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RESUMEN 

El problema del huevo y la gallina respecto al origen del DNA y las proteína.' en 

las células actuales quedó resuelto cuando la idea de que el RNA antecedió al DNA como 
material genético y a las protcfnas como catalizadores biológicos, quedó apoyada por múlliples 
evidencias experimentales. Una consecuencia inmediata de ésta hipótesis es que durante la 
transición de RNA a DNA debió surgir a partir de las replicas.a.' ancestrales una proteína 
capaz de polimcrinir dcsoxirribonuclc6tidos utili7.ando un molde de RNA, es decir, una DNA 
polimerasa RNA dependiente o reverso transcriptasa (RT) que contribuyó, en las células an­
cestrales de RNA y protc!nas, al episodio final en la evolución del tipo de moléculas informativa.' 
que se consctvaria ha.,ta las células actuales; ésta colima fué crucial en el establecimiento 
del DNA como material genético en todas las células. Si esto ocurrió as! entonces es posible 
considerar como punto de origen de las RT's esta etapa de la evolución biológica y recuperar 
en ellas una actividad vestigial de rcplicasa ya que serían en7jmas evolutivamente cercanas 
a las rcplicasas ancestrales. 

Las RT's son enzimas depcmlicntcs de Mg + + para su actividad de DNA polimcrasas; 
asimismo requieren un polinucleótido como molde, un oligonuclcóliJo complementario al ex­
tremo 3'dcl molde comn cebador y los nucleótiJos complementarios. Se ha encontrado que 
algunas presentan actividad en presencia de Mn ·• ·• aunque es muy baja con respecto a la 
normal, excepto para la RT del ,;rus ele lalcuccmia de murinos, donde la actividad aumenta 
considerablemente. 

Se sabe que el Mn + + es capa? J~ inducir en diversas nucleótidu polimcrasas una 
pérdida de especificidad en cuanto a su substrato o bien en cuanto al tipo de polinuclcútido 
que utilizan como molde natural. En este trabajo se determinaron inicialmente las condiciones 
óptimas para la actividad de la RT del VIII-! parcialmente purificada (pH 8.0, MgClz 5mM, 
NaCl 2mM y ausencia de KCI). Se reporta la inducción de actividad de replicasa ( i.c., RNA 
polimcrasa RNA dependiente) en las mismas condiciones excepto que el MgC!i se sustituyó 
por MnCh a una concentración óptima de 5mM. En este casu la actividad enzimática es 
aproximadamente el 45% de su actividad n3tural. En condiciones r.imilarcs la RT del VITTlS 
de Micloma de Aves (AMV-RT) presentó actividad de rcplicasa coorrcspondiente al 30% 
de su actividad natural; su actividad de reverso transcriptasa se inhibió en presencia de Mn + +. 
E.~tos descubrimientos podrían tener aplicación tcrapcútica en enfcmrns de SIDA. 

Jacspcraclamcnte se encontró que la actividad de replicasa ncurrc también en presencia 
del cofactnr natural Mg + +, para ambas cnúmas, aunque en un porcentaje extremadamente 
bajo, de solo 10%. 

Se anali1;i la interacción Je cu factores con la.' cn1imas y su efecto sobre la cs¡x:cificidad 
de las mismas. Finalmente se discuten Ja., implic<icioncs que estos hallazgos tienen en el estudio 
de diversas etapas en la evolución de genomas cclularc.~ y de otras entidades genéticas, par­
ticularmente en la fase de transición de RNA hacia DNA y en etapas previas de la evolución 
celular, donde ciertos catalizadores inorgánicos, que ahora son sólo cofactorcs, pudieron haber 
tenido importancia crucial en diversos procesos celulares. 



INTRODUCCION 

Si bien resulca difícil definir qué son los seres \ÍVns, es posible encontrar un conjunto 
de características comunes 3 1 o<lL)S ello~, entre las qllc se cucnt:in la presencia de una barrcrn 
que los delimite manteniendo sil individualidad y distinguirndolos del medio, su capacidad 
de automantcnerse tomando y transformando materia y energía del medio, así como sil capacidad 
de l1Utorrcpro<lucirsc~ estas earactcrí;,ticas han siU(J con:-,idera<las para definirlos ...:orno sislcmas 
autopoyéticos (Varcla y ,\;!aturana, 1'171). definición dentro de Lt rn;il sólo caben sistemas 
formados por células. Po~.ihlcrrn.::nk debería l:nnsidcrarsc tambi(n :1t1 capacid.td de participar 
y ser sujetos de selección natural, definida como reproducción (autorrcproducciún) diferencial, 
es decir, su carnctcrís1ica <le srr sujetos de la cvnlución biológica. Pero las do~ últim~" 
caractcristicas 1 .-iutorrcpro<lucción y evolución, !ion fundamentales y dependen principalmente 
de la capacidad de é~tos si~tcm<Js para almacenar, utilizar y transformar información. La molécula 
donde se almacena información en todas las células actuales es el DNA: la dislrihución univers;;J 
de ésta molécula y de los mccani'rn'" del flujo de información entre las células actuales llevó 
al planteamiento del bien conocido "Dogma Central de b Biología Molecular" (Crick, 1958), 
en el que se cstab1ccc que la información se rcplic:.i para su lransmisil>n a la progenie de 
DNA a DNA, y dentro de la célula se expresa fluyendo del DNA hacia el RNA y después 
a las proteínas (Figura 1). 

Re~&~;¿~----, 

1 ---·------·--¡ 
L _ _j DNA 1 

Ll--~ 
Transcripción 

l 

_ _l_NA -1 
Traducción 1 • l 

__ ¡--------· 
1 
Pro~.1:~~-J 

Figura!. DOGMA CE1''IRAL DE LA DIOLOG!A ~!OLECUL\R (1958). Bquema del flujo de 
la informJción genética y procesos involucrados, en las células actualc!t <le acuerdo con Jo establecido 
por Crick (1958) en el mal llamado .. Dogma Central de Ja Diología Molecular ", 

Sin embargo, el dogma no quedó intacto por mucho tiempo, pues poco después se 
encontró que la información puede fluir del RNA hacia el DNA (contraviniendo, al menos 
en parte, dicho "dogma"), ya que algunos virus de RNA (los retrmirus, en particular) requerían 
una fase intermedia de DNA en su ciclo infcctivo. Este proceso de transcripción de DNA 
a RNA (reverso transcripción) es llevado a cabo por una DNA polimerasa RNA dependiente 
o reverso transcriptasa (RT) (Temin y Mizutani, 1970; Baltimorc, 1970) y su descubrimiento 
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provocó la modificación del esquema del flujo de información genética en células aetualcs 
por el propio Crick (1970) como aparece en la Figura 2. 

RepliFr=k--

-- DNA 

Transcripción 'Ifanscripción Inversa 

RNA Traducción 

Figura 2. DOGMA CEl-.TRAL DE lA DIOl .OGIA MOLECUL\R(l970). Moo;firación del esquema 
del flujo de l.i inform.1ción gcnélica propuesto por Crick (1970) dc.sp1Jés del dcscubrimicnlo de 
la transcripción inversa en algunos ... ;rus (fcrnin y Mizu1ani, 1970; ~!timare, 1970 ). 

El diagr<ima modificado del flujo de informacion genética es una representación ex­
tremadamente simplific;Hla, pues cada uno de los procesos requiere un gran número de molécuias 
para llevarse a cabo aún en la rélula más sencilla. Así, en la replicación del DNA intervienen 
varias DNA polimerasas, topoisomcra"15, helir.1.sas, ligasas, y una primasa, además de otras 
enzimas específicas (Kornbcrg, 1984; 1988); en la transcripción es necesaria la actividad de 
RNA polimerasas DNA dependientes y de un conjunto <le factores que controlan el inicio 
y término <le la misma; linolmente, la traducción es un proceso tan complejo que si consideramos 
solamente al ribosoma encontramos que está formado por más <le 50 proteínas y varias moléculas 
de RNA. La complejidad de éste aparato encargado ele la tran.'illlisión <le la información de 
una célula a sus descendientes y de la expresión y utilización de la .misma en su interior 
no pudo haber surgido directamente de la sopa primitiva al ocurrir una conjunción afortunada 
de monómeros para formar polímeros y de éstos para con.stituir una célula. 

De hecho, la mayoría de los modelos prccelulares propuestos y construidos en el 
laboratorio romo los coacervados (Oparin, 1936), sulfobios (Herrrera, 1942) y microesférulas 
protcícas (Fox y Dose 1977) carece« de una molécula capaz <le guardar y transmitir información 
genética susceptible de cambio. 

Así pues, lodo el complicado aparato informacional de las células contemporáneas 
debió ser mucho más sencillo inicialmente, ya que su i;stado actual solo puede ser entendido 
como producto de la evolución biológica a partir de sistemas autopnyé1icos mucho menos 
complejos que los seres vivos de hoy en día. 

Varios hallazgos recientes de la biología molecular y de la bioquímica permitieron 
la aceptación de una hipótesis sobre el origen del material genético, y el desarrollo de un 
esquema sobre la evolución del flujo de información genética en sistemas autopoyétieos que 
explica el origen y la complejidad del sistema actual. 
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ORIC;EN !JE LA lNFORMACION GENETICA Ei>l LAS PRIMER\S CELULAS 

El prnblcma del origen tk Ja informac.i(,n gco~tit:a no .5c refiere :io!amcntc al origen 
de ln moiécuLt en fa que reside, sinu tan"'!.bién a !os mecanismos ncccs.:\rios par<.1. su lransmi.'>iún 
y cxprcsi~in. Hoy l:n día 1.1. replicación de DNA depende estrictamente de un conjunto de 
catali'l.adorc-;; cxtraorJinari~1mcntc. cspccfficoo; que son bs prutcfnó.s; é:;la~ a su :.·\";z tkpendcn 
úcl DNA, pul!s la ínformación para :-a cstructur:-1 y sínlcr.ís ::e t~ncucntr~, en dich.1 molt:cnb. 
Esta intcrJcpende11ci:1 e:xtrcnn llcv(i '' pcr1~ar qu·.: la apznir.iún de una no ptt<lo hahcr antecedido 
a la olrí\, y se entró rntnnr~cs é\l prolblcm::tic11 r:frcul11 qn·: la mct.'ifo:a del huevo y la r,atlin3 

(_kscrib.; acertadamente. Sin i:inhaq_'./\ ha:-" un:1 tcrc.:::rn posibilidad: FUd') h~thcr c:dstido un.'.l 
molét·nfo con amhac;, raractcrbtic:1", es decir 1.<:-r1 cap¡\cit.b.d de ¿:;ua:-dar informaci(in gcnéti1..:<t 
y de: catalizar 1a:., íC.:JCCÍUI1C') fü·c .... ·~.:uias r~ra ~u rcplkaci6n. El R N./\ l'~· d rn\!jor candidato 
con cstw; propiedades que se ha encontrado ha:.lcl In. fcchtl (AJhert!\) 1 S9ti; Gilbert, 19~"?/); L2;.oca11n, 
1986). 

Ciertamente la hipótesis Je c.¡uc el RNA antecedió al DNA se bahía propuesto cn 
varias ocasiones anteriores (Oparin, 1%1; llaldanc, 1965; Crick, 1968; Orgc~ 1968; Eigcn et 
iJ!., 1981) con hase en la pusibilidad de si1ncti1ar proteína' en ausencia de DNA pero no 
t.k RNr\ y c.n la capaciJaJ del RNA p:.ira guardar infi.wmaciún gcn~tica como ocurre con 
múltiples virus y viroidl's. Sin cmb~1rgo, 1.:sta iJca cobrú fucr1.a cu:.mJu !.C cncuntr:iron vario::; 
ejemplos de acthida<l catalítica en mulécula' de RN1\, Ju que permitió replantearla (Pace 
y Marsh, ¡9g5; Alherts, 1986; Gilbert, 19&i; La7c;ino, 19&í; Nisbct, 19&í; Darncli y Doolitlc, 
1986; 1-lolland y Ilbkc, 1987; Cclh:rgrcn y Grosjean, l'l87) tomando corno hase é'ta y otras 
C\-ÍJcncias que a continuaciún se L'.nnum(:ran (La1cano et al., 198.S): 

l. El grupo 2'0!-l de la ribosa parece está involucrado en varia;. reacciones prcbióticas 
de condensación y fusforilación (Halrnann cr al., 1969), además de jugar un papel catalítico 
directo en las enúmas de RNA (Wciner, 1987; White y Erickson, 1981). 

2. La biosíntcsis <le dcsuxirribonuclcóti<lc>.' se lleva arnbo mediante la reducción cn1Jmática 
de ribonuclcótidos tanto en procariontes (arqucobacterias y eubactcrÍJs) como en 
eucariontc.'i1 lo que sugiere qul! Ja biosíntesis <le éstos antecede evolutivamente a la 
de los dcsoxirribonuclcóti<los. 

3. Las coenzimas de piridín-nuclcótidDs y los cofactorcs ribonuclcotídicos están amplia­
mente distribuidos en las vías nwtabólicas, y son indispensables para la actividad catalítica 
de al menos 50 % de las enzimas que las presentan (White, 1976). 

4. La polimcraación de formaldchido produce ribo>" ~n baj;is cantidade" pero nunca 
dcsoxirribosa (Wciner, 1987). 

5. La síntesis de proteínas puede conducirse, in l'il-o (virus de la polio) e in vitro, en 
ausencia de DNA pero no de RNA. 

6. El RNA tiene capacidad de almacenar información genética como ocurre en múltiples 
virus y en viroidcs. 

7. Los grupos hidroxilo 2' y 3' juegan un papel estructural en el RNA, donde están 
involucrados en varios puentes de hidrógeno poco usuales que permiten el plegamiento 
de ésta molécula (por ejemplo en el tRNA) para crear superficies catalíticas formando 
una variedad r:lv estructuras secundarias y terciarias. 
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8. Se conocen múltipk.'l ca.sos én In.'\ que mo!Cculas <le RNA pn;~cnl~lti ;.H:th·i<l<u.I catalítica, 
incluyendo la ruptura y formación de enlaces covalentcs en otras moléculas o sobre 
si misma. Así la subunidad de RNA d~ la Ribonudeasa P de E. coli y de Bacil/11s 
subti/is es capa7, por sí misma, de romper el enlace co1·akntc del tRNA para lograr 
su maduración (Guerricr-Takada el al., 1983; Gucrrir-Tabdu y Altm;Ill, 198~; Gardincr 
et al., 1985); el intrón L-19 de 7i:trahyme11a temwphila puede autocscindirse, uniendo 
covalentcmente a los dos cxones que lo flanquean y ccrrandosc sobre sí mismo formando 
un círculo covalentcmente cerrado (Krugcr et al., 1982; Ccch et al., 1982; Zaug y Ccch, 
1982; Zaug et al., 1983), este mismo intrón es cupaz Je polimcrizar citosina formandt> 
poli(C) al uti!i7.ar como substrato ácido pcntacitidílicn (pC5) según el reporte de Zaug 
y Ccch (1986); se sabe que el Glu-tRNA interviene en la biosíntcsis de dorofila (Schün 
et al., 1986);en otros catalizadores celulares con subuuidadcs de RNA, es 6sta precisamente 
la que tiene actividad catalítica (ver, por ejemplo, Shvcdova, et al., 1987). 

No obstante, las concentraciones de ribosa que se obtienen en experimentos de síntesis 
abiótica son muy bajas, lo que ha llevado a pensar que quizá algún otro tipo de polímero 
antecedió a su vez al RNA. Se han propuesto diversos análogos de •icidos nucleicos donde 
se sustituye a la ribosa por moléculas acíclicas como el glicerol (Schwartz y Orgd, 1985; Schwartz 
el al., 1987; Joycc et a/.,1987; Vischer y Schwartz, 198S; Vischer et ni., 1989) 

En cualquier caso, Jos sistemas rcplic¡itivos rckvanrcs para la evolución celular c.kbil'ron 
formar parte de un sistema autopoyético, una de cuyas caractcrbticas es la delimitución del 
medio que Je rodea y que como ya vimos es unt.1 condiciún parn la existencia de sclcccit'in 
natural; en tod.H la5 células actuales la barrera física está constituida por una bicapa lipídica. 
Por esta razón y debido a que: 1) se han encontrodo lípidos y ácidos grasos en meteorito" 
con la reserva de que podrían ser contaminantes (Oró et al.,19'Xl). y s~ han nbtcnido en 
reacciones abióticas, por una parte; 2) los lípidos en solución acuosa son capaces de formar 
espontáneamente estructuras más o menos esféricas con bicapas lipídicas denominachs 
liposomas, estas se han prnpucsto como el origen de las membranas cclul:ires (Deamcr y 
Oró, 1980). 

EVOLUCION DE LOS MECANISMOS REPLICATIVOS E~.; 

SISTEl\IAS AUTOPOYETICOS 

Alguno~ análogos de nuclcótidos prc~cntan :ictivií.fad catalítica (Zit:lin<;ki y ( )r~1.•I, J087): 
si bien estos compuestos pudieron ser impt1rtantcs ~,t)ll) L'll la sop;1 primili\'a, se puede .sugerir 
también que existieron sistemas formados por una bicapa lipídica o lippsoma que contenía 
en su interior anñlogos de polinuclcótidos autocatalíticos, capJl'c.:S Je autorrcplica1sc por su 
capacidad de unir monómeros de los análogos por compkrncntaricdad de sus b:"c" v catali·;ar 
su unión <.:ovalcntc en forma simihtr a la del polímt.:ro que si1 \'i1'1 "k mulJt!. 

Este ripn de moléculas hahrían ~ido sustituida!; postcriünnenlL'. pur RNA's ault)C:ttalíticos 
dentro de taks sistemas; tal vez en ambos casos dentro de la membrana también habría polifo,­
fatos, cationes metálicos y amino{1cidos, entre otros. Conrn en c.:J primer ca'iO, el RNA scrí:1 
la molécula informativa y rcplicativa, pero ahora su gran vcr>atilidad estructural pc1mitirí:i 
el desarrollo de acth1dad hetcrocatalítica inicialmente sobre otros R'i/>!s, pc·r<> m:i; tarde segura· 
mente sobre otro tipo de moléculas. E.qa capacidad de catali7ar rcaccidit·s '.iobrc otro tipo 
de moléculas habría originado en particular un sistema primitivo (formado por v;irios tipos 
de RN~s) de síntesis de proteínas; las proteínas sintetizadas pc>r este si.,tcma lwbrían permitido 
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mayor especificidad y prcci,ión en los cataliz.1dores tic RNA al actuar como cstahilirndorcs 
de dichas moléculas y mejorando a su vez el sistema de síntesis de tales proteínas. 

Ea este momcnt1.) habrían ~urgid u transpurt3.c.iorcs de moléu1Jas a trav6 de la membrana, 
así como !us primeras vías de síntesis ds rihnnudcótidos y Je aminof1ciúos. Todos estos 
catalizadores serían un~ combinaciún <le RNA y prNdnJ.s de :1ct1l·rtlo con la hipótc~is de 
Whitc (1976; 1982), quien prupusn que en un p1 incipin los cat;Jiza<lorc., fueron <le RNA, 
posteriormente de RN/.._ y proteínas, finntmcntc las protdn.1~ -"C transformaron 1..·n el componente 
funJamcnla}, qui.:d:mdo ..:li mw.:ho:-. c.:.1.~n" un cumpon .. ~ntc vc .... !igL,l, dcr~vado dt: ribonuclc6tidc,s, 
o un ril:onuclcótidu, rqmo tf't'...n1.i111a l}LlC :;uclc ~,1..r muy impert;:.ntc •.:n !.1 cJtáli·~is. Es decir, 
a! ~>..parecer b sính.:si~ !.k· p;otdnJ.s, ;;e habría urigi11ado una rcp\ic,1sa formada de RNA y 
protdnas; la sclccciún naturo..l k1bría pru'lt:.cado l'I ~urr,imienlo tk u;1 sisten1a 1lc síntesis. de 
proteínas má~ preciso, úmH.k participaron la.i; propia'.-< proti..:ínJs, <lav.lo \'.nmo resuita<lo una 
amplia diversidad J~ catalizadores protcírns, dc,plaJando rn gran medida ol RNA de su papel 
catalftico y dejándolo fundamentalmente comn molécula informativa (Whitc, 1976; Whitc y 
Erickmn, 1981). Al ocurrir este desplazamiento la replicas;1 quedaría formada solamente por 
una molécula protcíca. En eslns sistemas autnpoyétirns hahría surgido la traducción corno 
la conocemos actualmente a5Í como la estructura básica del rihosoma form:ido de RNA y 
proteínas, al nii>mn tiempo que el IRNA y el código genético. En este punto las funciones 
se habrían dividido entre u1C1léculas de distint.1 11aturalcz:i en¡,,, célul:i;: polirribonucleótidos 
cvrno moléculas informativa!-; y proteínas como c~talizadores. 

El establecimiento de las proteínas como catali1adorcs abrió la posibilidad de diversificar 
las vias metabólic<1S y enln.: estas aparccill la rc<luc:ciún de ribonuclcóti<los, en una enzima 
capaz de sintetizar dcsoxirribonuclc6tidos. Una vez que aparecieron este tipo de nuclc6tidos, 
la replica.sJ habrfa podido incorpornrlos, dchido J su baja especificidad, utilizando un molde 
de RNA. Una duplicación génica pudo haber permitido que cada una de las copia" incorporara 
solo un tipo de nucle6tidos; la que llegó a incorporar solo dcsoxirribonuclcótidos sería la 
primera reverso transcriptasa, que a su vc1. daría origen a bs DNA polimeras DNA dercndientes 
cuando se dió la capacidad de usar como molde un DNA. Así el DNA p:cs6 a ser la molécula 
informativa y fue necesaria h1 aparición de RNA polimcrasas DNA dependientes, es decir, 
aparece la transcripción y el RNA queda relegado a un papel de intermediario entre la molécula 
informativa, capaz de replicarse (el DNA) y los catalizadores (las proteínas). 

En realidad cada uno de estos cambios evolutivos estuvo favorecido por la selección 
natural; así, el paso de análogos de polinudcóliuos a ribonudeótidn< quizá se debió a ciertas 
ventajas fisicoqufmicas (Joy.:c et al., 1987) de los RNA'.s, como una mayor estabilidad; la sintesis 
de proteínas y el desplazamiento del RNA por estas como catalizadores se vió favorecida 
por la gran diversidad de catalizadores altamente específicos que pueden generarse mediante 
la combinación de 20 monómeros distintos y to<las las longitudes ¡xisiblcs (Alhcrts, 1986; Gilbert, 
1986; Lazcano, 1986). Finalmente la aparición del DNA traería como ventajas la posibilidad 
del surgimiento de mecanismos de reparación, de la actividad corrccloraen las DNA polimerasas, 
haciendo que la replicación de la información se convirtiera en un proceso de alta fidelidad 
por un lado, mientras r¡ue la estructura rígida del DNA la haría menos susceptible a la mutación 
por radiación ultravioleta (efecto hipocrómico) debido al apilamiento de l:ts bases (Lazcano 
et al., 1988~). En la Figura 3 se ilustran algunas de las fases importantes en todo este largo 
proceso de evolución de los genomas celulares. 
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FLUJO DE INFORMACION ORIGEN DE LOS PROCESOS 
Tiempo DEL FUJO DE INFORMtCON 

11 
_l:-orí9en do Reverso Tronscriploso 

1 

y y DNA .e& 
1 

Tror6.."Tipcxi-i 1 
)__J,~¡;~~1pc100 

l_ _ _F'._~-~-J¡;0:;.,cc,;, Prot.,'nos 9 

REPLICACION 
Eno:Jpsutocio'n d-0 onótoQOS do poli • 
nucloótldos autocatolítlcos on Upo· 
s.omos. Primeros 1i1tema1 oulopo -
yótlcos. 

REPLICACION 

Sustitucicio do los análooos por 

RNA
1a outoco1olít1cos en los sis1e· 

mas onteriorea. Células ron o~no -
mo. da ANA y ribozlma1 . 

TRAOUCCION 

Células con ger.omo d-0. RNA y 

enzimas protéicos. Orlt¡Jen de la 

R~jA roplicoso ancestral. Origen 
de lo ribonucleót1clo roductaso, 
la desoxirriboso y lo Ro'o'erso Trons· 
criptasa. 

TRANSCRIPCION 

Células c.on Of~A de doblo hÓlice, 
RNA y pro taínos RNA polímeros.o 

DNA dependionte y DNA polimero· 
so ONA dependiente . Mecanismos 

00 reporoción y actividad correc­
tora do la ONA polimerasa. 

Figura 3. EVOLUCtON DEL FLUJO DE LA t:-.TOJl..\!;\CtON GE:-IE11CA Evolución del ílujo 
de la información genética en sistemas au1opoyé1icos y origen de lo!. procews de rcplicaci6n, 
transcripción y traducción.Después de \a :iparición óc ias rrotcína.!> y de !JS primcwr. replica~ 
protéicas aparece la reverso Ir.inscriptas.a mmo uno Je lo!. rt:L!uisilo~ pn:vio~ pl\rJ !;1 :1panción y 

cstablccimctno del D'.":\ romo material genético en todas la~ célul:H ( [1.1rncll y D!-'<Jlittlc, 198.b; 
[..mano, 1986 ). 

ORIGEN DE LA TRANSCRIPCION INVERSA 

Se ha propuesto que la transcripción imcr,,a debe haber surgido antes que ocurriera 
la divergencia evolutiva entre procariontes y cucarionlcs (Dooiiulc el al., 1989), sin embargo 
es posibk que su origen 110 solo sea anterior a la divergencia arqurnbactcrias·cubactcrias 
sino que preceda a la aparición misma cid DNA (Darncll y Doolillle, 1986; Varmus, 1987; 
Wcincr, 1987; Wintcrsbcrgcr y Wintcrsbcrgcr, 1987; Lazcano el al., 1990), de acuerdo con 
la hipótesis dt: que ci RNA antecedió al DNA; sin este tipo de actividad no es posible explicar 
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Ja transición hacia genomas de DNA. Pero si este prn.:cso es realmente tan antiguo y las 
moléculas que actualmente Jo llevan a cabo son descendientes directas de aquellas en las 
que surgió, entonces el estudio de las características del proceso y Je las RT's puede proporcionar 
información sobre el origen y evolución de estas moléculas, así como sobre este importante 
período de transición en la C\'OJuciún celular que dió origen al m(1s reciente ancestro común 
de todos Jos seres l'irns. 

LA REVERSO TRANSCIHPTASA 

Las Rl"s son cn7jmc1s cun acti\iuad 1.k DNA polimcr<1<a RNA dependiente y de DNA 
polimcrusa DNA dcpcndit:nti:, que fueron descubiertas en virus (T~min y 7Yfiz11tani, 1970; Bal· 
rimorc 1 1970), lo que hi;:o pensar que el fcnúmcno de !ranscrip{·i6n invt.:r5a eslí.ibíl restringido 

a los rctrovirus~ p(1r Jo cual durante murhos ai1fl:' 1i..) se dcsarro11aron cstudiu~ acc1ca de ~u 
origen y evolución. Sin embargo, en la d~cada pasa Ja ~e cnc,1nrr .. l que e~i: te una :uuplia va1·icdad 
Ue entidades génieas cu bs que se presenta al menos un marco Uc kclurtl abierta con allu 
porcentaje de similitud con las reverso lranscriptasas conocidas. ______ ·--------. 

-----~"-!ir!i!<!. _______________ <)_rg:111ismo ___ ,,_, _______ Rc=''-'ir~10'---
Rctrovirus aves y mamifcros Animal 
VL30 
IAP 
Virus de Ja Hepatitis 
Elementos UNE 
Factor 1 
Factor F 
Elemento móvil 17.6 
Elemento móvil 297 
Elemento móvil 412 

Elemento móvil Gypsy 
Virus del mosaico de la coliflor 
Virus del anillo encarnado 
Elemento móvil 13S1 
Factor lng-3 
Elemento móvil TY-3 
lntrones mitocondriales Clase 11 
Plasmidos mitocondriales 
RT celular 
RT celular 

roedores 
roedores 
aves y mamíferos 
mamifero.1 
D. mdmwgaster 
D. melanogaster 
D. melanogaster 
D. mclanogaster 
D. mda11ogasler 
D. 111c/a11ogastcr 

Tripsnosoma.1 
Levaduras 

E. coli 
M. XOll/llS 

Animal 
Animal 
Animal 
Animal 
Animal 
Animal 
Animal 
Animal 
Animal 
Animal 
Plantas 
Plantas 
Plantas 
Protis1as 
Protistas 
Hongos 
Hongos 
Procariontes 

Procarin~--

Tabla l.Enlidal.Jc.~ gcnétiras que conlienen un marco de JccturJ abicJla correspondiente a un<.1 rcven.o 
lransrriptas.a. Es notable que estas entidades inteidCIÚan o forman p .. 1nc del genoma de algún organismo 
de cualquiera de Jos S reinos de organismos rcronocidos por Margulis y Schwnrtz (1982); es decir 
las entidades genélicas ron RT están distribuidas entre organismos de los S reinos. Los datos .se 
lomaron de Doolittle, er ni. (1989) y de Lamp~on d aL (1989). 

Este lipo de entidades, que están ampliamente distribuidas (Tabla 1), prácticamente 
en todos los reinos de organismos (Lazcano et a/.,1990), han sido denominadas en conjunto 
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como retroidef, (Fueltercr y Hohn, 1987), y entre ellas se cuentan los rctrovirus cndiigcnos 
y cxógcnos, rctrc.transposonL'<;, caulim<wiru\ hcpatinaviru::;, dcmcntos LlNE, introncs 
mitocondrialrs de hnngo~i elementos genéticos de bacteria,.;, i.:tct!tcra (Dnulittlc t'! al., 1989) 

Dominios funcionales y evolución mokcular 

La RT es un proteína de bajo peso molecular que íluctua entre 50 y 95 kDa. Aunque 
en la mayoría de los casos esta formada por un solo polipéptido, existen casoc, en que son 
2 subunidades homólogas, posiblmentlc una de ellas producto del procesamiento de la más 
grande ya que su extremo amino terminal es eomún(Venna, l!J77); algunas <le las que se 
han logrado puriílcar y caracterizar, se enlistan en la Tabla 2. 

RT del ____ SJJ12l!Pj!!!!.d ___ 
Virus: o: ------·--ª-
ASLV 5!l 92 

MLV 70-84 

llaLV 58 6S 

e 7U 
MOPC-315 26.5 28 

REV 70-8-1 

M:\fIV 100 

MPMV 85-100 

A.\lV 65 95 

Tahla 2. Composición y ~so mokcular de las RTs de ;1\gunos rctro1.iru.s. ,\SLV, \irus rclach:mados 
ron el ~rcomJ de :lvcs; MLV, virus de leucemia de murinos: IlaLV, \irus de It:uccmia Je hams1cr: 
C, rctrm.;ni.s tipo C de mamfferos; MOPC-315, ~irus endógeno del ratón; REV, 1,.inis de retil:ulo 
cndotcliosi5; M~nv virus de los tumores de murinos, AMV virus de los tumorts del micloma 
de aves, ~fllMV virus de monos Mason-Pfizcr. Los d..11oc; se 1omarón de \'armus y Swanstron (198:?), 
y de Yerma (1977). 

Se ha sugerido que todas las RT's son de origen nwnllfilético, ) :i que al analizar 
su estructura primaria se encuentra una similitud muy gramk (Xi@g y Eickbush, 1988; Doolittlc 
et al., 1989; Lazcano et a/.,1989); aunque se han identificado varias secuencias muy similares, 
existe en particular una zona cspeeialmclnte conservada (Tabla 3) hacia la rcgiüu amino terminal, 
que consiste en una secuencia de 14 residuos de aminoa.:ido' hidrofóbieos con un par de 
residuos de ácidós aspáriicos rn el centro y cuya configuración se ha .:stuJiado mediante 
cálculos teóricos resultando In estructura horquilla beta que aparece en h1 Figura .\. 

Figura 4. ESfRUClLlRA DEL DO'.\ilNIO DD. Posibk cslructur.i horquilla bc1a de !J SCC'Ucncia 
conservada en re'o"CfSO transcriptas..1s denominadJ dominio DD de acuerdo con los rcsul\¡¡tJos de 
un :málisis de cs1ructura secundaria de dichas sccucnd;is. ~fodificaJo ¡1 rartir de .\rgos (t9SS). 
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11 FRMIAYGD DVIASY 
DRLLFSGD DSLAFS 
NFVVASGD DSLIGT 
LRILCYGD DVLIVF 

LKMIAYGD DVlASY 
TILQYMD DILLAS 
TIVQYMD DILLAS 

CMLHYMD DILLL\A 
VIYQYMD DLYVGS 

IIIOYMD DILIAS 
SMRIIYGDTDSIFVL 
QLRVIYGDTDSLFIE 
EDFIAAGDTDSVYVC 
NLEVIYGDTDSlMIN 

SYYGDIDSY.EIE_ 

CoxsackicvirlLs ll3 
Virus del mosaico del pepino 
Virus del mosairn <le la alfalfo 
Virus de la Hepatitis A 
Virus de la polio 
HTLV-1 
HTLV-11 
Virus del sarcoma de rous 
H!V-1 
HlV-2 
HSV 
EBV 
T4 
Gen humano alfa 

·~~~~Yí~r~us~_dc.j'awrrui"nwia'--~~~~~--~~~~ 

Tah\a 3. Secuencia del dominio DD <le 15 polimeras.1i;: 1 a 5 R..'IA polurtcrnr.a; 6 a 10 reverso 
transcriptas.as; 11 a 15 D:-..lA polimera!Kls (Doolittle el al., 1%9; 1\rg05, 1988). 

Esta región ha sido denominada dominio DO y se encuentra tambifo en todas las 
RNA polimerasas celulares y en muchas virales (Argos, 19SS; Lazcano et al., 1988b). En muchas 
DNA polimerasas esta región está modificada a DTD (Argos, 1988; Wong et al., 1988; Wang 
et al., 1989). Entre las evidencias experimentales del papel funcional del dominio DD se cuentan: 
1) anticuerpos dirigidos contra una región de la proteína PGll del fago TI, cuya secuencia 
es muy similar a la del dominio DD, son capaces de inhibir la activiJ;,J de la RNA polimcrasa 
de E. coli (el dominio DO se presenta en su subunidad ll') y la RT del \irus Je micloma 
de aves (Zavriev y llorisova, 1987); 2) estudios mutacionales Je b RT del virus de murinos 
(MMLV} indican que el sitio activo se cncucntr:i hacia la región amino terminal de la enzima 
igual que el dominio DD (Tancse y Goff, 1988); 3} un residuo de lisina de esta región de 
la RT de MMLV está dircct;uncnk involucrada en el sitio de uni6n al substrato (Basu el 
al., 1987); 4) la on rcplicasa de colifagos mutantes donde una glicina adyacente al par DD 
se substituye por Ala, Ser, Pro, Mct o Val, pierde su actividad polimerizante (lnokuchi y Hirashima, 
1987); 5) la substitución de la Tyr conservada del dominio DO de l;: RT del V!H-1 por una 
pequeña secuencia de 5 aminoácidos inhibe por completo su activadad polimcrizante (Hi7i 
et al., 1988); 6) un polipéptido de 51 a 52 kDa que parece ser producto de la remoción 
del extremo carboxilo de la RT del VIH-1 (M kDa) presenta actividad de reverso transcriptasa 
(Di Marzo Varoncse el al., 1986; Lightfoot el al., 1986; Le Grice et al., 1987) indicando que 
dicha región no es necesaria en la reacción catalítica. 

La importancia de dicho dominio se manifiesta también ~n su notable conscrv:ición 
evolutiva, a pesar de ser parte de proteínas codificadas por genomas de RNA, que como 
se ha visto cambian mucho más rápidamente que los de DNA (Holland et al., 1982). Además 
entre todas las proteínas codificadas por rctroidcs la que tiene la tasa de cambio más baja 
es precisamente la RT (l\!cClure el al., 1988; Doolittlc et al., 1989). La similitud de este dominio 
altamente conservado y su presencia en practicamente tndas las polimerasas sugiere que este 
conjunto de enzimas son de origen común a partir de una pequeña enzima proteica con acti\idad 
de RNA polimerasa RNA dependiente o replicasa. Sucesivas duplicaciones génicas con adición 
de nuevos polipéptidos habrían dado origen a la diversidad de polimcrasas multiméricas tanto 
celulares como virales que conocemos actualmente; la adición de nuevas subunidadcs o de 
segmentos al mismo polipéptido habrían sido suficientes para que la., nuevas polimerasas se 

10 



a<lJ¡..it:.aan ~1 b 1..li'.·Lr~:;i:; ~....:;:1bír.;:ici0ncs n.~r:lclc-<':~~~t:r::it'' f}l!~: ·:e cF:~r-1n dtir:rnte b 1:vrdnci6n <kl 
genoma de las células. 

El origen antiguo de In Reverso Thmscripl<lsa 

Aunque es claro que algunos rctrovirus son de origen ~ccicnte, tal vez no mlís de 
300 años para el VIH-1 (Smith et al., 1988; Doolittle, 1990), esto no implica que sus componentes 
tambifo lo sean, en particular sus RT's. 

Si consideramos la hipótesis <le que los virus surgen continuamente a partir <le las 
células de los organLsmos a los que infectan y que otros brincan de huésped en huésped, 
entonces es posible que el gen que codifica para la RT haya permanecido desde su origen, 
durante Ja transición RNA-DNA en el Arqucano, dentro de las células, encontrándose ac­
tualmente en diversos genomas celulares y \iralcs de varias lfnea.s CVL'lutivas que incluyen or­
ganismos procariontes (Lampson et al., 1989; lnouye, cr al., 1989; Temin, 1989). En el caso 
de la cepa clínica E. co/i B se ha mostrado que el uso de co<lones para su RT sugiere que 
esta proteína puede ser de aparición reciente en dicha cepa debido a algún proceso de tran,misión 
horLzontal de genes (Varmus, 1989). 

Una característica notable de las RT's es su alta tasa de error (Prestan et al., 1988; 
Roberts et al., 1988); así, como se muestra en la Tabla 4, las RNA polimerasas DNA dependientes 
y las DNA polimerasas no solo tienen una tasa de error mucho más baja, sino que además 
estas últimas suelen tener actividad correctora. La fidelidad en la lectura de moldes por las 
polimerasas está determinada por algunas variables que se describen a continuación: 1) 
prevención de errores, donde la selectividad del nucleótido correcto puede ser alcan1,1da 
mediante factores que aumentan la ri¡,~dez de la conformación del complejo molde-substrato; 
tales factores pueden ser las proteínas que se unen al DNA o las que se unen a la polimerasa; 
2) corrección repititiva mediante actividad exonucleasa que puede estar en la misma polimerasa 
o puede ser una proteína diferente (Loeb y Zakour, 1980). Si estos factores y propiedades 
involucradas en la fidelidad se han originado a lo largo de la evolución, ~ntonccs la alta tasa 
de error de la RT puede ser considerada como una c\idencia más de su antigüedad, ya que 
las primeras polimcrasas tal vez fueron altamente incspecffica.s (con un amplio espectro de 
sustratos posibles), y a la vez tenían una alta tasa de error que llegó al mCnimo con la aparición 
de la actividad correctora en DNA polimerasas. 

Por otro lado, se sabe que la RT es incapaz de desplazar una de lns hebras de una 
molécula de doble hélice para usar la otra como molde y polimeri1.1r nucleótidos, lo que 
sugiere que desde su origen fué una c01jma que utiliwba siempre moldes de una sola hebra; 
tal vez RNA de cadena sencilla, con muy poca cstructur .i secundaria. El proceso de elongJción 
es además entre 10 y 1000 veces más lento en las RT's que en liis DNA polimcrasas (Edenbcrg 
y 1-Iubcrman, 1975), lo que también apoya la idea de que la RT e.; un <;ata!i7:1dor muy antiguo, 
por su baja eficiencia. 

Se han reportado muchas otras actividades cn7jrnáticas para la reverso transcriptasa 
que incluyen: proteín-cinasa (Strand y August, 1971), nucleótido cinasa, fosfala<;a, hexocinasa, 
<lesbidrogenasa láctica (Mizutani y Temin, 1971), ribonuclcasa (Hung, 1971), DNA ligasa 
(Mizutani '"al., 1971) y dcsox:irribonuclcasa (Mizutani et al., 1970). En realidad estas acthi<lades 
no han sido caracterizadas sin lugar a dudas; sin embargo, si realmente existen esto querría 
decir que la RT es una enzima multifuncioal, característica que resultaría ventajosa para las 
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primeras células. z,co podría estar relacionado ron el halla7.go del dominio DD en otro tipo 
de proteínas con acthidadcs diferentes (Argos, 1988). 

CATIONES METALICOS Y POLIMERA.SAS 

La.' polimcrasas son cn7imas dependientes de Mg + + para su acti,idad ya que este 
metal coordina a la enzima con su substrato mediante la formación de un complejo cnzima­
mctal-substrato (Sloan el 11/., 1975). Se ha visto que este cofactor puede ser sustituido i11 vitro 
por otros cationes metálicos (Mn + +, Ni++, Co + +) lo cual resulta, para la mayoría de los 
casos, en una disminución en la eficiencia de incorporación con respecto a la que se da en 
presencia de magnesio. No obsatnte, la actividad de la RT del virus de la leucemia de murinos 
(MMLY) se eleva hasta cuatro \"Cccs en ¡m:scncia de Mn + + cuando se utiliza el complejo 
poli(A)-oligo( dT) como molde-cebador (Verma, 19TI), y se ha reportado que dicho cofactor 
eleva IJ actividad de las RT's de rctrovirus tipo C (Sarngadharan et al., 1976). 

~~-in_ic_rn_sa ___ ~ --------~L~--- Mn••(2m~1) 
-----11500-·----

AMY·RT 
DNA Poi l de f"_ t:nli 

11~'.-\ Poi a 

DNA Poi O 

1/1681J 
lf.!ifJ()() 

J/{/X,"XJ 

](.!ro>') 

l/HX\'l 

l/J<J) 

1(.!00:1 

Tabb -1. Tasas de ermr tle pnlimcr;1!'..1s. l.~1s I"-''!imcra$.1s con l<i I<~ d1: ern.u m;h <il!D: son !J.!. 
reverso transtrip1asas. l .a prcscndti de mangane~o clc\·a Ja las tic error, tom<iJo de f /X:b y Zakuur, 
(1980). 

El cofactor sustituycntc m,ís estudiado hasta hoy es el ~!u++ y se obscf\a que tiene 
varios efectos importantes en la acti1idad de las polimcrasac •. El manganeso es capaz de multiplicar 
la tasa de error en bs polimerasas por foctor<"s de JO o mayores en algunos casos ('fabla 
4). Otro efecto importante es que provoca un cambio rn la cspccilkidad de substrato de 
estas proteínas, así como la capacidad de usar como moldes polinuclc<itidos no específicos 
para su actividad; en la Tabla 5 se cnlistan lo.; ca;;os conocidos de c;unbio de substrato y 
de molde en polimerasas. 

Pollmrra.'Mt Acll\"ld.ud Inducida Cnmhlo tn la ':i- dt< :;u ac· 

_..uJ.tli1'ldíw..rlL.Uú<Llllnorru~--------
DNA Poi de E. cull Sintcsis de Jos poHmeros suhslrato Ilcrg. tl al, 1%3 

ntCLditJ(() 
DNA Poi I Rcvcn.o Transcriplnr.a 

RNA Poi del Fago 17 Replicasa 
RNA Poi de E. coll Replicas.a 

RT del VllI·I Replicasa 

RT del AMV RcpliC'.i'>a 

molde 6% 

molde 
molde 10 % 

sub.!.trn10 ·15 'i'c 

substrnto JO~ 

I..ncb, d al, 1973;Karkas, 
1973 
Konmka y Sharp, 1989 
Biebricher y Orgc:I, 1973; 
Laca, el al, 1987 
Vai..,erde d al, 1989; este 
trabajo 
éSlé tr..ih,tjo 

Tabla 5. Cambio de sustrato y molde de polimcrJas. en varias polimcraf>.1S se:i logrado indu17ir périJiJ<i 
de especificidad de ssbstrJtO y de molde; la eficiencia de [;i ac1iv1daJ inducida es diferenle para 
cada polimerasa . 

Por otra parte el manganeso catali7.a la oligomcri1.aciún de :inálogos de nucleótidos 
más eficientemente que el magnesio (Yischcr y Schwartz, 1989). Lo anterior sugiere que el 
manganeso jugó un papel importante tanto en reacciones polimcrizantcs en la sopa primitiva, 

12 



c-ornu en l¡is primcr¡is células, conlribuycn<lo a la polim,'<i1aci.'.•11 de mo!érnla' capaces de 
almacenar información genética. 

L<\ REVERSO TRANSCRIPTA!JA DEL VIB-1 

La reverso transcriptasa del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 forma parte 

dol ,;,;oo l..COcil~ oomo ~ ~ 

v~\ ¿r ~ ll!8 
CJ . -s~-. - ( "6~41YO 
Cj'~ggi&tJ? 

Figura 5. VIRJON DEL VIH-1 . P...structurn del virión del virus de inmunoddiciencia humuna lipo 
l , en el cuJI se encuentran varia!> copias de la revcr.;o transcriptaSJ unidas .1 dtJ.S cop¡:.i~ del H;\A 
viral en la parte más inrema del viri6n. Tomado de Gallo (1987). 

Al ser liberada junto con el RNA viral en el interior de la célula, sinlcti?.a una molécula 
de doble hélice de DNA, utilizando como molúc inicial el RNA 1iral cebado con el tRNA 
correspondiente a la lisina. En el genoma del virus la RT está situada Jcnlro úc un marco 
de lectura abierta llamado gen poi que codifica para una poliprolcína (Figura 6); una vez 
sintetizada dicha poliprotcfna es procesada produciendo una protcasa Je 10 kDa, una ex­
onuclcasa-integrasa de 34 kDa y la RT de 64 kDa (Leuthardt y Le Grice, 19fl8). 

LTR GAG POL ENV LTR 

I~ L--~--~-~L=---~~·o 

Protcasa Reverso 

Transcriptasa 

En<lonucleasa 

Figura 6. GENOMA DEL VlH ~t. J...ocaH7.ación del gen de la reverro tran.~riptasa en el genoma 
del virus del SIDA; forma parte del gen csrructural poi, se encuentra entre Ja pro re asa y la cndonuc/ensa. 

Aunque se ha reportado que la RT tiene un peso molccubr <le 66 kDa y sude copurilicar 
con un polipéptido de 52 kDa que también presenta actividad enzimálica (Di Marzo Varoncsc 
et al., 1986; Lardcr et al., 1987), para este trabajo se utilizó un vehículo de expresión que 
produce una RT de 64 kDa (Le Gricc et al., 1987). 

Por otro lado, en este momento resulta importanlc estudiar el comportamiento de 
una enzima clave en el delo replicatim del virus del SIDA (RT del VIH-1), enfermedad de 
origen reciente y que se ha convertido en una pandcmia entre la población humana causando 
serios estragos. 
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UN MODELO DE REPLICASA ANCESTRAL 

Si la hipótesis de que toe.las las polimcrasas son de o•igtn monofi!Ctico y además 
se originaron a parlir de una replic;Lsa ancestral (La1cano t'I al. 198.%), entonces es posible 
encontrar alguna acti\11.fod remanente de replic.::t<:,J en la RT mcdian!c b induct.:ión de algunos 
camhios. 

Se ha propuesto que la acti,idad de replicas:• encontrada en la RNA polimcrasa de 
E. coli (Llaca ,., al., 1987) es una actividad vestigial, concibiendo a esta enzima como un 
modelo de replicasa ancestral. Debido a que la subunid;id ll' de dicha enzima presenta homología 
con al menos una subunidad de las RNA polimerasas de arc¡ue,ibacterias, cubacterias y eucarion­
tes (Zillig et al., 1985), se ha pensado que en tal subunidad reside la acti,idad catalítiC<l y 
debe tener también, por sí mLsma, actividad de replicasa (Llaca et al., 1987); sin embargo, 
esto no se ha probado experimentalmente. 

Si la RT desciende tlirectamente de las rcplicasas ancestrales y presenta actividad 
cn1jmática propia de las replicasas, resultaría un mejor modelo de replicasa ancestral ya que 
es monomérica y de hajo peso molecular a diferencia de las RNA polimerasas mucho más 
complejas estructuralmente. 

Este 1ralrnjo pretende aportar evidencias experimentales acerca del origen y antigüedad 
de la RT; así como respecto a la etapa de transición de genomas de RNA a DNA. Para 
lograr estos ohjctivos se desarrolló la siguiente estrategia experimental: 

1) Sobreproducción de la RT del VJH-1 con un vector de c•-presión en bacterias, 

2) Purificación parcial de la misma e idcnlificaci(ln mediante ensayos de transcripción 
inversa con nucleótidos marcados radioactivamcnte, 

3) Caracteri7ación de las condiciones óptimas de ensayo para la RT parcialmente 
purificada y 

4) Tnducci6n de actividad de replicasa en csla c:izima y caracteri711ción de las condiciones 
de ensayo para dicha acti,idad. 

14 



MATER!Al,ES Y !llETODOS 

Bacterias y Plúsmidus 

Para obtener la Rew.rso Tran\cript;ic.a dcl VIH-1 (RT) ;e utilii6 la cepa 1'115 
de E. coli transforr.1ada cnn Jos pl{ismidn,, el pDMl.1 y d pRT/C(; (donada por el Dr. S. 
F. J. Le Gricc). El prirn::rn t:l1ntit.:nc el gc11 p:1ra la nl'•1micina fosíotransfor:1s3 que confo:rc 
resistencia a kaníl.mk:ina c:omo m:uc::!dnr '"kctivo, i;I g.t'n laci' que e.slá sohrcproducicndo 
d represor lac, y d replicún p15A qm..: e:-; cdmp~1tibk con 1:tro" vcch1n•s <k e;-:prcsi6n (Ccrta 
el al., 1986); pRT/CG contiene d clt.:mL'ntu PN25*/0. que ;:-;, u11a fu-.ión del promctPr PN25 
Jcl b~clcri6fagu T) con del opcratl<lí lac <k E. ,.,,¡¡ (l'c,chk" et 11/., ICJR5), un sitio sintétiw 
de unión al ribo:;om;i (sur), el terminador tl del upcrón mtB <le E. n 1/i (ílrosius et al., 1981), 
el fragmento Pvull~EcoRl de pBR3:!2 (Bnlív;ir t'! al., l'J78) cnn el origen de n:plicarión, y 
el gen que codifica para la proteína pcrlphí.smic:i íl·brt;imasa que <"L~nfiere rc:.istcnda a ampicilina 
(Stüchcr et al., 1984). Entre el sur y el l1 se encuentra el marc,1 de lectura abierta de b 
poliprotcína (gcnpa/) del Vlll-1 que corresponde al frngmcnto 8¡;1//-Ndcl Jcl provirus HTLY­
lllB (Ratncr et al., 1985); la estruclura de pRT/CG se muestra en la Figura 7 indicando la 

Xbol 

11 

Zl?l 

SspJ 

EcoR! 

0/6 

5 

2 

BamHI 
Al?l 

Figura 7. MAPA DEL PLASMIDO rRT/CG. fatructura del pl<ismido utiliado pJra pro.lucir la 
rcvcr..o tr.1nsaipta~ Jd \'III-1: se n~uctnn :ilgu1W<. ~ítins de 1cs1rit'CK)n ) !'o.:cucncías reguladora<; 
como el clc:mc:nto pronwtor-operador (po), e:! sitio de unil'•n al ril•o'>nma (r-lb) y el tenninasdor 
(11). Entre t\ y Z i>e cnnicnlra clonJdo el gen pn1 tkl ,.;rus dc.I SIDA 

posición de los genes anteriores y algunos sitios de rcslricción (Lcuthardt y Le Gricc, l98.~). 

El represor lac producido continuamente por pDML 1 actúa snbrc el operador 
lac que se encuentra en pRT/CG impidiendo la transcripción del gen poi, de modo que para 
inducir la transcripción se agrega IPTG (i'<•prnpil-ll-D-g.il;ictopiranositlo) al medio donde 
se encuentran las bacterias. Este inductor se une e inactiva al represor permitiendo la transcrip­
ción. Una vez producido el transcrito se traduce a partir de él una poliprotcína de 115 KDa 
que posteriormente se autoproccsa dando como rcsuhaJo final una proteasa de IOKDa. una 
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e.xonuclcasa-intcgrasa de 35KDa y la RT <le 64KDa. En la Figura 8 puede apreciarse un esquema 
de la inducd6n y el procesamiento de la poliprotcín;1. 

pRT/CG 

'-ill-lmH PROT I RT 1 ENlXJ 
p/o 1ur 

-llJ[lll-f!l-j PROT RT 1 ENDO 1-m-
. n '"''"'---------------~· ti 

/rep'\ ' 1 tp Tronscrlpcldn 

!PTG rep·lPTG ! 
_.,.,,,_ __ !-·-------- ---llOllQ;>.- rrllNA 

sur j t l 

Traducción 

l 
NHz---1---------1--- COOH 

1 ( 115 kll<J) 

Procosamitnto 1 

l Proteasa 
llOkOa) ---------1---

1 
Procesamiento Il 

1 
Pro~sa ~ 
(lO kDal (64 kOa) 

Endonuclea¡o 
(34 kDo) 

Figura 8. EXPRESION DE LA RT. Esquema de la inducción de la transcripción y el procesamiento 
de la poliprotc(na, que da eomo resultado la producción de una reverso tr.mscriptasa madura y 
funcional a panir del vector pRT/CG dentro de E. coli. Promotor- operador (p/o); sitio de unión 
al ribosoma (sur)¡ terminador {ti); represor (r~p). 
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Reactivos 

Los siguientes rcac1ivos fueron adquiridos en SIGMA: pcplona, extracto de kvadura. 
glucosa, NaCI, agar, tris-HC'l, Iris hase. sacarosa, clilén diamín ttlra-ncelalo (EDTA), Lis01ima. 
tritón X-100, polictilénglicol 6,000, policlilénglicol 8,000, cloruro de li1io. ctanol alisoilulo, acelato 
de amonio, cloroformo, akohol isoamílíco, agarosa, bromuro de ctic..lio,M.Ui de bromofcnn!, 
x.ilcocianol, glict;rol, ~1gCl,:. , amplicilína, kJnarnicina, i:;upropil-U-D-ti{1gJl:1ctopiranó~id 1 ) 

(IPTG), DTI: sulfolo Je t:.'>in.:plomicina, JGTI~ GTI~ t1)lucnLl, cl.1111\1, dud;.:1.:il ~ulfa!o ck sn<li.\H­
mcrcaplocta!lol, l'E.?\-IED, pcrsulfato de an11rni1) (APS), .1cri!:1111iJd, bi::,-.iu iL1miLla, ;11ul brilbnt•~'. 
dt Coom:isie (R-25G), mctanol, (tcido act~ticl1, NaUH. :-JI! :OII, A{-:OJ, úddi) cítrirt\ ínr­
multlehil.101 ácido nítrico, MnCh, KCI, r~vi.::rsu tran:.-.crip'.JS~~ del \'ºnlh rJ.: la ;,1iclum~1 (k :\\es 
\Al'.IV-!H), pirnfosfato de Mit.lio (Na2P201-!UI 120; y f,,_,fato cfütidirn ( ¡; :dll'0.1-! 21-120). La., 
enzimas Je restricción -llinJ !ll, Eco R! y)..'/¡¡¡ / 5C adquíricrou en Bio Lab.s; los Iil!r•Jc, 
DE-81 en Whatrnan; el oligo(dG)lO, d poli(1C) y o.:I DE..\E-ScphJccll en Ph<1rmacia; el 2,5-
fonil-oxazol (PPO) y el p-bis-.)2,5-fcniloxazülil)bcnccno (POPOP) en Ncw En~land Nuckar. 
El material radioactivo ( [~·3-r)CiTP y ["-32P)JGTP ) se auc¡uirio'i rn Arncisham. 

Soluciones 

a) Purificación de Plásmido y Electroforesis en Gel de Agarosa 

• TS: lris-HCI 50mM, pH 7.5; sacarosa 25'.'i .. 

o ELT: EDTA HXlmM; Lisoúma 2mWml; tri1ón x-100 0.1%. 

• PEG 20%: plllictilénglicol 6,000 20';1:.; NaCI lM. 

• PEG B%: policlilénglicol 8,00U 1:1%; NaCI l.GM. 

•TE: tris.HCI !OmM, pH 8.0; EDli\ JM. 

e TBE: tris base 89 mM, •ícido bórico 89 mM y EDTA 2 mM. 

• Colorante: azul de bromofenol 0.02%·; xiléncianol n.02% y glicerol 50%. 

e Bromuro de etidio: IOmgiml. 

b) Corle con Enzimas de Restricción 

e Pura rcacci6n con Eco RJ: NuCi 50mM, 'lris-HCl(pH 7.5) lOOmM y MgCb lOmM. 

• Para reacción con Xho 1: NaCI 50mM, lris-HCl(pH 7.9) lOmM y MgCl2 lOmM. 

e) Purilicución Parcial de RT 

o Lisis: tris-HCI 50mM, pi! 7.5; NaCI 0.3M y EDTA 0.5M. 

•Diálisis: tris-Cl 50mM, pH 8.0; EDTA lmM; DTI lmM; tritón X-100 0.1% (v,'v); 
NaCI 25mM y glicerol 10% (v/v). 

e Remoción de ácidos nucleicos: tris.HCI 50mM, pH 8.0; EDTA lmM: DTr lmM; 
NaCI 25ml\l;gliccrol 10';;, ysulfat<> de cslrcptomicina 5r·¡ (p:1·). prcpari1d<l al mnmcnlo 
de usarlo. 

o Elución: tris.HCI 50mM, pH 8.0; EDTA lmM; D1T lmM; NaCI 25rnM y glicerol 
10% (v/v), 
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"Conccl\lraciún: tris.He! 50mM, pH 8.0; EDTA lmM; DTI lmM; NaCI 25mM tritón 
X-100 0.1% (v/v) y glicerol 50% (v/v}. 

d) Electroforesis en Gel de Poliacrilamida 

• SGB: tris-HCI lM, pH 6.8; dodecil sulfato de sodio 0.8%. 

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

•Para muestra: tris-HCI0.4M, pH 6.8; dodecil sulfato de sodio 10%; 11-Mcrcaptoetanol 
25%; azul de bromofcnol 0.5% y glicerol 9%. 

• Corrida: tris base 250mM; glicina 144.lmg/ml; y dodccil sulfato de sodio 0.01 %. 

• A25: tris-HCI 50mM, pH 7.9, glicerol 25% (v/v); Na,, EDTA o. lmM y DTT 0.2mM. 

• Acrilamida 30 % : acrlamida 30 %, bis-acrilamida 0.8% y glicerol 30 %. 
e) Tinción de Geles de Poliacrilamida 

• Solución de Coomasie: azul brillante de Coomasie (R-250) 0.25%; metano! 45%. 
• Solución desteñidora l (Alto metano!): metano! 45%; ácido acético 7.5%. 

e Solución desteñidora 11 (Bajo metano!): metano! 5%; ácido acético 7.5%. 

o Solución A: se mezclan 21ml de Na OH 0.36% con 1.2ml de NI 14011 concentrado. 

• Solución B: Ag.N03 0.2%. 

o Solución reveladora: ácido dtrico 0.005% y formaldebído 0.0002%. 

e Solución tijadora:ácido acético 1 %. 
!) Ensayos de Actividad 

•Solución de lavado de papeles DE-81: pirofosfato de sodio (Na2P204) 0.8%; fosfato 
disódico dodccahidratado (Na2HP04-12H20) 10%; dodecil sulfato de wdio 0.1%. 

e Líquido de centelleo: PPO 0.5%; POPOP 0.3% disueltos en tolueno. 

Extrucción de plásmido 

En ésta técnica las células de cultivos de 400 mi de E. co/i MIS[pDMl.1; pRT/CG] 
se cosecharon por centrifugación a 5000 rpm durante 15 minutos; se eliminó el medio con 
trampa de vacío procurando <lcjar la pastilla lo más seca posible. La pastilla se rcsuspendió 
en 4 mi de TS agitando con vibrador, se transfirió a tubos de polialúmao y se le agregaron 
4 mi de ELT agitando suavemente con vibrado.-. La mc<cla ;rnterior se incubó durante 10 
minutos a temperatura ambiente y 10 minutos a 70°C (en baño maría). Se centifugó 20 minutos 
a 4-0,000 rpm en rotor 50ti a 4°C; se rescató el sobrcnadante (sn), se colocó en tubos rorex 
de 15 mi y se agregó un volumen de PEG 20 %, NaCl 1 M, mezclar cuidaJos;uncntc e incubar 
30 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar 10 minutos a 3000 rpm, eliminar el sn y 
resuspendcr la pastilla en 2 mi de TE. Agregar 2 mi de cloruro Je litio 5 M frío e incubar 
en hielo 5 minutos, se centrifugó 10 minutos a 3000 rpm a ·lºC, se colocó en tubo corex 
de 30 mi y se le agregaron 10 mi de etanol absoluto a -2fJ°C, mezclnr. Centrifugar a 8,000rpm 
15 minutos a 4°C; se decantó el sn y se lavó la pastilla con etanol SO % dos veces, centrifugando 
a 8,000 rpm 5 minutos cada vez. Secar la pastilla al \·acío, resupcndcrla en 500r1 de TE 
y pasarla atubos eppendorff; agregar RNAasa A a una concentración final de 4l).g}ml e incubar 
15 minutos a 31'C. Agregar 0.5 mi de PEG 8,000 13 %, NaCI 1.6 M y mezclar por inversión. 
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Centrifugar 15 minutos a 12,000 rpm en tubos cppendorff a 4°C, se retira el sn y se rcsuspendc 
la pastilla en 150 ,..1 de TE con agitador por vibración. Agregar 150 rl de solución clorofor­
mo:akobol isoamílico (1:24) y agitar con vibrador, centrifugar 5 minutos a 12,000 rpm a 
temperatura ambicnt~; ~l·. lom~1 la fase supaior y -;e k· agrega 1111 \1Jlumcn { - 15!),J) de acetato 
de amonio ..i. f\1. Ag1 i.:gar 2.5 volúmenes de etanol ahs0luto a . .,-:ol)C y ccntrí(ug:tr 30 minutos 
en centrífuga cppcndnrff a 4°C. Lavar la pa!-ililla con danol .11 ~O r;.. y SL'l·:11 b 5 a 10 minutos 
en desecador. La pastilla >C n:ouspendc finalmC11te en 100 ¡<I de TE. 

Pureza y cuantilicaeión de LJNA 

La pureza de un:-J. mucstr~1 Je DNA se puL"dc c~lculm mediante cspcctrofotornctría, 
midicmlo ];3 proporción de absorbencia <lc luz ultravi\}lcla Ji.: 260 nm ClHl r~·spcrto .t la absorbrncia 
del mismo tipo de luz de 2SO nin; .;i d DNA es puro la n:laciún s•:d: AUiJ/Au,o =-= 1.8. 
Cuando la mllt'.str;.1 de DNA rumpk: i:;:-.ta rclaci6n es pusiblr cu:1nlifiG1rla midiendo l:t .1bsorbcncia 
a 260 nm y utilizando la siguil'ntc t.:cuación: 

A211l X diluci{m X Factnr de corrccciúu (50) 

]()()(] 

Corte de DNA con enzimas de restricción 

Para realizar cortes cu sitios cspccí!icos del plásmido con cll7imas de restricción se 
coloca en un tubo eppcndorf 1 g de DNA, se agrega la solución amortiguadora de reacción 
diluida con agu¡1 dt:siuniz:1c.la; se agregan S a 10 unidades <le enzima, se aeita suavemente 
y se incuba a 31'C de 1 a 3 horas dcpendicmlo de que enzima se utilice. 

Columna de DEAE- Scplrnccll 

La columna se preparó suspendiendo el OEAE-Sephacdl en 10 volúmenes de solución 
amortiguadora de clución, se dejó reposar y una vez precipitado se decantó b solución; 
éste tratamiento se aplicó tres veces sucesivas, después de lo cual se empaquetó un \'olumcn 
de 4.S mi de resina en una columna de 5 cm de largo y aproximadamente 8 mm de diámetro. 
Una vez montada se dejaron correr 50 mi de la misma .,olución a trovés de la columna antes 
de colocar la muestra. La columna, mangueras y conexiones se la\'aron con a[\ua bidestilada 
y se esterilizaron antes de usarse. 

Electroforesis en gel de Agarosa 

Tanto el carro como la cámara de electroforesis se lavaron con agua bidestilada. Se 
cierra d carro por ambos lados con cinta adhc,,iva y se coloca el peine formador de pozos 
cuidando que quede un espacio de 0.5 a 1 mm de agarosa aproximadamente entre el fondo 
del diente y la base del gel de modo que los pocillos queden completamente sellados. Se 
prepara un gel al 1 % con 0.2 g de agarosa diluidos en 25 mi de TBE J X. Sz calienta 
la solución a 50°C hasta que desaparezcan complct:1111ente los grfmulos, se agrega bromuro 
de ctidio a wia coucentración final de 0.5rgjml y se vierte toda la solución en el carro, 
se deja enfriar. Una vez que pnlimeriza <e agrega un poco de TBE y se sacad peine verticalmente 
con firmC7a. Se vierten 100 ... 1 de TBE en la cámnra, se de'J"cnde la cint" adhesiva del carro 
y se sumerge éste con el gel en la cámara de modo que quede completamente cubierto por 
TBE. Una muestra de aproximadamente 300 ng de DNA, cortado con enzimas de restricción, 
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aforada a 10 pi con TE y mezclada cnn 2 rtl Uc t.:t'lurantc se introJucc t;Il cada pocillo Jd 
gel con punta y pipeta de prefr.ión. Inmediatamente se conectan ln.0• cablc:i, se enciende la 
fucnlc <le poder y se regula par<1 correr la dcclroforcsis a 70 \~ la muestra migrc.rá haci:1 
el polo positivo ( + ). Cuando sale el primer colorante se baja el voltaje hasta O V y se desconecta 
la cámara. Se saca el gel rnn guantes, se culüca en el transiluminador y se observa con luz 
ultra\ioleta. 

Preparación de bolsas de diálisis y dlalimdo 

Se usaron membranas de di(iiisis Spcctraporc ele hasta 12 kDa de C\clusión de 1/2 
pulgada; se cortaron en fragmentos de 10 cm, se colocaron en 500 ml de una solución de 
bicarbonato de sodio al 2% y EDTA 1 mM, se dejaron en ebullición 10 minutos. Se enjuagaron 
yse trataron a ebullición 10 minutos en agua bidestilada, después se colocaron en agua bideslilada 
estéril y se almacenaron a 4°C. Las pin?as para sellar las bolsas de didlisis se lavan con agua 
bideslilada y se csterili1.1n. 

Para colocar la muestra a diali7.1r dentro de la bolsa se sella un ex1remo con pinzas, 
se coloca la muestra con pipetas Pastcur estériles o con puntas y se sella el otro extremo; 
la bolsa con la mucslra se coloc;.J en un vaso de precipitado con un voluml..!n de uno a dos 
litros de solución amortiguadora de diálisis, se deja en agitación con barra magnética toda 
la noche en cuarto frío ( 4°C). l()clo el proceso se realiza utilinndo pin7as, puntas, pipetas 
Pasteur y guantes estériles en el cuarto frío, al igual que al recuperar la muestra ya dializaJa. 

Purinraci6n Parcial de la RT del VIII-! 

La purificación parcial de la enzima se realizó Je acuerdo con el método de Le 
Grice (Le Gricc et al., 1987). Cultivos de 500ml de 111edio Luria, con ampici!ina (IOOJ'&'ml) 
y Kanamicina (25rg/ml), se inoculan con la bacteria anteriormente descrita y se incuban a 
37°C en agitación hasta alcanzar 1/2 de la fase lag (en este caso AmF~0.7), momento en 
el que se les agrega IPTG a una concentración final de 400 g/ml y se inrnban a 37°C durante 
cuatro horas para inducir la transcripción. Las bacterias se cosecharon por centrifugación 
a 8,000 rpm 5 min a 20°C. Esta pastilla se rcsuspcndc en amorliguador de lisis a razón 
de 2.5ml por g de bacterias, se le agrega lisozima a una concentración liiJJI de l mg/ml y 
se incuba a OºC durante 3() min. Se le agrc~a Tritún :\.-100 y ~..;i.iCl ;1 cunu.;nlrrtcionL'.:i finJk:~ 
de 0.1% y lM rcspcclivamcnte para completar la lisis. El lisado celular se centrifuga a ·10,llüO 
rpm y 4°C por 30 min; se rescata el sohrcnadante y se dialila Jurante tmb una noche contr:i 
amortiguador de di:ílisis. A este diali1ado se le agregan 0.3 volúmc1ws de amortiguadcr para 
remoción de ácidos nucleicos , st: incuba a OºC 15 min y se cenlrifuga a 10,000rpm duran!C 
15 min; el DNA queda en la pastilla, se rescata el sobrenadantc. La muestra libre de ácidos 
nucleicos se aplica a una columna de ·1.5ml de DEAE·Scphaccll que se equilibra y dcsarrnlla 
con el amortiguador correspondiente a una tasa de ílujo de 3ml/hora. Se colerlan fracciones 
de 350;d y se Icen a 280nm en el espcclrofotómctro; las fracciones de flujo continuo que 
contienen proteína y presentan acth·idad enzimática <le r~vcrso transniptas:i s~ mezclan y 
se concentran por di5lisis con amortiguador concentrador toda la noche. En la Figtu .1 9 se 
muestra el diagrama de éste proceso. 
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Purificación Parcial de la RT del VIII·! 

E. co/i M15 (pDMl.1; pRT/CG] -----~ 
Crecida en 500 mi de Luria Amp (IGO, .. g!ml)-K:rn (25J'lYml) ¡ 

'---------~~_.:-:--!:.~~ -··· -.. -- - _ _J 

jlnducció~:i:c.l~;~~;:;ri{:r~~~~ --- --¡ 
~=-=~-== =-~ _J_ -= ~-=-~--~= ___:====~ 
¡ Cosechar bacterias por ccntrifugaciún J 
· (5,000 rpm, 15') 

---~~--=~-~=--=-=--==~ 
Usar bacterias con lisoúma ·y N aCI J _______ x--=-=====--

1

:- Centrifugar a 40,000 rpm 1n hora J 
_ rescatar sobrcnadante (sn) '----_-_-_ _=_-=r=====-:-~==---
í Dializar el extracto (sn) y quitar :leidos l 

nucleicos con sulfaato de estreptomicina j 

~=~-==---e=--=---===~-=--
[ 

Cromatografía de lntcrc.1mbio Jónico en J 
DEAE-Scphacell _______ T ______________ _ 

Ensayos de actividad enzimáti·c;-~1 
de los picos de proteína __J '----- ¡---------

¡ Mezcla de las fracciones con J 
acti,idad de RT 

L ____ l ------
,-------:::- . -------···-·· ···---···------ --··--· 1 
j Concentración de las muestras por diálisis 
L_ y almacenamiento a -20ºc j 

Figura 9. PROCP$0 DE PURIFICACION DE LA RT. Diagrama del proceso de purificación parcial 
de la reverso transcriptasa apartir de extractos de células inducidas de acuerdo con el métoJo de 
U: Gricc c-t ul., 1987. 
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Electroforesis en gel de p<illncrilnmldn 

El proceso <le electroforesis de muestras de proteína en gel de po!iacrilamida bajo 
condiciones desnatnralizantes (presencia de dodecil sulfato de sodio o SDS) se realizó por 
el método de Laemmli (1970). En una cámara de electroforesis de llocfcr Scicntific lnstruments 
(HSI) se preparan los geles laminares de 16 cm2 y 1.5 mm de espesor, a partir de una solución 
de acrilamida 30 % ; el gel separador se prepara al 12.5 ';'ó de acrilamida, 20 '{{; RGB con 
0.5 )'.Vml de TEMED y 1 ,...g1ml de persulfato de amonio ambos al final para polimerizar 
la acrilamida. El gel concentrador donde se forman los carriles, se hizo al 13 % de acrilamida, 
10.7 % SGB, TEMED 05,...Vml y pcrsulfato de amonio 5J'g/ml. Tuda el proceso de preparación, 
manejo y tinción de geles se realiza con guantes. Los \idrios de la dmara entre los que 
se forma el gel deben estar totalmente secos y libres de polrn. Inmediatamente después de 
vertir la solución para el gel separador entre los \idrios se deposita cuidadosamente una capa 
de aproximadamente 600;d de SDS 0.1 %, una vez que polimeriza y se forma el gel se tira 
el SDS, se lava la superficie del gel con agua bidestilada, se coloca el peine formador de 
carriles y se \icrtc el gel concentrador; cuando polimeriza éste último se retira el peine, se 
lavan los carriles con agua bidestilada, y se secan antes de colocar las muestras. 

Se colocaron 100 j<l de muestra o una dilución de la misma aforada a 100 ;-O con 
A25 en un tubo eppcndorf y se le agregaron 30 ;J de solución amortiguadora de muestra, 
ésta mezcla se coloca en bailo maría a ebullición durante 3 minutos. Las muestras así tratadas 
se \ierten en sus respectivos carriles con sumo cuidado, evitando contaminación entre ellos. 
La electroforesis se corrió con solución amortiguadora de corrida a 60 V durante 12 horas. 

1inclón de geles de pollacrliamlda 

a) Tinción de Coomasic (Weber et alu 1972) 

En este proceso los geles se colocan en solución de Coomasic durante dos horas 
en agitación orbital continua ((¡() rpm}, después se quita esta solución y se agrega solución 
destcñidora 1 de una a dos horas, se p¡1sa a solución desteñidora 11 durante dos horas y 
finalmente a metano! 50 %, siempre en agitación, hasta obtener el contraste deseado entre 
el fondo y fos bandas de proteína. Esta tinción se aplicó a los geles donde se corrieron muestras 
que contenían cantidades relativamente altas de proteína. 

b) Tmción con plata (Wray et al., 1981) 

Inicialmente se coloca el gel en metano! 50 ';;, en agil<;ciún con!Ínua (60 rpm) de 
2 a 20 horas, se le hacen dos lavados de 30 minutos en agitación con agua hidcstibda y 
se deja en metano! 50 % dos horas más. La solución A se vierte en un matra?, en agitación 
(con barra magnética) y se se le agregan gota a gota y despacio 4 mi de solución B cuidando 
que no se precipite la plata; una vez hecho esto se afora la solución así formada a 100 mi 
con agua bidcstilada. Se lava el gt! .:on agua bidcstilada y se Je agrega la solución recién 
aforada con la que permanece en agitación (orbital) durante 20 minutos. Transcurrido este 
tiempo se lava el gel con agua bidestilada 5 minutos y se le agrega solución reveladora preparada 
al momento, se deja en agitación hasta que aparezcan las bandas de proteína y cuando tienen 
la intensidad deseada se lija la tinción parando la reacción con ácido acético 1 %. Los geles 
se pueden destciiir con ácido nílrico 50 %. Esta tindón se utilizó para detectar c.1ntidades 
muy pequeñas de proteína. 
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Ensayos de actividad enzirn:ítica de las R'rs 

a) Activi<bd cnzim;ltica de la RT del VIH-l 

Para dcteclar la acli,idad de la RT duranlc la purific.1ci('n se realizaron rnsayns de 
reverso transcripción, t's decir síntesis Je polidcsoxirrihnnuc!cútidns sobre un molde de 
polirribonuclcó1ido. Corno mulde se utilizó poli(rC) 10¡.g!ml; oligo(dG)10 5~g/ml, como cebador; 
dGTP 5,uM y ¡"·32P]d(;TP lf'Ci, como sustrato; Lris-HCI 50 rnM pH 8.0, DTT 5 mM, !ri16n 
X-100 0.05 %; olros reactivos (MgClz, NaCI, KCI) a diversas rnnccnlracioncs, como se indica 
en las figuras; así como de 1 a 4 ,..1 Je muestra de RT parcialmente purilic;ida. lodo en un 
volumen final de 50 ;d. Para los ensayos de replicación, sín!esis de un polirribonuclcótido 
sobre un molde de polirribonucle6tido, se u1ilizaron los mismos reaclirns cambiando el cofactor 
por Mn + +, agregado como !\1nCl2, y el suslrato por GTP y ( "·32PjGTP a las concentraciones 
usadas para el olro suslralo. El !icmpo de incubación a 31'C inicialmente fue variable y posterior­
menle se fijó de acuerdo con los resultados obtenidos. 

b) Actividad cn1jmá1ica de la AMV-RT 

Estos ensayos se rcali1:iron en un volumen final de 50 ;i.I de meda compuesta por 
los siguientes reactivos: lris-HCI 50 mM pH 8.1, DTI 1 mM, KCI 40 mM, poli(rC) 10,uglml, 
oligo(dG) S;tgiml, dGTP 5 M y 1,.ci de ( 32PJdGTP (susliluycndn los dns últimos por GTP 
5 f<M y por 1 p.Ci de ( ""32 PjGTP, rcspeclivamcntc en los ensayos de replicación); las con· 
ccntraciones de MgCh y de MnCI¡ fueron variables como se indica en las figuras, a ésta 
mezcla se le agregaron aproximadamente 2u de AMV-RT y se incuhó 10 minulos a 31'C 
en todos los casos. 

c) Detección de la actividad cnúmática 

En todos los ensayos la reacción se paró con 4 ,u.I de EDTA 0.5 M y la mezcla se 
virtió en filtros DE-81 dejando que se absorbiera completamente, a los filtros así impregnados 
se les aplicaron 3 lavados sucesivos de 5 minutos con solución de lavado y dos lavados instantáneos 
con elanol; se secaron a 31'C y se colocaron en viales de vidrio con 3 mi de líquido de 
centelleo. Los viales se pasaron a un contador de centelleo líquido, ll-Mini Axi Beta 260 
Tricarb 4000, para medirlos bajo un programa de detección de emisiones ll por 32P duranlc 
1 minuto cada uno; para determinar el número de cuentas de fondo se utilizó en lodos los 
experimentos un filtro sin muestra dentro de un vial con 3 mi de líquido de ccn!dlco. 

d) Determinación de la incorporación de substralo 

Para calcular la equivalencia en pmol de las cuentas por minuto dctcctad:.s se utilizaron 
los siguientes datos y ecuaciones: 

1 Ci = 3.7 X 1010 desintegraciones por segundo (dps), luego 

1 )'-Ci = 3.7 X 104 dps, es decir 

1 )1.Ci = 2.22 X 106 cpm (a) y ésta es la radioaclividad que se u1ili1,a en cada ensayo. 
En 50 ¡d de mezcla de reacción hay 250 pmol de suslrato (ya que la concentración final es 
5 JlM), asf que 250 pmol = 2.22 X 106 cpm, de la ecuación (a), y enlonces se licnc que 
1 pmol = 8880 cpm. 
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RESULTADOS 

I REVERSO TR.-\'.'ISC!m'L\S,\ OEL Vlll-1 

Extracci6n dt•l plúsmido 

Antes de proceder a la purificaciún de la RT se realizaron extracciones de plásmido 
para confirmar su estructura mediante algunos cortes con enzimas de restricción por un lado, 
y por otro para disponer de plásmido para transformar bacterias. En la primera extracción 
se obtuvieron 15(}.J de solución de DNA de plásmido en TE a una concentración de l.5'J1tg/l'I, 
en la segunda se obtuvo el mismo volumen pero con una concentración de 1.61,..g.1,...1. Este 
DNA plasmidico se utilizó para hacer cortes con enzimas de restricción ensayando con Eco 
RI y .Yho l. en la Figura 10 se aprecia el resultado de estos cortes en una electroforesis en 
gel de agarosa, el peso molecular de los fragmentos obtenidos corresponde al tama1ío que 
se esperaría a partir del mapa de la Figura 7. Estos resultados confirmaron la estructura 
de pRT/CG por lo cual se procedió entonces a la purificación parcial de la RT. 

23.1-. .. 

9.4~ 
6-5-----~-

4.3-----

ph 

(x 1000) 

2 3 

l'igura 10. CORTE !JE!. Pl./\SMIDO CON EN:t.!MAS DF RESTRICCION. C"nil l. maíl·aJor 
de pc!io molcndar (gcnrnnJ Jcl fog,o lamhJa corti.1Jo ~·ün llind IJJ; :!, pllT.1CG t'\1 r1:1dt' rt10 E4..·o 
IU rcsul1and1) dos fragmcnlos de aprm:imaJamcntc J.2 y 2.H Klloh.tsl~:-; .1. pilT,'CCi ú)f\aJ¡_1 oJn 

Xhnl produce el pl;ísmido lincaruado de aproxtrnadaml'ntc: (J K1kiha!ic~. 

Purincaciún parcial de la RT del VIII-! 

Se siguió d método de Le (irice y colaboradores ( llJ87). particnthl siempre de cultirns 
Je SfXl mi de bacterias. Aunque se realizó en varias lH:asioncs slilo se mueslran. para algunas 
fases, los resultados Je una Je las purilicaciuncs. Debido a que la RT se obtuvo a partir 
de un vehículo de expresión (ver Materiales y Métodos) se aplicaron algunos de los pas,,s 
de purilicatiún a cultivos bacterianos no inducidos con ll'TCi. 
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El proceso de purificación parcial se analilú mediante clcclroforcsis en t~cl de 
poliacrilamiJa en CtHlllicioncs dcsnaturalizantes (prl''Cncia de <fodccil sulfato de 'odio; SDS­
PAGE, por sus siglas en inglés) como se muestra en la Figura 11, donde es clara la presencia 
de una banda muy intensa Je proteína de 64 kDa solo en los carriles correspondientes a 
cultivos bacterianos inducidos, ésta banda es precisamente la RT del VJH. 1 y c.stá totalmente 
ausente de los carriles de cultivos no inducidos. 

'l2.5 -

66.2 -

45.0 -

31.0 -

21.5 -

(kDa)lliilílR'-..-._._._...,....,....,.""""1 
Figura 11.ANAUSIS DEL PROCESO DE l'URIFtC,\CtON POR SDS·l'AOlo. t'Jce1roforcsis en 
gel de pvtiacrilamida de las muestras en los p.1sos de purific1rión; el gel !-.C tiñó C(Jfl C0omasic. 
Carril M, marcadores de pi.:!>o molecular. C1rrilcs 1 ~-t 3 a par1ir de células nn índundas; carnlcs 
4 a 91 a partir de célu\35 inducidas. 1, extracto celular; 2, extracto celular díalil..vlo; 1, cxtr:iuo cclul<ir 
dializado y sin áciJos nurlcicos; -l, C.\trarto rclular; 5, cxtrarln n:Ju!ar tfo\i¡¡H.ln; f1, extracto cclul;ir 
diafü_ado sin árido nucleico; 7, fracdón que cluye de \¡¡ column,1 no111.1tl1gr.ííir;1 ..t 2.S m.\1 de '.\':1ll; 
8, fracción que cluyc de Ja misma wlumna 11 200 m.\-1 de :'\ali y 9, fr;1tY1onc" .td pin) 1k ::!5 
mM de NaCi mezc\ildas y conccntrnd;is. 

Al analizar la cromatografía de inkrean1hiu iúnico rn DFt\E-:;ephaccll, 'e: ullluvic1 on 
dlls picos principales de: prntcína cuandu se mitli<'1 la ahsmhrncia Je !;1.-, fracciones a 2.'-:IJ 
nm en el t:spL'Ctrofotómt:tJO; de éstos ~<ilo d primero, qul' duyc a ~5 m~t de NaCL prcscntú 
acti,·idad de RT (Pi8ura 12 ). 

Un anúlisis de la artivadad 1..:111.im,ílii.:.:a, ... le rcvcr.i.;n !r:1n·:nipci1'~11, lk \a..;, fa-.c:-. dl' dichn 
proceso reali1:1do tanto a partir de célubs inducidas como "''inducidas aparece en la -1~1hla 

li y en la Pigura 13. Es 11ntablc el ;111111u\lo tk acti-.idad a 1ravé-.s de l:t purilicacili11 rara el 
primer caSl\ donde se akar11a un m~í.ximo en las fraccirn1cs que: cluyen a ~5 m:'\1 d~ NaCI 
de la columna de DEAE-Scphacell (intercmnhin i,·,nirn), en tant" que las fracciuncs cluidas 
a 200 mM de NaCI pdcticamcnk no presentan aclividad; Jl"r cnntraslt' rn;indo se usaron 
c·élulas no inducidas no se observó tal aumento de activiJad. aún cuando p;ircl~ c.,i.stir un;, 
acli\idad basal extremadamente baja. 

Debido a qt1c S'-' utilizó Tritón X-100 durante la purificaci,·in, nu fué p<l>ihlc cuantilicar 
la proteína obtenida ni calcular el número de unidades de actividad cn1im'1tica. La actividad 
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o 10 20 30 40 50 
Número de Fracción (350µ1 e/u) 

Figura 12. CRO\L\HJ(il{,\l'J,\ flE l'.TFRC\\!íllO IOSICO ¡,, rolumna de IJF,\l'-Sephorcll 
se desarrolló con solución amnrliguatfor:l lk clucif>n ;i 25 m\f de '.'<.1CI y ur,a vc1. que ~.1hú el primer 
pico :;.e clu)Ó ron l<t mi!>ma solut:iéin a 200 m~i úc ~110, cnmn se indica. Se midio la ilbsnrbcnria 
di.: IJ.'> fr;1coonc.'> .i 280 nm ( 1) y la iWlh·idaJ Je ri.:vcr~o lr<.ill-'>l'ripra .... a ,Je IJ.<.. m1.'>m:ts (*)·Para 
lo.'> cn.'>;\yt"• de <1rli\.Ídad .'>C us;iron 10 "'' de cad.1 fr.icric~n. ~fgCl! 10111,\1 y KCJ 120 m\f. 

fnducidas No fnducidas 
Fase úc purific{lci1in Dclcrción (cpm} dGTP lncnrpnradolktcrciún (rpm) dGTP lncorpor.1do 

-------~---------------JpmoJL_ ··- --~--f-Pmill~-----
Extí.:1l'lp0 \.'luJu 12.-HHi IA ~.50·1 O.J 

~~:~~~:~ ~:~J'.~~;~~/1 
nuclcJúi.'> 1~1:]~~ l~:~ i:~~li cij 

Fr;1cción que duyc a .!5 m\1 ch.: '.\.iCJ .11/J.'>17 37.2 
Frarri1)n que clU)C ¡1 :!l!O m.\1 de :\.iCJ 2.521 0.3 

T;1hlaf1. :\cti\·11.J;id Je las muc!-.Tra~ en la íasc5 de purificación. & muC!-.lran los n:suJt¡1do5 para t.'xlracdón 
Jpar1ir de células inducidas y ap<mir de rélufas no inducid:1s rnmo se indica. !:r hl;mco regis1rado 
fué de 9-D cpnl. 
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Figura 13 . .l\CDVIDAD DE ltr EN LAS F,\SES DE l'URll·1Ci\Cl01'. Apartir del cultivo de 
células inducidas (a); a partir de cultivos de células no inducidas (O-). A, cxtraclo cruJo; B, extracto 
dializado; C, extracto dializado sin ácidos nucleicos; D. fracci•'.in <le la colum1u que cluyc a 25 mM 
de NaCI y E fracción que eluyc a 200 mM <le NaCI r.Jc h1 misnw columna. Se usaron 5¡J de muestra 
de cada fose, MgCI~ 5 m~ y 30 minutos <le incubación en ..:ada ensayo. 

-E~l ~~'·~·c~st~rn~-~v~al~"ro.cn.íinaL~0,_ ____ lliJccci.i114'f\J
77 

'IG.:rr_Jrn:m~W°J}_ 

E2a 250 % i?.t I0.95 
E2b 1 Ko m:so 1 14. 92 
E2c .\50 J:l.l,2-13 15.12 

fE.~ ~~ 1 ~~:~~~ 2~:~~ 
E3b JO() 'J<J,467 11.20 

Tabla 7. Ac1ivida<l de lus muestras obtenidas en lrcs cxtrnccioncs. El número de IJs muer.tras se 
refiere a la extracción y la lctr;1 minúscula a la muc . ..,lrn par1iculJr. El ensayo se realizó ulilil.ando 
las condiciones óptimas para actividí.HJ de TU' y ·1 r-1 Lle muc.i:.lra en c.:ada c<1so. 

JO ·-------·-------·----·1 

(\ rzo í:.'b [:'c. [:.'d íJo 

¡.,l,_¡eslra (n:imotico 

Figurn \.1. AelWl\11\ll DE RT DI' LAS ).!U\,'>nl.l\S Off!ENID,\S E~ J EXTRACCIONES. 
El ensayo !.C hi1ó en condiciones óptimas p;1rn actividad tlc Rfcomo se describe en la Tabla 7.Los 
letreros so11 i~ual que en la T<lhla 7. 
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Condiciones úplimas de actividad enzimática de la RT 

a) Tiempo y concentración de cn1jma 

Las condiciones óptimas de ensayo de la RT reportadas hasla ahora son v:11iab!cs 
(Le Grice et al., 1987; Lrnthardt y Le Gric.:, 198S; Cheng et al., 1987; Lardcr et al., 1987), 
por lo que ~e decidió dclcrminar las condiciones óptimas a usarse durante C.stos cn~<tyo~. 

Inicialmente se rca!it'aron l!nsayos tlc cinética enzimática para Jekrminar el tiempt,dc incubación 
mfi.s .:1dl.'.cuado, con1ll se indica en b Tabla H y en b Figura l~ icsult1~ ser dl' 30 minutos, 
tiempo de im:ubación que se usú en lo!"-. l:'nsayos suh-.;L·cucntes. Se cncontrú que b RT l'5 
incapaz de polimcriwr nuclcótidos en ausencia de molde 1.Tabla 11), a diferencia de lo que 
ocurre con otras polimerasas (Chambrlin, 1982). El rcsuil:Hfo de cnsayPs a diw1 "" rnn­
centraciones de enzima aparece en la 1abla JO y en la Figuro 16. 

b) Concentración óptima de MgCl2, NaCI y KCI 

La determinación de la wnccntrJción óptima de (Mg + + J se realizó en presencia 
de NaCl ya que ésta sal ha sido utilizada a diYersas concentraciones por el mismo conjunto 
de autores (Le Grice et al., 1987; Lcuthanlt y Le Gricc, 198S). Si bien no se hizo una curva 
completa de NaCl, '" usaron bs concentraciones rcportnclas que son 2 mM y 50 mM respec­
tivamente, y como se ve en la Figura 17 y en la 'fabla 11, el mejor resultado se ohlurn a 
2 mM de NaCl en combinación con 5 mM de MgCl2 que fu~ el óptimo para éstc cofactor 
de la polimcrnsa. Habiendo encontrado las concentraciones óptimas de los reactivos antcrinrcs 
se procedió a realizar ensayos a divcrsafi concentraciones de KCl, ya que se ha visto que 
es necesario para la actividad de otras RT's (Manialis et al., 1932; Lardcr el al., 1987); .;in 
embargo, como muestran la Figura 18 y la 'fahla 12, se encontró que la mejor acti,idad se 
obtiene en ausencia total de KC!, por lo cual éste compuesto no se utilizó en ensayos posteriores. 
Finalmente, se realizó un ensayo de cinética cn7im:\tica bajo las condiciones óptimas (Tabla 
13 y Figura 19) que serviría como punto de comparación para ensayos posteriores. Las comliciones 
óptimas de actividad en1imática de la RT se muestran en la Tabla 14. 

E2 
t de incubaci6n a Detección (cpm) dGTP Incorporado Detección (cpm) dOTP Incorporado 

~-3uf~c~lm_'"-"_'~->~~~~~~~~~~->.(pma.~~~~~· .~~~~~lll!ll)________ 
o o o o o 
5 2,980 3.3 2,303 

10 4,b31 5.~ 4,238 
15 l1,W5 6.8 5.J06 
JQ 9,0.JS 10.2 7,737 
60 8,6i9 9.8 6,926 

2.6 
4.8 
6.0 
8.7 
7.8 

Tabla S. Cinética Enzimática. Acti\idad de rcvcrw trnnscriptasa durante un experimento de cLnélica; 
a diferencia del restro de los experimentos aqu( i;c utilitó una concentración Je 50,11..\l de ;<;ubstrato, 
por lo que 1 pmol = 880 cpm. El blanco íué de 199 tpm. 

---Entimn~olilL.___UlLincuhacifuL(min)___J.k1cmilll...ú:pm¡__.urrl1'..JñCo~<LlpmulJ__ 
+ + o o o 
+ + 30 2.2-1.577 25.29 
+ 30 1,072 0.12 

+ ~ ™ om 
Tabla 9. Actividad de RT en ausencia de O\O!dc. [:I t:n!'iayo se n:alilü u1ili!.111<lo ·l ,u..l Je El paí.1 
cada tubo y en condiciones óptimas para actividad de H.T. 
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Figura 15. CINETICA ENZIMATICA DE ACTIVIDAD DE RT. Se usaron 4 }'!de muestra con­
centrada de la primera cX1racci6n y 2 jl1 de la segunda extracción., las concentraciones de M¡,rQ2 
y de KQ fueron 10 m~1 y 120 mM rcspcctivnmentc en d ensayo 

Cantidad de Detección dG11) lncor· Detección dGTP Incor- Detección dGTP lnCOr· 
_mucs~~m..)__parad!L(pmoJ)___(cpm)__ ___ porad<L(pmalL_.!cpm)....__porul<L(pmal).. 

o o o o o o o 
0.5 127,788 14.0 119,620 13.2 17,595 1.6 
1.0 168,S!J 18.5 126,085 14.0 39,9n 4.2 
1.5 182,598 20.2 134,008 14.8 32,711 3.4 
2.0 193,533 21..4 129,719 14.3 67,601 13 
2.5 212,447 23.5 126,&16 13.9 75,203 8.2 

Tabla 10. Ac1ividad de RT a diversas ronccnlradoncs de enzimas. En el ensayo se utilizó una muestra 
de ca.Ja extracción. El blanco fué de 3,356 cpm. 

u~-------·-

Figura 16. ACl1V(()AD DE RT A DIVERSAS CONCENil\J\CIONES DE ENZl:MA.Mucst.ra 
de enzima El (• ), E2b (e-) y E3b (.J). En el cnr.ayo se u1iliz..aron condiciones óptimas. 
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__ ---2'ill.2_mM ~!Lm.\L_ 
Concentración de MgCl1 Detección (cpm) dGTP Incorporado Dcrc.cción (cpm) dGTP Incorporado 

_(nllt)__ (pmol)__ ___ ·---- __ ·-· .. _(pnml)__ ___ _ 
o 9'Al (J 3(,7 o 
1 1.031 o 623 o 

l,017 o 9,923 1 
3 6,63ó 0.6 21.072 2.3 
5 60,53-1 6.7 2.1.5-tJ 2.6 
8 42,566 4.7 26,406 2.9 

10 22,791 2.·I 29,259 3.2 
12 17,275 1.8 •11,944 4.6 
15 15,430 1.6 50,196 5.6 

Tabla 11. Conc~ntración óptima e.Je Mgc.12 y N:iG. Actividad eniimátic;1 1.k RT a l.hvcrsos con~ 
centradones de cloruro de magnesio, ulili7..ando solo dos ro:iccn1racioncs difcren1es de N'aCI. El 
blanco, como se \'C, fue de 990 cpm y de 367 cpm re.'ipeclivamcntc. 

o 
'l.l • 
o ' 
~ 1 s 3·· 

o. ,_ 
!g 2 

.. 6 8 10 12 

Concentración de MgCI, (mM) 

Figura 17. CO~CE\TRACIO~ OPll\fA DE :i.tgCL: P>tra cncon1r~1r la concentrJción óptima de 
MgCI! se hicieron cm.ayos en prescnl'ia de NaO 50 m~t (o) o en presencia de :'\,J('I 2mM (t). 
Se usaron 2 ¡J de enzima en cada ensayo y KO 120 m\1. 

--.Cmu:cnuaciillLilc...K.C~l~('"m~\41) ____ !)~1.<J:cióIL(._cpm)__. 
o 89,174 
10 5-1,078 
20 59,661 
50 50,213 
80 45,303 
100 30,676 
120 ·I0,863 
140 33,706 
160 25,382 
180 13,010 
200 10,266 

1l{"jTP Ini:arµo.ra.d.uJprunl)__ 
10 
6.1 
6.7 
5.6 
5.1 
3.4 
4.6 
3.8 
2.8 
1.4 
1.1 

Tabla 12. Concenfraci6n óptima de KO. Actividad de rvcrso transcriplas.a :J diversas conccntrnciones 
de Ka. 
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Figura 18. CONCEl\'fRACION OPI1MA Dll KQ. En cstoo ensayo< se urilizó una concentración 
de MgC!2 SmM y de NaO 2mM de acuerdo con los rcsult;1dos ob:enidos previamcn1c; a.sí como 
30 min. de incubación a 37°C . 

t de Jor11har~óg a 17oC (mio) Detección (cpm) 
0 

dGTp lnmrpw:ado (pm~) 

5 39,979 45 
JO 86,767 9.8 
15 123,878 13.9 
30 145,314 16.4 

Tabla JJ. Cinética enzimática en condiciones óptima!:. Actividad de rc\·ciw transcriptasa en en un 
ensayo de ciné1ka enzimática rcafü.ado utilizando las condiciones óptimas cnronlrad.'.IS para esta 
actividad. 

Figura 19. CINETICA EN CO:O.U!CIONES OP11MAS. Se u<iliwron las condiciones óptimas paro 
actividad de RT (Tabln 14), así corno 1 !'¡ de El. 
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¡-· r.~Ei';·--------- g :::~: --!
1 1 NaCl Z mM 

'--o-____ ¡ill_______ .o__ ____ _J 

Tabla H Cond1c1ont.$ optimas par,1 actMdad de Rf Se en!is1an las r:onilid~incs optim;J<; p.1r.1 la 
ac::tividad de rcvcrso tTJnscriptas.a <k la RT del VlH-1 dt:tcrmindJs ;i !n !a;go de e~tc !rahaJ•' 

Caracterización de su actividad de replicasa 

La rccupcrJciún de actividad de rcplicusa ~e cun,;;íguió pruvocand~) pérdida U\! 
especificidad en la RT mediante la wslitución de cofactor nawral Mg ·• ' pDr Mn + +, de 
modo que la enzima fué capaz de utilizar ribonudcótitlo., en lugar de dcsoxiirihonudcótidos 
como sustratos. 

Se encontró que la RT es capaz de incorporar ribonuck6tiJos "ún en presencia de 
su cofactor natural Mg + +; no obslantc, en presencia de Mn + + la incorporación de dichos 
sustraios fué mucho mayor como se aprecia en la Tabla 15 y en la Figura 20. En olro experimento 
realizado con una muestra cn7jmática de alta actividad se encontró una at·iividad de rcplicasa 
mucho mayor; así, el máximo de actividad de rcplicasa que e1 7.5 pmol de GTP incorporado 
(Tabla 16, Figura 21), corresponde a aproximadamente d 45 % del máximo onlcnido en actividad 
de RT que fué 15.2 pmol de dGTP incorporado (Tabla 13 y Figura 19) con la misma mucslra 
enzimática (l;J de El). Las condiciones para actividad de rcplicasa de la RT di VIH-1 aparecen 
en la Tabla 17; en la Tabla 18 se comparan las condicionc.1 para acti1idad de lranscripción 
inversa y <le rcpHcasa para esta enzima. La alta ac.:tivic.fa<l de rcpJicasa obtenida n1n muestra'l 
de RT parcí~tlmcnte purificada condujo a la rc¡llización de experimentos .similares con una 
RT pura, homogénea. Para conseguir és!e propósito se milid1 la Al'vlV-RT adquirida en SJ(;MA; 
los rcsulia<los de cxp~rimcntos con ésta enzima se describen a continuación. 

Conccn1ración de Dcleccíón (cpm) G11l lncorpor.:n1o Dc1cción (cprn) CiTP 11\wrporado 
Cof·tf!OT (m\f (~-o o o o 

l 11,270 0.9 o o 
3 15,855 l.4 1,4')() o 
5 21,011 2 t,551 o 
8 !5,653 1.4 :!5-ll O.l 
JO 10,228 OR I,769 O.<>l 
l~ 9.-lGil 0.7 L72-l 0.03 

Tabla J.S. r\cli\idad de re:plicas.1 en prcsc ncía de mang::incso y en prc.scnc¡a óe nwgn,::~ío. n<:liviJad 
cnzimá1ica úc rcp!icJs~ ti'l.ntn en presencia de manganeso como en pres.end~ de m;ignesio.I .<1 aclh1ct11d 
más aira de replica!>.':! s~ J.1 en prcsenda de mí1ng.1nt.::::;:i. '-¡,: 11fili1ó una mucslr-J de RT Jtl Vlll·l 
de baja aclwidaJ. 

__c::nru:<nllllcián..de...Ma.:..:..[m.\l) Dctccrión.(cpm) GTP 1ñ.ro1¡xu:ado.i¡lllllll,L___ 
o o o 
1 40,244 u 
2 W.129 6G 
5 61,170 6.7 
8 67,820 7.5 
lO 55,315 6 
12 44,421 4.8 
l.S 27,G72 2.9 

Tabla 16. Ac1ividad óptima de rcplicas..1. AtHvidad de n:pficasa má-"> aha cnrnntrnda rou una mucsrra 
de alt:i actividad e.ni.imática (El). 
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Figura 20. AC!lVIDAD DE REPUü\SA DE LA RT DEL Vlll-1 l~'l PRP-~ENCIA DE Mg02 
Y DE MnOi.. Para estos ensayos se utilizó GTP como substralo y Mn02 (•} 6 MgOz (ó) como 
coractor a diversas concentraciones 1.-omo s.c indica. Y: u.~6 l;J de cn1ima de ta segunda cx1racci6n 
(baja actividad), 30 minutos de incubación y sin KO. Se aprecia ncthidad de RNA potimcrasa RNA 
dependiente más alta en presencia de Mn02. 

o 
E 
.9 
o 
~ 
lH 
"' l; 
o 
.5 
n. 

:; 2 

------------------

o.•--'----"'---'---'---'---'---'--~ 
o 4 & 10 12 14 16 

Concentraclon de MnCl1 (mM) 

Figuro 21. ACITVIDAD OPTIMA DE REPLICASA. Se usó 1,.J de enzima (El), 30 minutos de 
incubación y sin KO, es decir rondiciones óplimns para ar:tividad de rcplkl\s.1. 
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Tabla 17. Condiciones óptimas para actividad de replicas de Ja RT del Vll!-1. Condiciones de ensayo 
para aclividad enzimática con Ja¡; guc se enconlró la actividad de replic-nsa más alta. 

RC\'erso - RNA Replicasa 
1----------'Jb.raJIDL<:StlC;atiptasa_ ______ _ 

pll 
MgC'2 
MnClz 
NaCI 

8.0 8.0 
5 mM 

2 mM 
5 mM 
2 mM 

;J__ ____ _!l....W.IU...----"...ill.lll.._ _ __J 

Tabla 18_ ComPJración de las condiciones óptimas de ensayo para actividad trons.crip1as.a y de rcptica.sa 
de la RT del Vlll-1. En realidad sólo difieren en que para un caso se utilizó magnesio y para 
el otro manganeso como cofactor. 

11 REVERSO TRANSCRll"fASA DEL AMV 

Cnractcrerizacl6n de su actividad de repllcnsa 

Todos los ensayos con AMV-RT se realizaron utili1,1ndo las concentraciones recomen­
dadas por el proveedor (ver Materiales y Métodos), excepto para el MgCb. Sc analizó su 
actividad de reverso transcriptasa tanto en presencia de Mg + + como de Mn + +; en presencia 
de éste último cofactor ~s capaz de incorporar dcsoxirribonuclcótidos a una tasa muy baja 
como muestran la Tabla 19 y la Figura 22. 

'ii 
! • 
¡ 
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Con0t!llftad6n ót OQ!toto4' (11:U.l 

Figura 22.ACllVJDAD DE Rb"VERSO TRANSCRlPClON DE LA AMV-RT EN PRESENCIA 
DE MgCJ2 Y DE MnOt En estos ensayos se usaron las condiciones recomendadas por el proveedor 
(ver materiales r métodos) cxepto rofactor:Mg++ para el primer caso(•) y Mn++ para el segundo 
(o). 
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Concentración de 
caroctor (mM 

-----!\1-n~·.---------·----

Jlcl<.ccióll-(cpm) <IG'!·p lncorpora1!a_(pma1)_Dctc.cción_(qun)_.;l~pmnl)_ 
o 
3 
s 
10 
IS 

o o o o.o 
62,701 6.7 8,2&1 0.6 
96,IOS 105 O O.O 
&4,269 9.1 o o.o 
59,017 6.3 o o.o 

Tabla 19. Acli,idad de re\'CCSO tnmscriptasa de Ja RT del AMV tanto en presencia de manganeso 
romo de rnrsgncsio; en ambos casos Jiay acti\.idad, pero en presencia de Mn++ es muy baja. 

Concentración ele Mn Mg 
Co(acior ( 

Detección (cpm) GTP Incorporado Delección (cpm) G'Jll Incorporado 
).._ 

o o o.o o o.o 
1 39,t41 3.9 7,495 0.7 
2 12,603 0.9 9,572 0.9 
3 7,256 0.3 9,111 0.9 
5 S,489 O.t 9,482 0.9 
8 5.556 0.1 9,428 0.9 
10 10.752 0.7 6,809 0.6 
12 5,256 0..1 8,:!00 o.s 
15 7,671 0.1 7,034 0.6 

Tabla W.Acti\.idaJde rcplitas;i de Ja RTdcl r\:0.1V. Esla rcvasotr:u1scrip1:.1sa incorpora ribonudeótíJus 
1an10 en presencia de manganeso como en presencia de ma¡,.>nesio, aunque en éste 1il!imo raso lo 
hncc en un porcentaje muy bajo pero significa1ivo. 

Posleriormcnte se hicieron ensayos para analizar su actividad Je rcplicasa en presencia 
de los dos cofactores anteriormente citados; las curvas de actividad se muestran en la Figura 
23, donde es claro que puede incorporar rihonuclcótidos en presencia de cualquiera de los 
cofactores, aunque lo hace con mayor eficiencia en presencia de Mn + + (Tabla 20). 

Figura 23. ACTIVIDAD DE REPLICASA DEL\ AM\'·RT.EI ensayo se realizó tan10 en presencia 
de Mn++ (•)como en presencia de Mg+• (O), uliliz:mdo 10 minutos de incubaciuón a 3fc y 
GTP como substrato en ~u~1itución Je dGTP. 
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-----,;----c-,---~~~--------------
___coaccpt ra ri¡)n ge ".Jo (m!\1) Duc:i::-::.if.t'ti~gD----·-·-!.l.GIT...lnr~lnda Cpmol) 

1 30,921 3.3 
2 7,676 0.7 
3 .1,914 03 
4 3,700 0.2 
5 4,22\l 0.3 
W ~m M 

Tabla 21. Efecto del mimgane.so sobre la ac1iv1dad de rcvcr..o tranr.criptasa de 1.1 RT Ji.:.1 AMV. 
Se mantuvo una ronccnlración óptima Je maI,'Ticsio p.Jra al'tividad Jcrc\cr,.u traM>criptt1·-.1 en tC'<lo 
el cn~yo; además se agregó manganc!>O a \J!'> (onc.:c::ntr.mant:s 1ndic;1das. E.s no1ah\c qu!: .1 l m\1 
de manganeso hay ya una inhihictSn del SO':;: Je la actividJd Je reverso transcriptas.1. 

-~C~omn~cc~n~trn~c~jó~tb~' ~'"''g;-....~(,..m~'•._,_ ___ ._n~9r¡fcµm)_-·---~ilill'Ll.Nc°T'Jrado_(pmcl).__ 
1 ~~ u 
2 27,459 3.0 
3 19,567 2.2 
4 20,672 2.3 
5 19,644 2.2 
to 16,085 1.8 

Tabla 22. Efecto del magnesio sobre la actividad de replic~SJ. de la RT del AMV. Se mantuvo 
Ja concentración óplima de manganeso para la activida11 de replicas.1 en todo el cns.ayo; además 
se agregó magnesio a las concentraciones indicadas. La prt.s.cncia de magnesio eleva la activid;u.J 
de replicasa., es decir, aclúa cooperativamente ron el m.rnganc..-N p.u;i. esta arti\id;1<J. 

Se midió también el efecto de la interacdón de ambos cofactorcs con la enzima, 
aplicando hin++ a diversas conccntr,1cioncs y manteniendo la concentración óptima de Mg + +, 

para actividad de re\'ctso transcriptasa; para actividad de rcplicasa se mantuvo constante la 
concentración óptima de Mn + + y se varió la concentración de Mg + + en el mismo ensayo. 
Los resultados aparecen en las Tablas 21 y 22, así como en las Figuras 24 y 25. El Mn + + 
juega un papel inhibitorio para la actividad de reverso transcriptasa, mientras que el Mg + + 

actúa cooperativamente con el Mn + + en el intervalo de 1 a 5 mM, elevando la actividad 
de replicasa. En la Figura 26 se muestra una comparación de las curvas de actividad de 
transcripción inversa con la de actividad de replicasa; la actividad de rcplicasa en este caso 
corresponde al 30% de la actividad de RT de la enzima (Tabla 23). Las condiciones para 
las dos actividades enzimáticas de la AMV-RT aparecen en la 1:1bla 24. 

--=C<l_n_e<_l_ra_c"'ió,...n_d_c---=o,...e-tcció~A""· dccni~1"'*"':,,"-\"'rtc......,Ru"~-·G"'·¡"l'-i,...n_co_rpo_r.-ad-o--,,D-,-,e-cc"'(ó"-r~.,,r,,,(~""'~01c..._Rr.g!~ Incorporado 

rofactoÓ (mM O ~------O-· ___l. . .,p~~"'º'") __ _ 
1 71,690 7.7 39,111 3.9 
2 82,456 8.9 12,603 0.9 
3 56,723 6.0 7,256 0.3 
5 64,738 6.0 5,489 0.1 
s 54,976 5.8 5,556 0.1 
10 53,624 5.7 l0.752 0.7 
12 47,721 5.1 5,256 0.1 
15 41,407 4.4 7,671 DA 

Tabla 23. Actividad de rcve~ transcriplasa vs actividad de rcplica.sa de la RT del AMV. En cnda 
ensayo se usó el cofactor y el substrato correspondiente para cadn ac1ividad, eS decir: magnesio 
y dGTI' para la actividad de reverso transcriplasa; manganeso y GTP para actividad de rcpliras.a. 
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Figura 24. EFECTO DEL Mn•• SOBRE LA AGnVIDAD DE REVERSO TRANSCRIPTASA 
DE LA AMV·RT. El ensayo se rc&lizó u1ili1.ando la concentración óptima de Mg++ encontrada 
previamente (SmM) en todos los tubos i variando la concentración de Mn ++ romo se indica. Se 
usó una incuhación de 10 mínur~ a 37 C. 

~~~~~~·~~~~~~~-"R~r~y~er,_,s.CLJ.tanscriptn.;a'--~~~--'R"""N~A._..re~p~lwlcu'~'s~a.__~~ 
pll 8.3 K.3 

MgClz 2 nS mM 
MnCh 

KCI 40 mM 
1 mlll 

40 mM 

Tabla 24. Comparación de las condiciones óptimas de ensayo para actividad cnzimá1ica de reverso 
transcriplasa y de rcplicasa de la RT del AMV. 

Figura 25.EFECrü DEL Mg" SOBRE L\ ACTIVIDAD DE REPLICASA DE[,\ AM·RT. 
el ensayo se realizó a la conccntracíón óptima de Mn + + prc.,.iamentc encontrada (1 mM)) para 
actividad de rcplicasa y variando la concentración de ~1g ++ como se indica. Los tubos se incubaron 
JO minutos a 37"C 
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Figura 26.ACllVIDAD DE RT VS ACrIVllJAD DE REPLICASA DE LA AMV·RT. S< usaron 
1as mismas condiciones para ambos ensayos (ver Materiales y :-.!~todos) cxcpto el cofactor (Mg + + 
6 Mn ++) y el substrato (GTP 6 dGTP) romo se indica en cnda caso. 
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DISCUSJON 

LA ACTIVIDAD DE REVERSO TRANSCRIYTASA 

La actividad de trnnscripción inversa rccupcratl.1 Je lu.i extracto:; celulares mediante 
la purificación parcial se deben a la RT co<lific;ll.b en el p!ásmido 'f no a la prcscnda de 
una posible RT celular bacteriana. Se ha demostrado (Yec et al., 1934) que la cepa de E .. 
coli K-12 de donde proviene p[DMI.1] carece completamente de RT's celulares mediante ensayos 
de actividad de RT y a trav~s de la búsqueda de moléculas similares al msDNA (DNA producido 
por una ltf celular). De hecho, el marco de lectura abierta correspondiente a una RT se 
ha encontrado solamente en la cepa c!Inica de E. coli B (Lampson et al., 1989). 

Debido a que hasta ahora no se ha reportado la existencia de replicasas celulares 
en bacterias, es seguro que la actividad de rcplicasa encontrada en el producto de la purificación 
parcial se debe a la RT del VIH-1 codificada en el plásmido. pRT/CG y no a la presencia 
de una replicasa celular. 

Por otro lado, aunque no existe un método diagnóstico para identificar a la ITT (Yerma, 
1977), se ha desarrollado un ensayo donde se utili7.a poli(rC) como molde y olígo(dG) como 
cebador (Gcrard el al., 1976; Kicssling y Goulían 1976),que es específico para muchas Rr's 
pero no para otras polimerasas. Debido a que las DNA polimerasas DNA-dcpcndientes son 
incapaces de transcribir el complejo polí(rC)-uligo(dG) (Gcrard et al., 1976), este se ha utilizado 
para identificar la actividad de RT, y para analizar el efecto del Mn + + sobre la especificidad 
de subs1rato de las dos enzimas estudiadas. 

Las condiciones óptimas de ensayo encontradas para la RT del VIH-1 parcialmente 
purificada difieren de las reportadas pre~iamente (Le Gricc el al., 1987; Leutbanlt y Le Gricc, 
1988; Cheng et al., 1987; Larder et al., 1987) como se muestra en la labia 14. Esto se debe 
posiblemente a que en la muestra parcialmente purificada que se utilizó se encuentran presentes 
varios polipéptidos más de E. coli. 

EL MANGANESO Y LA INDUCCION DE ACTMDAD DE REPLICASA 

Como se mencionó anteriormente el manganeso es capaz de inducir pérdida de 
especificidad en las polimcrasas (Loeb y Mildvan, 1981), en este ca'o la incorporación de 
ribonuclcótidos se debe a la presencia de dicho cofactor ya que los experimentos con ambas 
enzimas se realizaron utíli7.1ndo las mismas condiciones para actividad de reverso transcriptasa 
que para actividad de replicasa, excepto el Mn + + (ver Resultados, Tabla~ 18 y 24). 

Se ha propuesto la existencia de varios mecanismos p~íblcs mediante los que el man­
ganeso puede inducir ~rdida en la fidelidad de incorporación en polimerasas (Locb y Zakour, 
1980): !) la alteración en la c-0nformación del substrato por la substitución en el sitio de 
unión al substrato; 2) la alteración en la conformación de la enzima debido a la unión del 
metal en lugares diferentes al sitio activo catalítico (Slatcr et al., 1972), y 3) especificidad 
alterada de la complcmcntariedad de las bases del molde debido a la interacción del Mn + + 
con dicho molde. Es posible que en la pérdida <ÍC especificidad reportada en este trabajo, 
que permite a las RT's incorporar ribonucleótidos (y a otras polímcrasas usar moldes 
inespccllicos), cslcu involucrados mecanismos similares al l) y 2); en particular, si el mecanismo 
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responsable del cambio de especificidad es el 2) eslo implica que bastan unos pequeños cambios 
conformacionales, inducidos por la unión del manganeso (Figura 27), para cambiar de molde 
y de substrato. 

AlRNA cebador ~MQ Mg 

H • pp· 
- DNA b/ _;;:.-- 1 

5' 1 1 1 1 dNTP--MQ 

3' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 5' 

RNA ~anémico del retrovirus 

Molde : poly (C) 

Figura 27. PAPEL DE LOS CA'nON13S Mt;fAUCOS. (A) Aciivi<laJ J< 1rans<ripci6n in;i:r:;a 
OC: las RT's virales estudiadas en la que rt.quicrcn magnesio romo cofac1or. (D) Actividad de replicas 
in vitro induc ida por la presencia de manganeso (modificado de Mildvan y l . .ocb, 1979). 

Ello sugiere que en la evolución y diversificación de las polimerasas los cambios 
conformacionales han sido de suma importancia en la adaptación a nuevas combinaciones 
molde-substrato; dichos cambios no han sido demasiado drásticos, pues los resultados de este 
trabajo muestran que se pueden inducir fácilmente. Los cambios conformacionales que 
produjeron nuevas polimerasas pudieron haberse generado mediante pocas mutaciones puntuales 
(Lazcano et aL, 1989), o bien con la adición de algunos aminoácidos más a la protcína en 
cuestión. 
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LA ACTMDAD DE REPLICASA Y EL ORIGEN DF. LAS RT's 

Las RT's del VIH-1 y del AMV presentaron una acth;dad de replicasa del 45% y 
del 30%, respectivamente, de su actividad natural de transcripción inversa. Esta actividad de 
la RT puede iutcrprctarse ct1mo una actividad vestigial, un remanente de la que presentaban 
las protelnas que le dieron origen. La RNA polimerasa de F.. coli tambi6n presenta actividad 
de repüeasa en presencia de manganeso (Biebrichcr y Orgel, 1973; Llaca et al., 1987).Sin 
embargo, la actividad de replicas;¡ de las RT's es mucho más ;ilta, lo cual sugiere dos posibilidades: 
1) la RNA polimerasa es demasiado compleja y muchas de las subunidadcs interfieren, abatiendo 
la actividad de la subuniclad ll'(propuesta como la eatalltica y la más antigua por Lazeano, 
1986) , o bien 2) L"l RT es más cercana evolutivamente a la replicasa ancestral y por esto 
presenta una actividad vestigial mucho más alta. 

De cualquier modo, el hecho de que las RT's actúen cnmo replicasas es una evidencia 
de que este tipo enzimas le dieron origen, pues como ya vimos, es posible que a la replicasa 
ancestral se le agregaran algunos aminoácidos y se sustituyeran otros, provocando cambios 
conformacionales en la enzima que permitieron utilizar substratos diferentes. Posiblemente 
el efecto del manganeso en estos experimentos sea prccL.amente el de revertir estos cambios 
conformacionales, pcrmiliendo la incorporación de ribonucleótidos nuevamente, como lo hizo 
la replicasa ancestral. 

Las RT's suelen estar formada.' por un solo polipéptido; algunas están constiluidas 
por dos, en cuyo caso son homólogos y uno es producto del procesamiento del otro (Yerma, 
1977; Varmus y Swanstrom, 1982); este hecho y su capacidad de sintetizar un polirribonuclcótido 
sobre un molde ele RNA la comforte en un excelente modelo experimental de una de las 
enzimas más imporlantes y antiguas que pudo haber surgido en cuanto se estableció un sistema 
primitivo de síntesis de proteínas. A esta' dos propiedades hay que agregar el hecho de que 
las RT's son las polimerasas que tienen la tasa de error más alta,sugiriendo que en su origen 
los mecanismos qne contribuyen a la fidelidad de las polimerasas aún no estaban presentes, 
situando así su origen en la etapa evolutiva de transición, de genomas de RNA a genomas 
de DNA, arriba mencionada. 

La presencia de actividad de replicasa tanto de la RNA polimerasa (Llaca et al., 
1987) como de Ja RT's es también un indicio de del origen común de estas enzimas. Pero 
si ambas surgieron a partir de una replicasa ancestral es necesario explicar como aparecen 
nuevas subunidades en las polimcrasas, y por qué son seleccionadas a favor. Si nos referimos 
solamente al mecanismo de aparición podemos pensar en la amplificación g6niea y asociación 
de los polip6ptidos resultantes, ya que las subunidades de una reverso transcriplasa con frecuencia 
presentan alto porcentaje de similitud entre sí (Varmus y Swanstrom, 1932). En cuanlo a las 
razones que provocaron la pem1ancncia de estas proteínas multiméricas, es posible que hayan 
coníerido mayor estabilidad a los complejos enzima-molde; así, por ejemplo, bs dos subunidadcs 
de las RT's de los retrmirus del grupo de sarcoma-lcukosis de aves tienen funciones distintas: 
la tiene actividad catalític.1 y la ll no. Sin embargo el complejo 13 tiene mayor estabilidad 
tfrmica en presencia de molde que la subunidad por sí misma unida al molde (Yerma, 1977; 
Varmus y Swanstrom, 1982). Otra posibilidad es que las subunidadcs adicionales en estas y 
otras polimerasas sirvieran para el reconocimiento de cierto tipo de señales (como promotores, 
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terminadores, sitios de origen de replic.ación, entre otros) cuando aporccc la puntuación y 
la regulación génica en las células. 

LA ACTIVIDAD DE REPLICASA Y LA TRANSICION RNA-DNA 

En condiciones óptimas para actividad de reverso transtTÍptasa (que incluyen natural­
mente la presencia de magnesio) las RT's utifüadas presentaron actividad de rcplicasa aunque 
en una proporción muy baja; es decir, en condicion~.s naturales son capaces de incorporar 
ribonucleótidos; además en presencia de manganeso incorporan también dcsoxirribonucle6tidos. 

Estos hall~os permiten predecir que en condiciones naturales las RT's son capaces 
de incorporar tanto dcsmcirribonuclcótidos como ribonucleótidos (estos últimos con mucha 
menor frecuencia) en la mi~ma cadena. Es decir, las RT's pueden sinteti7.1r polinucleótidos 
mixtos (o ribo-desixirribo-polinucleótidos) como los de la Figura 28. 
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Figura 28. ACI1VJDADJ.JS EN7JMA11CAS DE LA RT. (A) actividad de DNA r<>li111cra'-" RNA­
dcpcndicntc; (B) :ic1ividad de DNA polimerasa. DNA-depcndiente; (C) acli\idad de R..."A polimcrasa 
RNA~dcpcndientc, es dcdr de rcplicasa y (D) problable ;ictivic..lad donde se incorporan tanto 
ribonuclcótidos como desoxirribonudcó1idos en la ntisma cadena. A y D son actividades naturales, 
C se induce In ,·uro con manganeso y D. se predice su inducción ln vltro con magnesio y manganeso 
simultáneamente; problatilcmcntc cs1a última actividad ocurre también intracclularmentc. 
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Existen al menos otras dos polirncsrasas que forman cst<J tipo Je polímeros in i·ilro: 
la primasa de E. coli (Rowcn y Kornberg, 1978) y un3 DNA polimcrasn (Bcrg et al., 1963). 
Las implicaciones evolutivas U.e esta interprctacifin snn impon.rnlcs, yJ. que !"Ugicren que durante 
la transición de RNA a DNA existieron este tipo •k polim1dc6tidos mixto' donde en realidad 
lo que se transmitía con constancia eran las hascs nitrogenadas debido a que la actividad 
de polimerasa durante ese periodo era poco cspo.cílic.1. 

En la Figura 28 aparecen las actividades que presenta la RT: DNA polimeras.a RNA­
depcndicntc, DNA polimcrasa O NA-dependiente y RNA polirncrasa íl NA-Jcpcndicntc; así 
como la formación de polinuclc6tidos mixtos que se ¡:redice. E.' posible también c¡ue tenga 
actividad de RNA polímcrasa DNA-depcndicnte, es decir de transcriptasa, lo que la haría 
una enzima ideal para el periódo de transición, put:s podría haber intervenido tanto en los 
procesos de replicación de la información como en la transcripción. 

Así, de acuerdo con los resultados presentados en este trabajo una reconstrucción 
de la clapa de transición RNA-DNA podría ser la siguiente: cuando aparece una ribonuclcótido 
reductasa, capaz de reducir ribonucleótidos dando como producto dcsoxirribonuclcótidos, es 
posible que la rcplicasa ancestral incorporase ambos indistintamente debido a su alta in· 
especificidad (Figura 29). 

Molde: RNA 

Producto : Ribo -de<oXlrribo-pol inucleótido 

Fi¡;ura29. POSIDLE!ACCTVIDAD DEPOUMERASA DliRAl'rE LA 'ffiANSIOONRNA- DNA 
Po.siblc uliHzación ambigua de substratos por una polimcrasa artcestnl para formar nbo-du.oxi~ 
nib<>-polinuclcótidos, sobre un molde de llJ.'\IAt DNA o bien sobre un polinucJc6tido mczdado 
producido por ella misma. 

Al existir solo un tipo de nucleótidos antes de la aparición de la ribonuclcólido rcductasa 
no era necesario y por tanto no estaba presente un mecanismo que permitiera distinguir diversos 
tipos de nuclcótidos. Presumiblemente un proceso de amplilicación génica abrió la posibilidad 
de la especialización de ambas copias de la cn7ima, una de las cuales se tran.,formó en espcdlica 
para incorporar solamente ribonuclcótidos (como antañoj, y la otra adquirió especificidad 
de substrato aceptando solamente dcsoxirribonuclcótidos. Inicialmente a111bas copias pudieron 
haber utilizado como molde un RNAy posiblemente también los ribo-dcsoxi.rribo-polinucleótidos 
de reciente aparición. Más tarde la que empezó a incorpcrar solamente dcsoxirribonucleótidos 
adquirió la capacidad de utilizar como molde, aparte de los RNA'.s y los híbridos mencionados, 
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poUmeros de dcsoxirribonuclcótidos. La descripción de esta úilimit cnLima corrc~.pondc a ¡,, 
que actualmente conocemos como R'f's, excepto porque usan ct>mo molde solo RN Ns y DN />is 
de una sola hebra, bajo condiciones naturales. Un esquema del posible proceso evolutivo de 
los genomas celulares durante la transición RNA-DNA apar.xe en la Figura 30. 
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Figura JO. l.A TRANSIClON RN'/\-DNA. }\>Siblementc durante esta transición en el Arqucano 
existieron polímeros mezclados de una sola hebra. (debido a la aparición de fo, actividad de 
ribonucleótido rcduct.asa y a la COilsccucntc biosfntcsis de des.orirribonuclc6tidas)1 romo genomas 
que antecedieron al DNA. 

Este surgimiento de la especificidad pudo verse favorecido por un cambio del cofactor 
metálico de manganeso a magnesio, pues posiblemente el primer cofactor de polimerasas haya 
sido el manganeso debido a su capacidad de actuar como cofactor en la autopolimcrización 
de análogos de nucleótidos más eficientemente que el magnesio (V!Schcr y Schwartz, 1989), 
y a la inespecificidnd que provoca. As(, el manganeso pudo haber antecedido al magnesio 
como cofactor en una etapa en la que la especificidad de las polimerasas no solo no era 
importante, sino tal vez aún inexistente; si el magnesio fue capaz de contribuir a la especificidad 
de estas nuevas enzimas, entoncc5 se seleccionó a favor, desplazando al manganeso, y gracias 
a esto lo encontramos como cofactor de las polimcrasas en todas los sistemas biológicos 
replicativos contemporáneos. 

ACTIVIDAD DE REPLICASA Y GENOMAS VIRALES 

Existen muchos reportes de la presencia de ribonuclcótidos unidos covalcntcmcntc 
a moléculas de DNA, como en los casos del DNA mitocondrial (Grossman et al., 1973), los 
colifagos T4 (Speyer et al., 19'n) y T5 (Rosenkran71 1913), y el virus de rinotraqueitis bovina 
(Babiuk y Rouse, 1976). Por otra parte Chen y Temin (1980) encontraron ribonuclcótidos 
tanto en la hebra + como en la • del DNA del virus de la necrosis del bazo (SNV). Estos 
hechos pueden ser explicados a luz de los resultados de este trabajo, pues demuestran que 
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una RT normal en presencia de su cofactor natural (el magnesio) puede incorporar 
ribonudeótidos in \'Ílro. 

Así, p<ira el primer grupo mencionado es posible que la prc,.cncia de ribonuclcótidos 
en estos DNA:s se deba a que inclnso las DNA pnlímcra,as DNA-dcpcndicntcf, tengan la 
capacidad de incorporar algunos ribonuclcótidos, aunque este efecto puede .ser aumentado 
por DNA polimerasas mutantes o bien por conccntrncioncs muy altas de ribonucleótidos en 
la vecindad del sitio de polimerización (Lazcano el al., 1990), cau,adas a su vc7, posililemcntc, 
por una disfunción catal!Lica o rcgulatoria de las ribonuclcólido reductasas. En el segundo 
caso, la explicación es muy similar, debido a que las RT's son enzimas mucho más inespecífic:tS 
como lo muestran su elevada tasa de error y la posibilidad de inducir en ellas actividad de 
replicasa. Por otro lado la actividad de RNA rcplicasa en presencia de magnesio llevada a 
cabo por Ja lIT de VJH-1 permite predecir la c~i,tencia de ribonuclcótidos en el DNA viral 
de células humanas infectadas con este virus , como los linfocitos T y los macrófagos. La 
importancia de esta predicción reside en que más allá de la tasa de error de Ja RT que 
genera mucha varabilidad en estos virus (dificultando por tanto una respuesta inmune efectiva), 
la capacidad de incorporar ribonuclcótidos puede contribuir también a esta diversidad. Esta 
propiedad podría volverse en contra de los virus, ya que el enlace 3'-5' donde está involucrada 
la ribosa es mucho más lábil, y si llega a ser muy alta la incorporación de ribonucle6tido.s 
intracelularmente, el DNA viral sería rápidamente degradado impidiendo su integración al 
genoma celular; incidentalmente los fragmentos resultantes de este DNA degradado tendrían 
al menos un ribonuclcótido, prcfcrencialmente en el extremo 3' OH libre. Esto implica que 
las RT's mutantes con una capacidad elevada de incorporar ribonuclcótidos, deben seleccionarse 
fuertemente en contra. Lo anterior puede ser una de las razones por las que la RT es la 
prote!na más conservada evolutivamente de todas la.; que codifican los retroide.s. 

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

El análisis del efecto de los cofactores simultáneamente sobre las actividades en7jmáticas 
de la RT del AMV, arrojó resultados interesantes. Cuando se mantiene la concentración óptima 
de magnesio para la actividad de RT de la AMV y se agregan además diversas concentraciones 
de manganeso hay un efecto inhibitorio progresivo conforme aumenta la concentración de 
éste último cofactor; así, a una concentración de lmM de manganeso hay ya una inhibición 
del 50% de la actividad de RT. La enorme similitud en estructura y funcionmnícnto de la 
RT del VIH-1 con la Jtf del AMV, se manifiesta en el hecho de que ambas presentan un 
alto porcentaje de actividad de rcplicasa y pueden incorporar ribonuclcótidos en presencia 
de manganeso; esta similitud implica que probablemente el manganeso tiene el mismo efecto 
inhibitorio sobre Ja actividad de transcripción inversa de la RT del VIH-1. 

Si esto es a.s~entonccs existe la posibilidad de interrumpir el delo infcctivo del VIH-1, 
agente causal del SIDA, mediante la inhibición de la actividad de la RT aplicando manganeso. 
En una primera etapa experimental podda administrarse mangancsD a células en cultivo in­
fectadas con el VIH-1; si este hallazgo se confirma para la RT del VIH-1, un fármaco basado 
en el manganeso, o bien una dicta rica en el mismo catión seda de gran utilidad en la terapia 
cllnica para enfermos de SIDA. 
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EFECTO DEL MAGNESIO SOBRE L;\ ACflVIDAD DE REPLICASA 

Cuando se manLuvu la concentración úplima Je mangancs\) p.trJ ••ctivi<lad de rcplicasa 
y se agregó magnesio simultáneamente, se observó una elevación de esta actividad en e! inteITalo 
de 1 a 5 mM de magnesio (ver Resultados); este resultado confirma la observación de que 
en la replicación de viroidcs por RNA polimerasas eucariontes la presencia de manganeso 
además de magnesio parece ser importante (Racl.,,,itz et al., 1981; Semanick y Harper, 1984). 
Si se piensa nuevamente en las condiciones y caracterÍ5ticas de las células primitivas, este 
resultado sugiere que al menos en alguna etapa de la evolución de los genomas y de las 
¡;olimerasas celulares, la presencia de ambos cationes metálicos pudo haber elevado la eficiencia 
de polimerización llevada a cabo por este tipo de enzimas. Esto habría sido poSible cuando 
la especificidad de substrato era inexistente ya que solo estaba presente un tipo de nucleótidos. 
As~ durante la evolución de los catali7.adorcs implicados en la replicación de genomas pudo 
haber existido una etapa en la que estaban presentes ambos cofactores (Figura 31). 
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Figura 31. ORIGEN Y EVOLUCION DE POLIMf;RASAS. La primera polimcrasa posiblcmcnlc 
fué una ribozima con actividad de RNA rcplkasa depcndicnlc: de manganeso. Postcriormcotc se 
pudo haber agregado un polipéptido; más tanJe éste último pasó a ser el componente fundamental, 
si no, el \Íoico. A trav6> de sucesivas amplificaciones gé:nicas y cambi0$ ronfonnacion3lcs en los 
que pudieron estar involucrados cationes metálicos, surgió una diversidad de polimcrasas adaptadas 
cspecificamcnte a las diversas combinaciones mold.e·subi.trato. 
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DIVERSIDAD DE SUBSTRATOS Y ESPECIFICIDAD 

Si, como se mencionó anteriormente, la aparición de la RT y de \as DNA polimcras:is 
en general dependió de la aparición del substrato correspondiente, entonces es posible que 
la especificidad de las polimerasas en su origen solo dependiera de la abundancia del tipo 
de nuclcótidos y/o de mo\6culas análogas presentes en la célula. Es decir, el surgimiento de 
la actividad de DNA polimer:L,a, independientemente del mC1lde sobre el cual se reali7llra, 
dependió solamente de la aparición de vías biosintéticas que llevaran a la formación de 
desoxirribonuclcótidos. Si generalizamos este argumento, po<lríamos decir que la evolución 
de la especificidad en los catali1.adorcs biológicos ha dependido de, por \o menos: 1) de\ 
tipo de catalizadores( desde cationes metálicos, RNA:s y protcín;L,); 2) la estructura secundaria 
, terciaria y cuaternaria; 3) la diversidad de substratos susceptibles de ser utilizados; 4) los 
mecanismos de regulación que controlen \a concentración de dichos substratos en diversas 
etapas del ciclo celular, y en diversos microambicntes celulares; y 5) presencia de cofactores 
que contribuyeron a aumentar la especificidad y que, por tanto, fueron seleccionados a favur, 
durante las primeras etapas de evolución celular. 

AMBIGüEDADES DE SUBSTRATO Y MOLDE DE DIVERSAS POLIMERASAS 

Los resultados de este y otros trabajos (ver Tabla 5) muestran que en realidad las 
funciones de \as polimcrnsas son intercambiables entre sí, bajo ciertas condiciones; asf, una 
DNA polimera'" DNA-dependientc se puede transformar en reverso transcriptasa, una RNA 
p:i\imcrasa y una RT son capaces de funcionar como replicasas. Esta 11cxibilidad relativa en 
cuanto a la utili1.ación de varios mu\dcs y suhstralos diferentes >e puede interpretar como 
una evidencia del origen común de todas las polimcrasas. 

Si el hallazgo de rihonucleótidos en moléculas de DNA no se debe a polimerasas 
mutantes, sino a una incorporación natural pero poco frecuente, esto implica que la especificidad 
no es absoluta y que se desarrolla a la par de la evolución de las propias enzima,, tal como 
lo ha propuesto Jensen (1976). En la diversificación de las polimerasas, a cada evento de 
amplificación génica pudo haber seguido un proceso de adquisición de especificidad por un 
molde y un substrato nuevos, por parte de, al menos, una de las copias de la enzima ahora 
existentes. Asf, los resultados de este trabajo con respecto a la especificidad, apoyan la idea 
de que en un principio las en1imas podían ac.:ptar un3 variedad de substratos parecidos, 
es decir tenían gran ambigüedad de ·"1h,trato, lo que ha permitido el surgimiento de nuevas 
emlmas con mayor especificidad y la consecuente diversificación de\ metabolismo celular (Jcnscn, 
1976). En el caso de las polimerasas esto pudo haber permitido, por un lado \a evolución 
de las moléculas informativas, y por otro el surgimiento y evolución de los mecanismos de 
transmL,ión de la información genética en las células. 
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CONCLUSIONES 

Por todo lo anterior se puede concluir que: 

1) La RT es una enzimá cuyo origen puede sit•.ursc en el Arqueano, durante 
la transición RNA-DNA; las evidencias que apoyan cstr1 idea son: a) una tasa de 
error más alta que otras polimcrasas; b) una tasa de clongacíón muy baja en 
comparaciún con otras polimcrasas; y c) presenta la actividad de rcplicasa más alta, 
que se interpreta como vcstigial, reportada para polimcril.srLS e inducida por manganeso. 

2) Debido ¡¡ su bajo peso molecular y a las tres propiedades citadas arriba, 
la RT resulta un excelente modelo experimental de la rcplicasa ancestral, es decir, 
de la primera enzima proteínica que polinwrizabJ nuclcótidos, y que sustituyú en 
sus funciones a las ribozimas y precediendo a su vez a las polimcrasas contemporáneas 
altamente específicas, que surgieron a partir de dicha replicasa. 

3) El hecho de que tanto la Rf del VIH-1 como la dd AMV tengan una 
alta actividad de rcplicasa en presencia de mangancw, es un indicador más de su 
similitud "'U estructura, asC como óc su origen común. 

4) Ya que el cambio de espccificidad puc<k inducirse en otras polimcrasas 
(Tabla 5), estos resultados podrían extenderse a la totalidad de las polimcras:" actuales, 
lo cual serla una evidencia más del origen c--0mun de este conjunto de enzimas. 

5) La capacidad de las RT's para actuar como replicas'" aún en presencia 
de su cofactor natural implica que posiblemente en cc1ndiciones intracelulares sintetiza 
polímeros mezclados con ribonuclcólidos y Jcsosirribnnudcótidos en la misma cadena. 

ó) Los ribonuclcútidos encontrados en genomas de DNA (virales y 
mitocoodrialcs) hao sido incorporados por ;US propias RT's o DNA polimcrasas 
DNA-dcpendientes; en el caso de los virus, que esto contribuye a su tasa de error, 
pues los polúneros de esta clase son menos estables. 

7) Durante la transición RNA-DNA se presentó una etapa intermedia (que 
posiblemente desapareció rápidamente) en la que los genomas cstU\icron formados 
por ribo-dcsoxirribo-polinucleótidos, donde lo que se transmitía con constancia eran 
solamente las bases nitrogenadas y no la cadena azúcar-fosfato. 

8) La extraordinaria especificidad <le las polimcrasas y <le ias proteínas en 
general, no es absoluta; es una propiedad que ha evolucionado en estas moléculas 
dcnt ro de las células a través de la diversificación de dichos catalindores. 

9) El hecho de que algunos cataliwdorcs inorgánicos como el manganeso 
sean altamente incspcclficos, a la vez que muy eficientes en la polimerización de 
análogos de nucleótidos, apoya la idea de que dicho cofactor pudo haber antecedido 
al magnesio ya que su presencia favorece la incorporación de ribonuclcótidüs (Valvcrdc 
ce a/., 1.989). Es posible que en el curso de la evolución ambos cofactorcs hayan 
coexistido, hasta que, finalmente, el magnesio desplazó al manganeso como cofactor 
de las polimerasas. 



PERSPECTIVAS 

ESTA TESIS 
~i1LIR DE l.A 

En este punto quc<lan por rerJii.ar los siguientes experimentos: 

NO DESE 
SIBUOTH:A 

1) Purificación total <le la RT <lcl VIH-!, agregando a los procesos aplicados a los 
extractos una cromatografía con DNA-cclulosa, o bien una columna cromatográfica de afinidad 
con anticuerpos contra la RT; 

2) Repetición <le lus experimentos con esta RT homogénea; 

3) Inhibición <le la actividad enzimática de la RT del VJH-1 pura con manganeso; 

4) Ensayos de incorporación <le ribonucleótidos y <lesoxirribonuclcótidos en la misma 
cadena utilizando como molde tanto RNA como DNA, por un lmlo en presencia de magnesio 
y por otro lado en presencia de manganeso, así como de ambos; 

5) Inducir actividad de RNA polimerasa DNA·<lcpcndiente, es decir de transcricriptasa, 
con manganeso; esto apoyaría la idea del origen de la RT durante el Arqucano como una 
enzima útil en varios de los procesos de transmisión de la información genética. 

6) Rcali7.1f ensayos con inducción de cambio de especificidad con otras polimerasas 
para confirmar la ambigüedad de estas enzimas y generalizar las conclusiones que de ella 
se desprenden. 
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