que solo estaba presente un tipo de nucleétidos.
Asf, durante 1a evolucién de los catalizadores implicados en la replicacién de genomas pudo
haber existido una etapa en la que estaban presentes ambos cofactores (Figura 31).

Replicasa:
Riborima dependientie de Mn++

Ropliacasa:
Riboiima + Polipéptido como
cofaclor y establiizador

Dependisnts de Mn++

Repiicasa Proteinica Ancestral

/ \ dependiente do Mn++ y do Mg++ (?)

@

Ropllcasa T Un solo pollpépitdo
&gn l depnndienie de Mg++
@ @ RTs de varlas subunidades

RNA Pol dependlentes de Mg++

l

DNA poiimerasas DNA-dependisntes
(@) con Mg+t como cofaclor v
con actividad correctora

Figura 31. ORIGEN Y EVOLUCION DE POLIMERASAS. La pnmera polimerasa posiblemente
fué una ribozima con uetividad de RNA replicasa dependiente de mangancso. Posteriormente se
pudo haber agregado un polipéptido; mds tanfe &ste ditimo pasé a ser el componente fundamental,
si no, el inico. A través de sucesivas amplificaciones génicas y cambios conformacionales en los
que pudicron estar involucrados cationes metlicos, surgié una diversidad de polimerasas adaptadas
especificamente a las diversas combinaciones molde-substrato,
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DIVERSIDAD DE SUBSTRATOS Y ESPECIFICIDAD

Si, como sc menciond anteriormente, la aparicion de la RT y de las DNA polimerasas
en general dependié de la aparicion del substrato correspondiente, entonces es posible que
la especificidad de las polimerasas en su erigen solo dependicra de la abundancia del tipo
de nucledtidos y/o de moléculas andlogas presentes en la célula. Es deeir, ¢! surgimiento de
la actividad dc DNA polimerasa, independicntemente del malde sobre ¢l cual se realizara,
dependib solamente de la aparicion de vias biosintéticas que levaran a la formacién de
desoxirribonucle6tidos. Si generalizamos este argumento, podriamos decir que la evolucién
de la especificidad cn los catalizadores biolégicos ha dependido de, por lo menos: 1) del
tipo de catalizadores(desde cationes metdlicos, RNAs y proteinas); 2) la estructura sceundaria
, terciaria y cuaternaria; 3) la diversidad de substratos susceptibles de ser utilizados; 4) los
mecanismos de regulacidn que controlen la concentracion de dichos substratos en diversas
etapas del ciclo celular, y en diversos microambientes celulares; y 5) prescencia de cofactores
que contribuycron a aumcatar la especificidad y que, por tanto, fueron seleccionados a favor,
durante las primeras etapas de cvoluciba celular,

AMBIGGEDADES DE SUBSTRATO Y MOLDE DE DIVERSAS POLIMERASAS

Los resultados de este y otros trabajos (ver Tabla 5) muestran que cn realidad las
funciones de las polimerasas son inlercambiables cntre si, bajo ciertas condicionces; asf, una
DNA polimerasa DNA-dependicnte se pucde transformar en reverso transeriptasa, una RNA
polimerasa y una RT son capaces de funcionar como replicasas. Esta flexibilidad relativa en
cuanto a la utilizacién de varios moldes y substratos diferentes se puede interpretar como
una evidencia del origen comin de todas las polimerasas.

Si ¢l hallazgo de ribonucicotidos cn moléculas de DNA no sc debe a polimerasas
mutantes, sino a una incorporacién natural pero poco frecuente, esto implica que la especificidad
no es absoluta y que se desarrolia a la par de la evolucidn de las propias enzimas, tal como
lo ha propuesto Jensen (1976). En la diversificacion de las polimerasas, a cada cvento de
amplificacién génica pudo haber scguido un procese de adquisicion de especificidad por un
molde y un substrato nuevos, por parte de, al menos, una de las copias de la enzima ahora
existentes. Asl, los resultados de este trabajo con respecto a la especificidad, apoyan la idea
de que en un principio las cnzimas podian aceptar una variedad de substratos parecidos,
es decir tenfan gran ambigicdad de substrato, lo que ha permitido ¢l surgimicento de nuevas
enzimas con mayor especificidad y la consecuente diversificacion ded metabolismo celular (Jensen,
1976). En c! caso de las polimerasas esto pudo haber permilido, por un lado la evolucion
de las moléculas informativas, y por otro el surgimiento y cvolucién de los mecanismos de
transmisién de 1a informacién genética en las células.
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COMCLUSIONES

Por todo lo anterior se puede concluir que:

1) La RT es una enzimd cuyo origen puede situarse en ef Arqueano, durante
fa transicion RNA-DNA; las cvidencias que apoyan estr idea sos: a) una tasa de
crror més alta que otras polimerasas; b) una tasa de clongacion muy baja cn
comparacion con otras polimerasas; y ¢) preseata la actividad de replicasa mads alta,
quesc interpreta como vestigial, reportada para polimerasas ¢ inducida por manganceso.

2) Debido a su bajo peso molecular v a las tres propiedades citadas arriba,
Ia RT cesulta un excelente modelo experimental de la replicasa ancestral, es decir,
de la primera eazima proteinica que polimerizaba nucledtidos, ¥ que sustituyo en
sus funcioacs a las ribovimas y precedicado a su vez a las polimerasas contemporineas
altamente especificas, que surgicron a partir de dicha replicasa.

3) El hecho de que tanto la RT del VIH-1 como la del AMY wngan una
alta actividad de replicasa cn presencia de mangancso, ¢s un indicador mis de su
similitud ~u cstractura, asl como de su origen comin.

4) Ya que ¢l cambio de especificidud puede inducirse en otras polimerasas
(Tabla 5), estos resultados podrian extenderse a la tolalidad de las polimerasas actuales,
Io cual seria una evidencia mis del origen comin de este conjunto de enzimas.

5) La capacidad de as RT's para actuar como replicasas alin en presencia
de su cofactor natural implica que pasiblemente en condiciones intracelulares sintetiza
polimeros mezclados con ribonucledtidos y desosirribonucledtidos en Ja misma cadena.

6) Los ribonucledtidos encontrados cn genomas de DNA (virales y
mitocoadriales) han sido incorporados por sus propias RT’s o DNA polimerasas
DNA-dependientes; en el caso de los virus, que esto contribuye a su tasa de error,
pues los polimeros de esta clase son menos estables.

7) Durante la transicibn RNA-DNA se presentd una efapa intermedia (que
posiblemente desaparecié répidamente) en la que los genomas estuvieron formados
por ribo-desoxirribo-polinucledtidos, donde lo que se transmitia con constancia eran
solamente las bases nitrogenadas y no la cadena azicar-fosfato.

8) La extraordinaria cspecificidad de tas polimerasas y de ias protefnas en
general, no es absoluta; es una propicdad que ha cvolucionado en estas moléculas
dentro de las células a través de la diversificacién de dichos catalizadores.

9) El hecho de que algunos catalizadores inorgénicos como ¢l mangancso
scan altamente incspecificos, a la vez que muy cficientes en la polimersizacién de
andlogos de nucledtidos, apoya la idea de que dicho cofactor pudo haber antecedido
af aguesio ya que su presencia favorece la incorporacion de ribonuctedtidaos {Valverde
et al, 1989). Es posible que en el curso de fa evolucion ambos cofactores hayan
coexistido, hasta que, finalmente, el magnesio desplazé al mangancso coma cofactor
de las polimerasas.



ESTR TESIS MO OEBE
SUR [E 14 BIBLGTEGA

PERSPECTIVAS

En este punto quedan por realizar los siguientes experimentos:

1) Purificacion total de la RT del VIH-1, agregando a los procesos aplicados a los
extractos una cromatograffa con DNA-celulosa, o bicn una columna cromatografica de afinidad
con anticuerpos contra Ja RT;

2) Repeticién de los experimentos con esta RT homogénea;

3) Inhibicién de a actividad enzimética de la RT del VIH-1 pura con manganeso;

4) Ensayos de incorporacién de ribonucledtidos y desoxdrribonucleotidos en la misma
cadena utilizando como molde tanto RNA como DNA, por un lado en preseacia de magnesio
y por otro lado en presencia de manganeso, asi como de ambos;

5) Inducir actividad de RNA polimerasa DNA-dependiente, es decir de transcricriptasa,
con mangancso; csto apoyarfa la idea del origen de la RT durante el Arqueano como una
enzima Gtil en varios de los procesos de transmision de la informacién genética,

6) Realizar cnsayos con induccidn de cambio de cspecificidad con otras polimerasas
para confirmar la ambigiicdad de estas enzimas y gencralizar las conclusiones que de ella
s¢ despresden.
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