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RESUMEN 

Las polimerasas son proteínas cuya actividad enzimática consiste en la polimerización de 

ribonucleótidos (rNTP's) o desoxirribonucleótidos (dNTP's) par!lformar ácidos nucleicos.La_s RNA 

polimerasas utilizan como sustrato rNiP's;forrii1n~6 R'NAy I~s DNA polimera~as lltilizan como 

sustrato dNTP's para formar DNA. Al~una~ u+'.:2¿m~m'ol~e~RNÁ ~A;dependient~s) Y. otras 

DNA (DNA dependientes), la~ t~anscri~tas~s r~~~r~:~'pu~dé~ ~útÚii.ar.~tnb~s ti~6Sde á~idos nu~leico 
• • • • • • '" ,. ,: ·- -- .- > ~ - .-.; " - '~:~·,; ,,_,.-- ,. - '-;; _. • • - ._ ·- - • ~ • ;. '" •• ;..:i' - '. . 

como molde. ·Requieren uncitió~ divalente.•corrió'.c~·factbr para ~&·act,ivid~d•e;nzimática; e'ritodas las 

"-,.!;, 

motivos tamb1e.n es Iumtada se .ha ~roguestcrqu~ las pohmerasas t1en~n un ongen;c~fl1un. El_mottvo 

e consta de i 4 ie~'id~o~\¡~·~mi~6áéldo~;:~~~~·iad~'éíi: ao~g3;~;¡cf¿is~de';~~ido~:)¡s!J~Fti~é>'(rl) 66~tlguos:. 
flanqueados poÍrésid·J~'s· priricif~.lm~nte.hidf ofóbico,s; en ~lg~rios ca~.6's. se.;r~;enta· .. un·sólo•; residuo 

D y en otros ·hliy'Jn i~sidu·b ~di~i~~~1··~~t~f1'J~~dof're~[~~uB~~~·'.f~~b!t~'!.~~·'.1J~L~~i~~d"~ritfé las·· 

polimerasas se.ha_ propllestó que,esy~ 'sitio'fund~nal''y_ s~ sügirió'de~del ?84 _que )Jo,siblementé.era 

~~~~~~~;~:1~~~?lJf ~~~iJ;\ri~lf J~f 1li~ll~~l~i2 
:::~ :"::0~l0'~.~~r;.~~~·~1~2~~~~i~~;~~~~~~~~1~~~;~g~::•~ 
participan en Ia'üniÓl1 és:diferenté .. efcada~s~. ~Si.enoirasioiimerasa.~ Ia'uni9n\~era similar,· es 

::'.::,:::,;::!::Jr.~~;~ri~(~;r,~¡d~~i~¡~:~~:i~~fü~i~f ~~lt,fü~'?,;,~ 
específico de las .PºH~~;~~ai~stÜ~iá~~f éh.P;~,~é~~J~cl~'~plng~?'.~~~~·~er;~I Ei~~rii~ ·.s@> i:a,talítlco que·. 

permitelaincorpórac.ión'cÍel's~sfratolloespecifico.'1 ' :·. / ·"i';<·.,. , ... ··: · {.' 
En este ~~ab~J() f,tJ~~;Ji~ ~studJ~~;'.~1 p,r,?~;~bla~áe1~J~~i~ip~cfan :d~I fucitiyo .C'en .·la 

actividad catalítica cié las poÚ~er~sas y sti:'po~ible it~pÚ~aCi.ón ·~n laalt~r~dóri ele lii especificidád de 

sustrato, utiliza~do '201~b 'Á1()d~161a( trfasc~ipta~a· ~¿v~r~a~ CRT)··clé°'1i~~10o~se"~1~~te~;~n .los 



siguientes objetivos especificos: 1) Estudiar el efecto del manganeso sobre la especificidad de 

sustrato de la RT de HIV-1 y sobre su actividad de DNA polimerasa RNA dependiente; 2) 

Introducir mutaciones el motivo C de la,RTy analizar su efecto sobre: a); La'actividad de DNA 

sustrato. 

Se enc~nfr~ q~e la ll+ '.de.;HIV-1 ~s c~paz' de. ificorp.oraf~'rNTP' s.so~re u,n nioÍcÍe de RNA, 
hasta 3ooútmg. en~~re:~~nc'.i1~.~e'.;~~~~~si6. ~i~·~.~~áf go e~·· ri,r~seff ~ia~'e···n1a:nga~~·~Ees1~a,~tivid~d ·.de 

RNA replicasa. se eley,~ hasta casi '4,00Qu/mg y llega a represetitai, el7% de' la áctividad .. natural .de 

::~:~~!:~,i~~~~'.1~d}~~~!~~t~rs~¡~tf 1t'J1~~p~~w::: 
aspártico 1 s6 a histidir~ (6186fi) .• ysec.onfirmó poi secuencia.La.·e~zi~1airn¿fa.nte se'purificó y se 

cambio en 1a p~ere;en~i~ d~ cdráctorl11~úlf¿º para 1a activi<l~<l·n,aturálú ia ~il~i~a, a i.:oXsecúendia . ' '" . -- . ' . - - .. '-' . ' .· ' . ' - ;· ' '~ ,·, ·. . : ' ' .· ' . . . . ' . 

de la mutación, sugiere qué posiblemente el residuo fliUtado forma parte dé' Ün sitio cÍe ~niótÍ'. a metal. 
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INTRODUCCION 

El descubrimiento de. actividad catalítica en algunas moléculas de RNA (Kruger, el al., 1982; 
Guerrier-Takada, el al., 1983) modificó radicalmente las teorías existentes sobre la evolución 

temprana de la vida. Est~ per;11itió proponer que el RNA podría haber jugado d papel de mo_lécula 
catalítica y a la ve~alm~cén de'la jnformación genética (Alberts, 1986; Gilbert, 1986; Cazcano, 1986). 

Aunque se ha propuesto,que,d'RNA, .a.su _vez, pudo haber sido_ant .. ec~dido.por,moléculas 
informacio~ale~ yrepli~~bl~~·diferentesa l~s ácidos nuclei.cos,se recon~c~ q~é:ei'RNA_habiía~ido _el 
antecesor i":mediatÓ'det:oNÁ coinci mat~riat genético y ~e tas ·proteínás cotñ~·.~atali~adflres (Joyce,· et 

at., 1987;0rge1;• 1992; córi~ y Rebek, Jr.~)994). Ási,:desde 1~·a11!l~i~ió~ d~·t~s)ciclos ~~d~i~os en las 
células, la. polí~eri~aciÓn. d_e. núdeótidos para. ro;fuar~ ác'i <lo{'~J6leic'bs ha; sido fu~d~l11ental )~n un 
principio para formar, n1oléc~las ·catalíticas . y alm;a~eriaclcjr~~ :el% l~~infdr~átjó~·'.<g·Jrii.ti,b~ y'~ ináf tarde 

para cumplir 'est~ úttim'a' fun¿ión •• es~encialme~te .. En'it~d~·5··· Í~~- c6fülas ;acitu!ll~s •· 1~··"polimerización ·de 

denominadas· poH~erasas_que ,son cap~c~s .·de proclucir;I?N¡\:Ó¡~A.i?tillzanél? c~tii11~:molde·. RNA 
(RNA dependientes) _ó.DNA (DNAdep'endfonfes);•la c~inbi'ria~f6~'~~"i1ic7i1;,·<l;.~¡;ai·capacid~des ·es· 
específica para cada 'tci"~~~~·d~_._._.poíimerasa(L~ íriay~~ia':,·<lf'·l~~TbÑA:_ .•. ~~·1iin~ra~as/i~quicireii• un 

oligonucleótid~ Ini6iador c~n el e;t~emd 3;'oáHbr~'."~in:;~ba~gC>.'~1d&naspu~de~utiliz~r'úii~ ·proteína 

~~:~{~~~~'~' ª'~~í~~lli~~li~li~ 
cétutas, debieron surgir nu~va~ 'polimerasas a partir d{~~~'f;rof~í~éfilJA r~pu6isi·an9estral.. _Esto 
implica que debieron . su~gi~. n~evas especificidades: el~ s~st;itocr~:·ci~!ni~1cle!q'ue~h~b~Íari<origi~ado 
inicialmente a las transeriptasas reversas y, posteriorm~-;;t~.-~=1it~·DN~;~i1i'rÜerífg~5 q'.NAid~pendientes 
y a las RNA polimerasas DNA dependientes. Posiblemente ~st~~ ~G~váses~~~iflcid¡Cle~:'.'~u'rgier~n por 
duplicación génica y mutación, a partir de una replic~sáá~cb~tr~!I(L~~cano~ ~/'·~/{t1i92)::E~tre las 
líneas de evidencia que apoyan la hipótesis de un origen co"n'.lúii'eai~ta~'~c¡lim~rasasfe~t~~ la'siiñHitud 
en atgunas regiones de ta estructura primaria de tás patinZ~íasiG;: 1i1 P~~ibi'ti<la'd de, cfl1'?ctific~r la · 

especificidad de sustrato o de molde bajo ciertas ~ondici6~es·_y: la ;imiÍitucl ':erha ~strúctu~~ ter~iaria 
entre las polimerasas para tas que se ha resue1to'.Ja estructura tridirl1ensio.naC A continuación se 
describe este conjunto de evidencias. 
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CATJONES DIVALENTES Y ESPECIFICIDAD 

Alteraciones pequeñas, como el cambio de catión e incluso mutaciones puntu,ales provocan un 

cambio en la especificidad de sustrato o de molde (ver Cuadro 1 ).Para llevar a .cabo su actividad 

enzimática, todas las polimerasas requieren un catión divalente activador, Se sab:e'queJamayoria de 

tas potimerasas ce1u1ares tienen como catión activador a1 magnesio: N~ C>6~ta~te se ha:~nc:o'ntrado que 
·-· . ' . :::>' ,,··:"'-:,.'' -·''. ; .. ·:~:··;/;>· 

el manganeso es capaz de activar varias poliinerasas a un nivel mucho m-enor./que eJ:m.agne~io, 
. - ' . ' . ,., ' ',·-" ' - - ~ ,:-.'"·- ., ., ·.-·. :-- - ' 

provocando un aumentb en la tasa de error; a través de la alteración de las con,stantes IJioquinÍiCas (El 

Deiry, et;/., Í988). Éstos ~~mbios podrian estar relacionados con cambios co~formaciOnales en las 
,, .. 

POLIMERASA:: · MOLDE• SUSTRATO ALTERACION MOLDE SUSTRATO RllFERllNCIA 

lllV·I RT RNtVDNA dNTP ~lg·>Mn RNA rNTI' Este trabnjo 
AMVRT RNNDNA·. dNTP ~lg->Mn RNA rN·rr Lazcano et al., 1992. 
PNPnsc• rNTP Mg->Mn dNTI' llsich, 1978, Gilam, el al., 1978. 
DNAprimns.1• DNA rNTP DNA dNTI' Rowen y l\omhi:rg, J 978. 
DNAPol 1' DNA dNTP Mg·>Mn DNA rNTP llág, et al., 1963. 
DNAPol I' DNA dNTP ~lg->Mn RNA dNTP Richclli y Bue, 1993. 
TtliDNAPol" DNA: dNTP ~lg->Mn RNA dNTP Mycrs y Gclfand, 199 l. 
RNAPol' DNA rNTP Mg·>Mn RNA rNTP · Bicbrichcr y Orgcl.197J¡Llaca et al., 1987. 
T7RNAPol DNA rNTP RNA-X RNA rNTP Konarska y Sh:up, 1989. 
T7RNAPol DNA· 'rNTP K17~L RNA rNTP Lyakhov, et al., J 992. 

::. ~ 

*Protcinns de E._ co/i. _••~rotcÍ!l_ll.-dc T~~~mus thermophi/11~. 

Cuadro 1.Especijicidudílepolimerusus; Modi~cacióndc la especificidad de sustrato o de molde provocado por 
diversas alteraciones en· las ciizi1ÍÍas o. é1i las· condfoio1ics dé reacéióÍ1 'de vadas RNA polimcrasas y DNA polimerasas. 

::·_,:: _ .-.:,_ -·~ ,.,,~·: . -- : ':º·:"_~,<~ -;-~· ~-.- ·.!:; .-,-.-, ·-.~,;~~ . 
·~,;~ ... ->, :::_~ --~~·:·> ·_r<·'. ... -. -. ·~.,~~"~ 

enzimas, ya Cjtie ¿e tia'~ncólltracto Cl~é:I~ uríió'ri <lé ·c¡tioii~s;puede inducir cambios confonnacionales en 
, - . . -~,;. . • - ., ' .--- '.· ~ ·: ' ~. "" • • , .•. , . ." -•.. ¡ ' '-. .•. ,- • . . . 

otras protein~·~(CliaR~ab~fii,,fa91;;B~)lsil~í. ~f·a/.;)99.1).S}..demás el manganeso es capaz ·de inducir 

una alteración·d~;11 •. ¡s~~~Íflcid;d cle.sustr~t¿ .y/omold~1 ~n~~ri.a.s .. polimerasas (Cuadro I ) .... · •. 

Existe e~ld~dc.ia .• d:e•lu~;··i;~cl~~°: f :1,vívo,.a[g~na~: ;~}~~i~.s~s podría~ est~~· i~:~.ore~rall~.c)·k~stratos 
no "pocifioo••··"•• bon; dotoot•do •. nbon"doót;4o• ··'" ;~NN .U;tooo~drl•!· (Gro?'"··•'" a/, 1973); 

(Lyakhov, et al., 1992). Esté conjunto dé observaciolle~ sé haconsÍdér~dri,cdill¿ é~ld~hCiade que las 
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polimerasas tienen un origen común, debido a la facilidad con la que se logra un cambio en la 

especificidad de sustrato o de molde (Lazcano, et al., 1992), es decir que una polimerasa es capaz de 

realizar las funciones, de, Ótra ;c~lase de poliii1erasas, teniendo así . funciones intercambiables bajo 

condiciones especiáles.'siel 1füsm~;sitio es re~pons~bfo tanto delaacti:'idadespecífi~af como de la 

;:::::~:~::~~i~~<t i~t:r1ttti1~~!f ~:f t;fti~i;:rif~~~K~[7;:,~ 
especificid~d. d{ ~Üstraio ',o 'de,'n:ioícle !~art~1 :~urgi;iiénto •<le··¡¡¡~ difere~te;, Cla~es de·· poli01'erasas. 

• •- ¡ . '• > .--- '. , '., ~. ' • • ., '". • •• •, •••• , ._;- - • • .. _,, '" ,, • , • • ' ,· < . ' 

Además se ·¡¡a eh~ri~~r~do Cj'ue lii~ rilJtacign~sAJ l4S/Vl ! SS provocai'i que la 'R.T yá · nó:·¡,¿~da Ütilizar 

DNA com~ ~old~(B~yer/et'a/.,\~9~).M~taciones en··el sentido i~terso· l1abrían impliado la 

especificidad de molde d~ polim~rasas an~estr~les. 

SECUENCIAS CONSERVADAS. EN POLIM;ERASAS 

La disponibilidad de' setllencias permitió re~lizar un ánálisis de similitud entre polimerasas RNA 

dependientes que [e~eló ill p~e~e~cia ele u~ tllotivo' d~, l~ r~siduo~, .· confiípS ills ~oHtTierasas analizadas 

y que constaidé .. ·2 residúos.D\flan'~ueado's pdí'ré~id~os~hfélro'.r61Jicós .. (Toh yMiyata, .• 1983; Kamer y 

~~~~~Jilltlllf ll~lif ililil~~l~t¡~~i;f ~ 
depositadas en los bancos d.e ~atoshafadlitado un ~nálisis má~ a.mpiio, ~sto ha .perpiitido agrupar a las 

~~;;:~~~~~~~~!q~i~t~~~~\~~~¡~~~l~f~:t~~~~~~~~~2:I: 
con la DNA polimernsa~ hum!lna;'la faÍnilia:ro1 p,éons'tif~id~.por laspolime~asassirÚilaresalaDNA 

polimerasa P dératá;, la~.~a;,ili;áe l~s t;~~s~i1'piK~a/~~v~~~as;ú ~~ 1i~ ~~ 1~:~1i~~s,~/~ i~ ~~·1a' RNA 

polimerasas DNA,d~pe~dlent~s. ~·• h~cer,~~ ·~un~~n1i~ntq'ú.'todO,s los· tipo~ de'¡íoli!neráslls, se 

encontraron 5 regi~~esaltar~~n;e cons~i0~ci~s,tll~b'ién l!amadas motivos (Del~~e;'et ~l.; ,Í990). En la 

Figura 1 se mu~str~'el aÚneami~nto.cle·~it~s nÍotivos C:ons~rvados ~~Úeiasfan1ilias de ~~!itnéraslls. 
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RNA repllc• .. • 

Tr•n1crlplHH reveflH 

RNA Pollmer• .. • 
DNA dependle~tu 

DNA PoJlmerHH 

DNA Pollmer•HI 

A DI C D 

----~A-8-----.VA:J--

A DI D e D E 

-----<!'fa'~ 

A DI D e 
.,~ 

A D e 
~~ 

A D e 
~~ 

' ' 

Molde Su1tr•to 

RNA rNTP 

RNA/DNA dNTP 

DNA rNTP 

DNA dNTP 

DNA dNTP 

DNA dNTP 

Figura 1. Alineamiento de los motil•os consen•lltlos en las familills tle polimemslls. Los datos para 
elaborar esta figura se tomaron de J oyce y Steitz, 1994 y de Delarue; et al:; l 990: Se indica el tipo de 
polimerasa, los motivos que presentan, el o los moldes que requiere cadá tipo de, P:olimerasa y el 
sustrato para el cual es específica. , , ', , , : , ' , , , , 

:· ,l· > 
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transcriptasas reversas y polimerasas de virus de RNA de cadena positiva y negativa. Finalmente las 

otras dos regiones (l y 2) se encuentran solamente en la familia Poi l. 

Una posible interpr~t~ci/>11 de.1.a distr.ibución qe los.motivos ent~e lasdi\fersas polim~rasas es que 

algunos de ellos ~ulllpl~n'~nciones.:específicas, comu!les a'las p()Jime;asas 9ueIC>s presentanY que se 

han conse~ado e~ • ¿Ji~s (~;,'tr~~és :J~ ·j·~· e~ol~ciÓri por~~u ji;;¡,'6í-ia~i:ia >tJn~ibn~l. ta illa~oríá de las 
· • .·~·. ~ !ic. >' '',. " ' '- • • •. • 

polimerasas requieren'un'.molde yálgJnas'un iiiiciador;•l.a disfribuciófÍde algunos niotiv~~:pÓdría estar 
.-e,-. '-:·:. •. ;,:-. . - . -

relacionada con la ~e¿esid~do''~o 'de .~11 incide/un i.niciador )' si son ele RNAo DNA.> ·, . 
En la Figural, d~J ~¡·¡~e~~.ierito,d~ 16~·~6ti~~;,·~~i~ifa.~1:'~~clío:de·~~e.iódas·Jas fa~ilias de 

polimerasas presentan :ios ~olivos Áy:c, .. ·lo cuál ;sugie~e que ~stos illotivós so~· 1()$·.hec~~arios, y tal 
,c .. • .··:,.·:<·, .. "·.:·;· .. ··.,.· ;,"· .. ,-~··;, -''''.·,";,···'·- -",.:.·. ·:··· ,¡·~·º·'·:··.·~·.'.·,o·., .. ·.:.·.·,-", .1:', ··.·.·.',,;_, ·• 

vez suficientes, ··.para i'1a••···~ea2Ción' 'de'\ pC>JimerlzaciéÍ~;:'iíú'deoÚdicá.~ •:P()cll"ian· .i:on~titlJiÍla •.• unidad 
:.. ,: - - ·¡·., - ' . .... ''" ' . . . . ~- . •' ··-. -.,.,._ > . . ' . -· . - .. ;-!)' ' • .• 

"polimerasa mínimá" d~ m~yo~· a~Íigii~dad 'y q~e · h~bíia. O'rigin~do ~ toda~ la~ p~ii n1~~a~as: Además, 
.: .~ . ' .. . " ' ~ .. ·-. ' ; ' .•· ' . ' .. _,. ' -, .. ·- . ... . . ' .; '' ' . . . ., 

como se verá.más adelante; ésfos motivos están cer~anos ~n"la e~Íruciura ierbia~ia cónstitlJy~ndouna 

estructura funcional· llam~d~ .~;~Jma',' .• Eri cUantoa los.otros ·irlotfo~s, eí B'pdci'¡¡á ~ii~r implicado· en la 
- .,. ·?· .,.-. 

discriminación' M,ITiold~, éspedficameni~ ·en.el uso de.DNAcomo~olde,<~staidea>se\le apoyada por 

el ha yazgo de .~~.e ru1!ci~ws.~~ ~rg1+i~9.~···d~ 1~:~1.f ~ii~n~ras~~i~.~~iºé.'r:1'.~:ti~~.~~.!~ •• i~tividad 
pero les es dificil abrir el mcilde •. ~.e DNAde'doble' cadena (McAlli~ter,/ R~skiii;~ 19~~). El. t;l()tivó D en 

la misma función de discri"!ináció~ d,el éolde, pero'•para .utilizar~~AComo1ngí?e . .,e,s¡)~§ífico y el. 

::::::.:i~1il~~É~;",~~;~jJ~:~t~~1f [§~~~{;tlt~i::~i~~:i~:í#: 
Ja interacción CO~ otro{eJerr.;e!ltOS celulares ,O bien a Ja ,corta(dlstancia .evbÍuti$a e'ryfré Jas poJimerasas 

•"' ':: ::7~.e.~RT\ :º"~maii~'•"• ,,;""''"~;;,;i,:,,E~~¡~¡;j;~'.,o: ~01;vº' 

El primero en hacerse evld~nte como· Íllotivo'¿on.se~ácÍo,de l~portan'6ia fúnciéi"rrnI ~e elmotivo 

e y tempranamente se prop,~s~ q~e ·tad,~ía: ~~tiif ·~rí~~1~b.radl'er1';c~Ú1is;to~·~n '1i'.~~iÓ~ .·.11' c~tión' 
divalente indispensable para la reácción e'nzi~átic;. 'k/'parti~ul~r Jg~ résiduos involucrados 
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directamente serían los residuos D en los cuales está centrado el motivo. Como se puede apreciar en el 

cuadro 2 todas las polimerasas presentan al menos un residuo D en el mótivo C. La denominación de 

motivo conservado se basó, no en el hállazgo de much~s identidades de resid~os de·ami~oá;idos, sino 

en la composición de la regió~: · ~.rincipal~~nte residud~;hid~o;Óbicb~ flanqu~~~~(¡ al'~ ·; los residuos 
~~ ' - ' . . . . 

de aspártico (Kamer Y'§rg~s; }984): be hecho se propúsierO?· una se¿e el~ reglas ~ue debería.cumplir 

una región para cb~si~ilra~q~~ •e~ eq:~iy~lente 'at cinody~ c;'c~?•·~l;fi~:cle bi,d~rict.intfflca~,posibles 
genes de polil11erasas;éste}riótivo se tia co~sidf~acJ()'j~~Íuso'~¡;fuo'.1a.;'fl;ma:' delas polim,erasas. La 

::;:::.~:::,.::~~~t,fil~fLr~:t~~fü:,:~~~~F:.1it %::Wt·,i± ~~::: 
común para las polin1ef~sa~:· )_;/; •.···.~._i_,_.:.::- '•<· "''' · . :;•_•·.· :·•.· .·· .• ·:.·.· .. : .. :_.·,. ·. 

/t.<-::-··>. ,. -
. ':) . ' . f· : . . ~:. " :-<;: -. . ':.:"" . ·. ;:; ".: .. _..:. i ;::·_, ,_.~ -

RMrNavH ··o. ;:E:tvfiE;v· ·n~kp0Iitlierasá1de E .. cót{ 
NLEVIYG .o·. ~p~J~rNi •••.· Qfr~:P•~l~1~~~~i~.~~füu~~1~~:. '. 
RGAESSG !")~. :l'@YLL,TH, · _DNA'pol1r1feras,a p,·derata;'~ · .·• 

~E~~Ji;7t~~~l~l~i~~~?~*~1f ~/g~~!~;Í;Ó 
Cuadro. 2:' CompllráCión. i/e/0111oti11();C; tlii' /(lsf"11íili,as. <le /10/iil(er(1S~s.iSeutiliza. unrépresentante de 
cada familia 'parll'2()mpá~~~'st's''cit~~terísticas'. E~~í;rec~adro esÚí el'.'residuoáspártico (D).¡fresente en 
todas las.pÓlimerasas'.'J?:nhegi'itasIÓs'residUos ºcorÍserva'dos,lríte'f'riamente encadáfamilia .• Los.dat6s se 

;~~~~~~f ~l~!liii.1~~l~~i~i~1~1iii~t~rli~:~t~ 
encefalom1ocard1t1s.(Sank~r y Porter, J992)'y.de _ la;DN~·-pohmeras~·a'humana.(Copeland, y .Wang, 

:~::::~t~~ti~f~~~,~~\t~~~~~~~~:~~~t®~f 5t~:.:; 
catalítica. En partiéúlar se han realizádo múltiples inútiiéionés'en eLffiótivo·Cy álgunas''en el motivo A 

:; .. '. ... :~~_:·· ··.:' ;{;:.\~~',:[:- :;:y-:}F~ú\· 1::·:~~:\·.::s:.'.~>~'_··;~_::~._,.,_-~:-~:;':'.-_.,·.r}.'~ ;'-'.~::< _ .. ,-__ :_'-::-·. ·-:t~.-~>:.-; -t- .;<: :-.~-~-- ~~--~~- :·'.->;:\ ,:>.--:> : __ . 
de la RT deHIV- l(C~aclro});} r:n tod9s, los;'cas9s se lia lll1ªIiza'do la'aciividad de DNA'polimerasa, 

pero no se ha estudiádisi l~·RT:~,e wvi f~i~~erita ~Í;~r~2ion~~ de.la ~sp~6ifi~ldad de'~~strato. y si las 

mutaciones que afectan, la ~~tividad:cle]:}NA polimersa podrían afectar 1~ actividad ~nziITiática que 
.... ··-· . , ·~···o•-·· . 

permite inco~porar nucleótidOJ n(),específicos. 
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Mutación Acti\'idad {%) Moli\'o Suhdominio Rcll!rcncia 
(Sccucncin) Eslmcturnl 

DllOQ <0,01 A Pnlmn L,1rdcr, et cil., J 987. 

M184Q <0.01 e Pnlmn Lardcr, et al .. 1987. 
Yl81C 70 e Palma DcVrccsc,elal., 1992. 

Yl8ll ISO e Palnm I>cVreesc, et al., 1992. 
Yl81C,S,ll,P,T,I e Palma Sardana, et al., J 992. 
Yl83S . 1.2 e Palma J .nrdcr, et al., 1987. 
M184L s e Palma Lardcr, et al., 1989, 
018511 <O.ÓI e Pahn11 J..ardcr, et al., 1987. 
Dl85N 2.1 e Palma Le Gricc, el al., 1991. 
Dl85N <0.01 e Palma Lowc, et al., 1991. 
Dl85E <0.01 e Pnlnm Lowe,etal., 1991. 
DDl85NN 2.s .. e Pnlma Le Gricc, et al., 1991. 
Dl86N ' 0.7 e Palma Le Gricc, et al., 1991. 
Dl86N <0.01 e Palma f..owc, et al., 1991. 
Dl86E '<0,01 ' e Palma J..0\\•C et al., 1991, 
Dl86H o.s e Palma 'E .. ~tc t~nl~ajo: . " 
Yl88L 100 e Pálma De Vrccsc, et al.~' 1992. 
Y l 88C,H,P,L - e Palma·: SaÍdann;et.al,, 1992: 
Gl90R '')3:'· e Pah~1~-'" . J~~~·c! el ~l.~ 199_1: 

Cuadro 3; Mútáciones en el.motfro C Mutaciónes en residuos de lo~ niotivps Ay Cde la RT de 
HIV-1 y actividad 'de DNA poiirne~asa de las rnutanies~J~I cu~clro se leaboró Útilizarídó los, datos de 
los artículos que 'se citañ en la columna' de referencias. '', '·' ' . ' ' . 

·-·\_:--;- -

El hecho ele (¡te ;n¿táciones e~ los' resicluos D aba fon la'aciividád en variá's poli1i1erasas sugirió la 
• .-< •• - .~< · .. :: :· •. -•: -• • ~ •; _---~>;~:e-- - •:.--.~-;_;~"o;~:-.·.:·-.~::.~~~-~'.,·.;~:.~:.'~;¿~-~~~ :'.(~,··~ 7~.•'.'..--~--¡~~-,; .• ~- ·-~e-_ .. 

0
:• /:< ;.:.'" '•• '··'• '•;"'' •' • 

idea de qué efecti~a,m~~te.está~ implicádósdealgúnmcido en'•cátálisis·~ qu~posiblernénte unen .. los 

::::: :;:ru!~:~ifri~\~f ~rrE~~~·:~Jtffe~~·~tii~i~;tfüZ'~~~.t:~¡: 
catión divalente ·. (Ó~Ji~~. ei ~/.; J994)i~ b~sta~t~ ::ciii~/~1. ~:i>ti~~ c/5¿ ~ri¿te~tfa en todas las 

:::~~:1~~t~i~~~}Sf~t~~lf f~i~f ff !J~~~!~~~~I~ti~~,~:: 
sugiere que algtÍnasde'.las difere~~as ~bdríán ser, d~·,in'ipo~aÍlcia:fJricicihal y0µ1~~'tea el J~oblema de 

' ,\··' '"' . . . ' '- _. ·,.,, .. '. . . .:, . . -,.. ,, - .. ' ,, .... ·., .. - .>. ,. >'· - ••• ~·;_· "- 'h ,.-,~- ,_. "·· .. - ' •. -

que podríat' esta/rel;ci~nadas•,direct~l11ente cón'.J~s ·•eif)edficldadcis'ci{ ~bkli;~. sust~!lto>cle :Jos 

:::::ti~.:2~f ::~t~~t1~~tJ~t;~~~~;,~1t~~~;~,~1:~::~:: 
especificidad de rna~eraindirecta): Este es ~Íl probi'em~ abf~rtJ,<p~~ael cual aún no sé tiene una 

respuesta. 
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ESTRUCTURA: SUDDOMINIOS Y MOTIVOS FUNCIONALES EN POLIMERASAS 

Actualmente se conoce la estructura tridimensional de 4 polimerasas: Fragmento Klenow (KF) de 

la DNA polimerasa de E. coli (Ollis, el al., 1985; Beese, el al., 1993), transcriptasa reversa (RT) de 

HIV-1 (Kohlstaedt, et al., 1992; Jacobo-Molina, el al., 1993), RNA polimerasa del fago T7 (RNAP­

T7) (Sousa, el al., 1993) y dominio catalítico de la DNA polimeiása f3 de rata (Davies, et al., 1994; 

Pelletier, el al., 1994). La conformación generaldél dominio polirrierasa, en todos los casos sugiere la 

estructura de una mano.der~chll con variossubdo~ini~s é1aiaSellte.distinguib1~s<Figura2);a éstos se 

les ha denominado subd~foinios :::ded6:s" !'.'.'pulgar'.' ~ ;;p~tii~;, (Kol11~tae~t; ·át.al. ~·· 199.2): '> .. ··. ·• ·•· : 
Palma. El subdominio ;,~¡;na ~st~fof~aoo;entod?slo~.c~sos/po'r311l~··est~~turausa"ndwich·.u-f3" de 

polimerasas cuya estructura es. collbci~~ son c~rc~h~s e~pa¿ialn1inte~-c~~~º se_il~;tra'":e!1:1AFigura 16, 
se aprecia claramente la. similitud de" éstn;6tu~as 9 ia ~s~p¿rposiClón d~Í trÍ~~ de'carn·oxfi¡t~~ de las 
cuatro polimerasas. . . : / . . · · / . ' . . . :;· . O'. · .. 

La proposición de que Jos residuos de ·o del ~~tivo .C uiiéll; li1'.c¿tión'cliv;lente···~~~enci~I para 

catálisis ha encontrado ai9~? ri~tis r~ii,e~t~~~~!?8: re¿1&.c1~i~1e~.º~~e~.i~~;i ·é~-~.f2~r¡~s'pe>ii2~r~sas. 
Los más claros son Jos obtenidos:con•la DNNpolimerasaf3 de rata; Se encon~rar~ndos 10.nesde 

manganeso (aunqu~.no ·.·~~.el c~ti'ón'.n~tJi~1. ·s~'utilizó,en ·ci~te est~dio }"q~ciiriterácd~nan c~~a uno con 

uno de los oxígeno~'cfel'grup6 dii;b~~ilii¡d de la t~de~~·late;al,delr~sid~ci r)j9Q qu'e se ;el1ct~ntr~ entre 

los dos metales(D&yies;;et _"aí.~ • J9'94)~E~ o~r~e~(üdiO dela e~truct~;a de 1i s~bunidac(cat~lític~ de. la 

1994 ). En la literaiu~a se h~ ni~~cidn~do ~1n;1iliii~ c!?cafi~né~ di~Klenies. e1 1'a{~~~i'nC!~cI d~I tri~ de 

carboxilatos Asp-Glu-Asp, de la estructura de kr (ciatoi cleB~ése,'L':S:''y s;,eit~.··T.'AY no pi{biicaclos, 

citados en Kohlstaedt; et al., 1992). Sé confl~ma''~sí ¡·a i~portan~ia funcionál cÍ~ los r¿kiCÍ~osD .. Y E del 

motivo e en estas dos polimerasas, pues aunque a~iirenteme~te no p~rtic·i~~·dirécitarriéflt~ encatálisis, 

tienen la función de unir los cationes cat~Iíticos. 
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Dedos 

Figura 2. Estructura de la. subúnidad. catalítica (p66) de la RT de HIV-1 (carbonos ex ). Se indican· los. subdominios Palma, Dedos y 
Pulgar.Las cruces indican la posición de los grupos fosfato de una molécula de DNA de doble cadena molde-iniciador. Las esferas grandes 
numeradas indican los residuos 'cuya mutación confiere resistencia a análogos de nucleótidos. Los residu.os del motivo C están marcados. con 
esferas más pequeñas. Las .coordenadas de)a trayectoria de los carbonos ex de la estructura de la R"f' se. obtuvieron del Br.ookhaven Protein 
Data Bank (archivo Ihrrii), de la estrlléturaobtenida a 3 A de resolución (JacobocMolina, et ál, 1993). La .estructura que sé presenta se 
generó utilizando el prograíllalnsight II. 
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/Jec/os. Se ha encontrado que una mutación en el residuo Tyr 766 de éste motivo estructural en KF, 

afecta la discriminación entre desoxi y didesoxirribonucleótidos (Joyce, C.M., datos no publicados, 

citados en Joyce y Steitz, 1994). 

Pulgar. Se ha encontrado .c¡u~ e~;,ést~ subdo·n~ini~ ¿xistef regi~nes .· qu~i so~ estructuralmente 

superponibles entre. KF,i R T y RN A'polimerllsa' de(fago'T1," ~U~s son ·.las. h~llces J y K de. i<F' • 1as 

cadenas 12, 13.~. It ~~.~~f;y-1~ .• h~).iE~·.f · ~f aj{A,~;t1}(r~ii~ti·~SL ~tal.~~:: 1994). Se han. observado 
diferencias conformáCionales·én la estrauctura dé]a RTcuari~ó tiéñe:iinido. DNA (Jacobo-Molina, et 

al., 1992) y cuándo nO( Kohlstaédt, ét al.; 1992), éstoJ{aJÍevado ~'propóner que esta estructura tiene 

movilidad. Otró's estudios estru~turales de polimerasi~ ~ui~1é~i·~as ~n difere~tesformas cristalinas han . ; , . ·(.- .,',- ,·':..._;: ... ·-'- . ·--

mostrado diferénciás que apoyan la idea de que eJ sub'dcil11i.nio pulgar es móvil (Sousa, et al., 1994). 

Sitio <le 11nián a n11c/eótitlo. Mediante diversos estudi$sse h11tr~;acJode dilucidar qué regiones y qué 

residuos están involucrados en la unión al nuclé6tid(). y eve~ttialme~te (en la discriminació~ ,entre 

ribonucleótidos (rNTP's) y desoxirribonucleótidog"CdNTP'•~>°. S~h~ sug~rido'que Ía lisina 26~ de la RT 

de HIV-1 está involucrada en esta función ya 'qué. la lhteracci6~ d~l la en~ima1Con piridoxal 5-fosfato 

bloquea la unión a dNTP y se ha visto que el 'pir{do~al:5:fosfáto s~urie al ·;~si duo ~en~.i~n'Íldo (Basu, 

et al., 1989). En la misma enzima, se ha encontraddq¿e'in~t.~cion;s;Íi{ti6dui:id¿s·~l1 Í6~ ~~sid~~s dé las 

posiciones l l 3(D), J 14(A) y. 266{\V) provob~~·: uf¡aidis;nlinllciÓ~''et1')1 ~~nsibfoclici d~; 1I R r·.a . la 

~;:~::~.::.::t~:~t~~1~~~~1~ti~I1~:¡~~~~=r~:~[~~~~rr:~11::::: 
eventualmente se seleccionan mutantef.Es notable q~e m,üta~iones en:eF[esidUo !"1184, que forma 

parte del motivo e y se localiza en elsubdoiniiíio pal mi; estén i'nvolúc~~dás eri ·conferir résistericia a 5 
_.,. . ·.~~:>'.~· ·;-,:·'·<.· ·. :';! ~-: :.-_;_ <'< ~-:-::/-.'; ;" .. :<: .... --:/:<;_·-~·,<·'. ~- '~-:;'<· -: ;_('-':.' <<?:· ;/\'; '_· .. '::~- :·-.::~ _. ,·· -

análogos de nucleótidos; esto. sugieré .qüe dicho,resi.d~() podría ~star inxolucrado ···el!•• la 'unión y 

discriminación de nucleótido. OtrÓ~ ré~ldJ~~ cil}ia·~~ta6Jó~co~t1°e;e resi~te~ti~f"inhlbiddres de 1 1~ RT 
•' .· ·----~' -~-)J1:.- _·>'" ;- ).-:···\«• ,.,'.~:.·:-»>·,-_:·,,_ -">"·' -:~:·_ -_. '/:,:. /',;-;~- ·~;·.:;,,.: -::_.:'~:·-·_· ':.-::;:·· ·~-···::: ··:~- :~.· ·. ·: 

se localizan en el subdominio dedos ysoniós residuos 41; 65; 67, 69, 7~ y}4 (revisados· porBeard y 

Wilson, 1994), sugiriendo que ta~bién'est·~.~iari inv~lu.frid~f~nl~tera~~lón cion. ritícl~·Ótido. "• . • · 

ª~i:~~~t2~llli't~i~lí~lif ~Ja~IIil.tii~~ 
dNTP y ddNTP (Joyce, C.M!;. datos no publiéados; citados eri.Joyce y Steitz, i 994); e~· este cáso la 

diferencia entre loi Ció~ tip~s· el~ ri~c'íeóiiclÓs 'e~ Jii g~p{hÍdr6~ilo, al lgü~i qh~ I'á dire;enciá. entre 
rNTP's y dNTP's (Figüra3). . . .. . . . . 
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rNTP dNTP 

ddNTP 

Figura 3. Tres tipos de tÍucleótidos. Diferencias en el azúcar de los ribonucleótidos (rNTP) que presenta dos grupos 
hidroxilo, desoxirribonÚcleótidos (dNTP) que presenla un grupo hidroxilo y didcsoxirribonucleótidos (ddNTP) que no 
presentan grupos hidmxilo en l.as ~siciones 2'y 3'. P: grupo fosfato. 

- 1-:'.: 
. ,. ~~- -....:. ' 

ÓRIGENYEV9LUCION DE LAS POLIMERASAS 

A pesar de l~pr~s~ri,~'ia.'d~l nioti\lo den 'tQ.da~ l~~ p~Ú~éi¡Ísas, su bajo grado de similitud y las 

diferencias en. la ~~11~6liyid~d'd~ lá~"esi·riic~µ~á~ com~nes a 11s p~Íirnerasas cuya estru~turn terciaria se 

conoce, existe un; µóléniic~ ¿;;· t6f!lo .. al Órige~· ?e las ~óniii~nis~s.: ~na c;orriénte so~tie~~ qÍle es un 

grupo monofiléti~ó ciaica:ri~, ~t ;¡,; • 1992; Pell~tié~;'~t ri,t:; 1924>'~¡~ 6il'~ que~esun illf P¿; pÓlifilético 
(Steitz, et al., l 994). Descl~ una perspectiva e~ol~ti~~;:si tieri~~:Jri';~iige"~'~~mÓl1 • ~riton2es debiÓ .• e~lstir 

·: º··:- . · . ·: - ~~_1·r~1 ;::F0·-.-·i<&:·J; ·.:~.~: . . ·.·-··-.<l-.'· _ _ .,:<---'····"··::··--:·.'.·. ---, .. 
una polimerasa ancestr~I que dió origen al resto .de las p'olimér~sas: :~n el co~texfo dela hipótésis de 

genomas celulares ancestrales de RNA y de tina trans~iciÓ~ p¿st~ric>rrgeno~~~ dci~bNÁ, la:pÚimersa 

ancestral debió tener actividad de RNA replicasá. Adémis,'.in~il ·¿tlrs?·de:lá-e~<ltu~ió~?sulciupllcacl~s 
debieron tener la. posibilidad de· u~ar un sustrato . dlfer~~te\y de, ha6e!sci'e~~eéiti6a~ :pa~!l:'eI nuevo 

sustrato y molde .. El objetivo de este trab~jo'rui/inb'd'mdarla esiéciflcid;d, d~ s'u~ti!Íto d~ ll~a 
polimerasa para recuperar una posible activid~d·d~ RN..\;~epacasa .Y '6btén.er ~~id~~-~¡a'''de;~i ~¡ hiismo 

sitio es responsable de la incorporación d~1···nu~le.Ó~ido 1'~~p~cífico./<lfi.no!e~p~6ific'c;/. s'e·Jr~puso 
estudiar una transcripatasa reversa, pues, cÓrnci sé ril~n;io~Ó'. ~nte¡i6rme~i¿¡~ ·¡;~¡::·¡¿~",m'otiv~s que 

comparte con otras polimerasas parece. una. ~olinl~~a~á q~il11ériC:a; lo ¿~'al p~dría. fa¡; Hitar la alt~r~ción 
de la especificidad. Además puede utlizarDNA y RNA córi10 ~~!de y se le ha p,ropl!estocomo el tipo 
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de polimerasa que debié> surgir inmediatamente después de las RNA replicasas durante la transición 

hacia un genoma celüla~ de ÓNA de acuerdo c9n la hipótesis de una biósfera precá1]1brica basada en 

células con material genético y enzimas. constituidos de RNA. . . · . 

En particular se planteó por u~ lado estudiar.elefectó del manganeso sobre laactividad deDNA 

polimerasa y soore la espeeifieid~d de-sustrato de la RT·d~ HIV-1 y pdr o.Íro el et~cto de'mutaciones 

puntuales e~ el 111otivoC scibr~ la interacción de I~ RT con•cation~s divalentksysust;~í~S. ·• .. · ·.· 
Si el mangane~o ei•capk\ie pro~dcar ~na modifidiciórLenla •. ~specificidad·:de:.~ustrato•y. si· .. el 

híbrido DNA-RNA), lllientf~~ q~~ lis DNXWoli~~~~sas,'riNÁ d·~~~~die.ntes s61~'iTie~t~'d~la. rdn;;a B 

(es decir, solamente DNA.'~). E11 ~~sti(füriéiÓ~: de dis~rÍíni~aciÓn 'cie ~~Id~· e~Úiría invÓlucradÓ el 

subdominio dedos. 
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De las secuencias completas de 18 cepas de HIV-1 analizadas, ninguna presenta mutaciones en el 

motivo C de la RT. La RT de HIV-2 difiere en el motivo C (LIQYMDDILIASDR) cori respecto a la 

de HIV-1 (IYQYMDDL YVGSDL) y es activada másfi.iertemente po~.el mangáneso (Le Grice; et al., 
• .· -· - • • -- •', ,.'. ·'••'' '·,. • ',·r' 

1988). Se ha visto que otras RT' s pierden -especificidad de s'ubstr¡¡to en. presencia dé manganeso 

(Lazcano, et al., 1992), Cuadro 1. No 'obstanté los múÚlples estudio~ ;ealizado~ en 'tarl~s polii1masas 

sobre el cambio de especificidad de sust~ato;no sé' s~bé ~i el sitici'c~taHtico q~~ in.~or~()ra ~¡ nudéótido 

no específico es el mismo que in~orpci~~· el::n~~Í~óÚd~ espe¿ffi~o. Si se ~~diese '~i()Jí;~r ~~e' la misma 

región o dominio de una polimérasa'~~ c~HÚdejfü~C'iorÍa~ he{~~foNA :~~Jf!li~ra~f~/como RNA 

polimerasa se daría apoyo a la hipótesis'dé'u~ ~;lge~.'c6'~ú~pa:·~·1~~-poli~e.~a~a~.}:;dside,ra11ci6 qué la· 

similitud en secuencia en el motivo Centre Ias,'poÜITie~~s~s,e~-b~j~/(Jri~ s~la idenÜd~d entre los 14 

residuos), la demostración de que el motivo e particip~-¡~~to enÍá a~tivicJad
1

d~ I)~;\'¡)~llriler,~sll como 

en la de RNA polimerasa en la misma enzima, apoyaría í~ id~a 'cieq:~~ 16~ níótiv~i e de DNA y RNA 

polimerasas son efectivamente homólogos. Así, eneste t~ab-~jo se p~;)püs'o ~1osfr~r: !)que u~a DNA 

polimerasa es capaz de comportarse como RNA polimer~sa f:Z) an~lizar si residÚos 'que son 

escenciales para la función natural de DNA polimerasa t~~bién son indispénsables par~ !-lnÍl posible 

actividad inducida de RNA polimerasa. 

OBJETIVOS 

l. Estudiar el efecto del manganeso s6bré la especitl~idad de sustrato de la RT, de HIV-1. En 

particular, analizar si_ la· prese~da de rn~!lg~~es'() induc~,Ia i~é~rpora~ión _de ribonudeóticios sobre un 

molde de RNA (inducción de ~6tividad de RNÁ're~Ú~asá). ' · ·· . 
"'e;:• • •• ''• •• • o' • • • • 

2. Estudiar el· efécto deima~gariéso sotke' liCacii\liádad de DNA p(¡limerasa. deI a R T •. ·.' 

3. Mutagenizar%sidu~; del ~~tivoC d~_Ia.RTcii HIV-1 · y.arianzar CjJ~ ~fect~ tie'nen.lasmütaciones 

sobre: 

a) La activida.d d~.Dr-iX polim~rasaen p~esencia de magnesio y en pr;~sen:¿ia de. niang!l~esoi 
b) La espedfi~idad de súsfraio en presencia de manganesó (efecto de dic11íls mUtaCí onessobre la 
actividad de' RNA ~eplicasa). . . . . , . . 
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MATERIAL Y METODOS 

ReactÍl>os. Los nucleótidos con isótopos radioactivos se adquirieron en Amersham, al igual que 

la proteína A marcada con 1251. Ela~ticuerpo anti-RT se adquirió en New England Nuclear (Dupont). 

El kit para la reacción de p?lllTl~iasá~nC:kdena y los nucleótidos se adquirieron en Perkin.Elmer. La 

DNA polimerasaVent,·1asenzirriás'd~restricciém,:1aDNA.ligasa y la PoHn~d;ótido~cinasadel_ fago T4 

fueron de la· ma.rca·N,ew ~rÍgla~d.Bi~I~bs.·E1. llo'm?poiíper() poliC y ~I ofi~:~n~cleÓtldÓ_oligo(dG) así 

como el DE~-~:ep~i~~~,:~~-~~~~{f~~i~ •. -~i'.f ~~r~.ici~i ; e:};~s :.~líg?p~.c'.1étj~()s;.~~~~;l~ ;§.ut~f éne~is ·2 
( oD l 86H y oS 1) se ()btuvie~f n de la Unidad· de Sín~esi•s 'del CISEI-!NSP (cuando est~vo a cargode la 

:::~::~:j~I~~~i,~·11~~tAf ~l~~~;~~~~[:f :~t~:l¡~·~;f !~~;.~~: 
reactivos utilizados que füeron adquiridos de la··· mar~a S•IGMA ··se e~listlin a cohtinuación: DNA 

:~:·:JTit:1~~~~;IitEt.~~i~1J~~~;~~¡~~fü~i!;tt~t&~:¿M?e;,;~tz:~;: 
dithiotreitol (DTT), glicet?I, glicina, a~Ídade s()dio; Ampicilina/Kanan1icina/l.~4-bis(2-5 feniloxazol) 

benceno (POPOP),2~S~if~~il;~~zá1 (P~oÚ citratodeso_dÍo:.·_·. t·'.·-~ .. :é~:: "~ -~--· .· · •. ·. . 

Cepa~-·~ ;(~·~1;3~!ior·W~;~tiÍi f~ -,~~:efris?h~1;j,chJ~.c~if ;~~~-~.:sf~'.~ti~i~~: .~J,'p;l;~~~i~-~-· e~ T /~G,. 
que contiene elgenpo/de HIV,-1 (región BglH7rdeidelgenpmadeHIV"I, que~onti~ne el márco de 

,·', ~-·' L'.c • ···--· ""''~::,~:o,·,~~~~ ,~.;~:",~;:~;~i~~{O~:.-~~~ ~·-

oooreoi:;j·t~l!~:~~~¡1~~~~1~~~1~~,Q~{~;\~~]~~~,~.1:~a; 
unidades. Inmediatamente ~espuésc se.· indujeron \con.Jsopro~iI-P~D-galacfopiránósido'(IP!G)a Una 

::~:::;~~:~~!~~~~~~~~~,~~~~i~~A~~f ~~d~~=~~t:~ 
Iisaron agregando 2ing/ml delisozim~ a la susp~nsión, s~ ir1cUb~ron.duraÜte'3o ~¡;~t~s~~-O~C. Se 
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agregó a la suspensión NaCI a una concentración final de 1 M y se incubó d\Jrante, 15 mi.nutos a ooc. 
Los restos celulares se precipitaron por centrifugación a 30,000rpm en rotÓr 80Tl durante 30 minutos 

- --. - .. . ", ~~-- .- -

a 4ºC. El sobrenadante se rescató y se dializó du~ante 1 ~·· hóras contraa111ortiguador de diálisis (Tris­

HCL SOmM, pH 75, EDTA.lmM,'.DTT-1~~; TritóllX-lOo:o.1~ v/v,N~C;2Sm~·~·glic.ernl,JO%). 
Los ácidos nucleicos seremoyierOnpre~ipiiandolos ~on am~rti~uadór·:~';(~rf~-~él fo'n1M,- pH- 8.0, 

EDTA lmM,. DTT,_ ln;M,_NaSI 2~nJ;i,g¡ic:ef~11()%.;~1~·,Y$~.1r¡f~ -~~ e~!re&o~@~i{;5o/o· p/v) 

preparado _al momento. ;Ei :•extracto.·dializadc{.'sin· ácidos(mÍ~leicc)s . ~e •. ··~pHcó ··.·a 'ún~/~olumna 

cromatográfica ~e ri~ÁE-S¡pha~~I de4~.1 e8§ili~rad~-~()~::a~CJrtl~~ador}(T~i~-~~¡s~~~; ¿~ 8_.o, 

EDT A 1 nm1' DTT'rmM y ,glicerol-IO~)conteniellclo·NáCI ·25; íllM/La ·~T se el~yó cm1el mismo 

celulosa equilibrada·_c9n•.~á~ortig~~dór·II;(Tris~~CLSO~;~p~'8.,0;;~DTt1.~,,'.D'J''.I: o:s111M y 

~':'i':;¡µ;}~r,~:!~~d; ;Íii~"g;~¡~~i~l~~*:¡¡~~i~~;~if~¡~ro~,: 
concentraron pOr diálisis hasta Uría :concentraé:ión. de glicerol de 50% y se almácemirOn a -70 C) . 

• t -- ., ••• ~_. ~-\:2· - . . ,. ' ' ' . , -.. ' - <-=;··/>_:~::.=,:· <· ,. ··.· . -
"." ·.:,;\:'::-~~:f·-- -. 

Western bl<H.· ~ª.• setfr~6ió~-d~j~s .· ~rot~ínas''obt~nictis·s~' re~lizÓ}po?et~dtrÓ(oresis··.en. geles 

:~:::::~~:·~: :;::~~r!1~~1!1~~i~~~i~~;Ji~~~~~¡ii~ill~lt~3,~f ¡":~~ 
volts en amortiguádór de tránsferenciá''(Tris~base 03:06g/lfglicinai14.4,g!l Ymetáno1 ·.·20,%v/v): Lcís 

--.- -- .~--·.~-:~~ :.·.::·~:·: .. ::._:/ :·:~:¡~:,:: ... ;:'J:.~--~ ·:,.);~r-~>f:i~:~)::~v~ :.;~)? '· ;.:; .. i~.~- ·.·:t.~r. ;Jf~\·_ ::(·.-: -_¿l:ii: · ~:<;;:· . 1~,~< ·'f_e;_: · _._;·.\:. :: : · :: 
filtros se bloquearon cmls~lücióniT~S (NaCl50mM,:Tns20~pH 7.4.y AZida de sodio 0,.02%) con 

:;:::~::~~6~:~1~~~~,~~~:1~~~~~t~~~:l1~~41f Jg2': 
minutos con TBS-leche al 5%. L()S filtros se inc~baron conelsegundo:a~ticu,erpo (anti IgG de r~tón) 

durante dos horas y se lavaron cuatro.·~ec~s· ct~10 s,e indicó a~rlbá. Final~e;n~e 16s fiitro~;~e I~cubáron 
dos horas con 1251-Proteína' A y se lavaron ime~~mé~te,~uat~ci vecef~~ri tBS~le~11e s~TLos 'filtros se 

--- ;_·· _o ___ ,- .- -. - ,.. - .• ••• • ,-.. .-. ,• • ' •• ·• 
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sellaron dentro de bolsas de polietileno y se expusieron placas autorradiógraficas al filtro a -70"C 

durante 12 horas. 

Mutagénesis; Se hizo por ampliflcación del plásmido completo utilizandbdosoligon~cleótidos 
localizados "cola a cóla"(eÜcontrados por sus extremos 5') sóbre lascad~~~s op~estas.de.IDNA; la 

secuencia de uno de .losoligonucleó.tidos es lasilvesfr~y eiotro'.1.1.eva l~ m~taciÓn dé~eada (Helmsley, 

et al., 1989), Los .·. oligonuc.leóiidos' '· pllr~ •. introdu~i(¡: las c/mq~~cí?,f e~.' fuero~:·. 'oMl S4G, 

AATAcaGGGAT.GAT~róTAT'.;6ti1s6H,·:ÁAfAcAT~aAfc~TTfa'[J\T·y·oo~1ss11s60To, 

:::~:::¿J:~~;~:~tjidi:::¡¿~~i:1f ~~~~¡;~¡~,;::~t~.,~.·: ::~: 
.:~:<.:: ·:.:;~ .', .. :';,,};.: ::{~; ',','..'.: ..... '~'~.< ,,~;¡~> /f:j' - \~. 

1 '30" a 56ºCy3'30'' áno·~: d~ránte)S ciclosell un'reguladéfrtérmico porciclos (Tec~ne)~HC2):A la 

::::::±J~~l~iH~~~~~~~~~~~;¿,!~~f J~~~l,~i=r !;,;~: 

bacterias que se cultivaron eri··iri~dio··~el~cti~o c.6~-'Al11pi'cilinay ·K~,n~~ici.Ja:. EÍ>pNA"dé .• pfas~ido .. de 

~:;~~~~3I itili~it111~iJlf f Jll~t~irg:f: 
presentó la níutacióíi y\se obtuvo la~secuericfa oe'Ja•iegion 'EcoRV-PflMI pára 'éorroborár que. no 

.. · .. ~·.;.:.·, .. ::··~':;:- ~'.;~··~.-.·; ,::_~}z¡, :'~r\~. ::.. ~,:~r:w ;-:~:i··2\~,-~:~~~::;.·,. ··::~<~\.--~ -.;~<-&>. · '(ú;!:i. ~~~~1<· .'.·,>y;.~:· .:::;:/.-.:~:·e;- -;'· ~.:.·. -'<;.~_:;·· __ :.--._~, .:·-.. :--·::--:_:._ ;_ :~·· 
estaban presentes otras ríiutaciories: El fragmento EcORV-PflMLé:on la mutación deseaaa. se :subclonó 

-:::_.,:-_.'. '.:~:'.; ·": ... :·~.- .'<_~-=r:,· ::_'·-:.> -~-'·':.-:::;. :· .\<:··-:-):<. :.(;·-_. C.:.:':-.- ':.':··:.--. ··:.:':.,:. . ':·'.··:_~·/.::\'., <-< _)> ; ~~-':-·:.):.(t.:">_-.<:-_ .. :-.~ ., · 
en el plásmido pRT/CG:coii;eI genpol¡~ilvestre. Séobtüyo~nueyaménte la secuencia'de lá región 

EcoRV-PflMl para collfi'rina'{ia pr~s~~~i~ d~ la muta~icín, antes de i~d~cir la' expre~ión de la proteína 

mutante. 
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Ensayos 1/e actMtlt1tl e11zi111átict1. En este trabajo a fa actividad de DNA polimerasa RNA 

dependiente, es decir a fa incorporación de dNTP's sobre un mol.de de. RNA, se le denominará 

actividad de DNA P(Jfimerasa. ¡\ faactixidad de RNA polin1erasa R¡.:¡A depe~diente, ··que incorpora 

rNTP's sobré u~. m()fde de .R.NJ\, se fe 'de~omiilará iiétl~id~d Jg. RNA ~epHca~a; L.os. hnsayos de 

actividad de ·polilTlera5,a se Ilfoiero~ ~~·.u~ ~ofllmenfinaf 'de IOÚFÚine.iCia ?e reacciókconfonía.Tris-

:~~31~~%~bt~I~*f J~!l~~J~?~~¡;~~~i:t~filf .~§ntJ~:~~1:::: 
GTP y 1 mÓ de (X~32 PGTJ.>, Des~üei~e ~g;e1~r la•e11zimal~s ~ezcf ~s derea~ciÓn séinéú~anm· a 37ºC 

durante 15 mi~IJto~. Lo.i/ ens~yo~ s~''.hi~iero'n~po~ dü.pli¿ád~./Las··~e~~cidhes ~e paraion ~gregando 
!~ • - . ..: !;~ t 

EDTA a una concentración ~naf de 25~ yse virtiero~-sÓbrefilt~os:deriapel'Whatin~n.•'DE8I.Los 

productos p61im~ri~i1c1;~ 1~~ r~acci?11es;se;1lev~;º·~·ª'c~.1Ni11 '2~ili1t<r~~~Vés ·¡¡~
0

d~t;n~~ í.¡r ;~acciones 
1 Oml se cont~ron éomJ se des'cribiÓ anterio'rmgnte y JOmÍ se .ca~gard~i Ü~ g~l,de pcÍiiac;iÍimidá 10%-

·1 .·, ,, .-.·- '"' ' . · .••. ,-' - ' '., - ' .,. "'·"· ,· , •• ' -·· .• ; ' . . • 

urea 8M. La efectibróresis ~e hi~o á soO Vdfts durant~'2 h<:lras; Los geles se secaron .y se. expusieron 

con placas fotógráfic~s para obtener las autorradiografias: 
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RESULTADOS 

PURIFICACIÓN DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA. 

La transcriptasa reversa silvestre de HIV-1 se purificó más de 5,000 veces a partir de extractos 

de cultivos bacterianos (K coli DH5a transformada con pRT/CG) inducidos con IPTG durante 4 

horas (Leuthardt y Le. Grice, Í988). Las fracciones eluídas de la columna cromatográfica de afinidad 

(DNA celulosa) se analiz~~o~ por el ensayo de actividad enzimática ci~ 'DNA:~C>1ihierasa,: las que 
'.. ':·7:.')i'>·<:· .. ,:- :·· .. ·. ,·:-·;_·.,o.-:: ·~,7---.:;-·;·;.-· :·.:.·. ,_ ;. ' 

presentaron activid~d si' iñ~zd~rrin y se cÓncentraron. En la Figúra 4A'se ml.Jestra un análisis de la .- -~ ' . . ;·· •' . -.. - ' . . ·. '.- . . . . . . .. ' ,_' •' . - .. ' . - , ',, •' ..... 

proteína purificada enun'.g~I ~e. polia~d lamid~ teñido' e?~ Coomasie, ;e pr~sé~~an dos' bandas' de 

::::: :~: ,:::·:,::~,l·;~i~Af l~t1;t;°'~10:.1'41~t~t .;':lt6~~~?t,~,::::~: 
proteína silvestre purificad~ s~ estJdió''éI • efé~tÓ del mariganésO sobre· la Cspeciflcidad de sustrato y 

sobre la actividad de DNA ~olimerasa de la RT in~diinteensa;~s ele actividád. 

A 

Kda 

200-

97.4-~ 

69--

46-. 

29-- .. 

2 

-p66 
¡-p51 

t' 

B 

Extracto 
Cromatografía 
DEAE-Scphaccl 

Croniatografia 
DNA'celulosa 

Actividad . 'Factor de 
específica 
(u/m ) 

30 
2, 538 

184,000 

Purificación 
(veces) · 

o 
72 

6,010 

Figura 4. Tra11scriptasa re1•ersa purificad~ A) Análisis de la proteína purificada por electroforesis en 
gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12.5%, teñ.ido con' Coomasie (ver Máteriales y Métodos). 
Carril 1, marcadores de peso molecular; carril.2 RTpurificada. Se indican las súbunidades p66 y p51 
de la RT. B) Registro de la actividad específica (en u/mg de proteína) durante el proceso de 
purificación de la RT. · .. 
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ACTIVIDAD DE DNA POLIMERASA. 

Al igual que otras polimerasas la RT del'JIV-.1 requi~re un .catión di.valeríte para su actividad 

enzimática de DNA polimerasa, específicamente re9uiere mag~esio:Se hicieron ensayC?s de actividad 

de DNA polimerasa en presencia de magnesi~ o de. niang~heso co~ el fin-&~ analizar si éste último 

catión era también capaz de acti~ar ~ l~RT ~~;a·~s.ta acti~idad. Corii6 ·~e riíüe_sira' ~n la Figura 5 se 

encontró que la RT purificada era erizimáticamente activa eri p'résencia'éte '.magnesio: L_a RT es 

activada para la incorppracióncle · dNTP' s. ;or ma.11gan~s6,:1Jerb· a ull nivel cÍié'0e~es ~~nO~ que en 

presencia de dtagn~sio (FÍgurá 5), Este resultado rniÍ~stra q~e la"RT'pr~fler~ útili~ai<al magnesio 

como catión actiSador para su actividad de DNA: polimerasa con1o se. ha reportado previamente 

(Lightfoote, ~'al~~ 19s6).' ' 
" , . ' ;;;·.:~ 

ACTIVIDAD'ri~ RNA REPLICASA. 
uríC> de los ,objetivos de este trabajo fué alterar la especifiddad de sustrato de la RT con el fin 

de mostrar qÜe llAa polimerasa puede cumplirfünciones d~ otro tlpo cié pci!imerasa. Es, decir que 

puede utiliz!lr'"un sÚst~ato diferentre a aquél para el que es específica;. pues sitienen un origeh común 

este fenó~enC> debi6 haber ocurrido como parte de la. divergencia de. funcione{.S~la1Ji'ellt~~existen· dos 

sustratos ·nat-ulales'pC>sibles ·para las polimerasas,. los rNTP' s .y.los.dNTP'.~;el-sustrato_~specífico -para 

la RT son i()s dNTP's. Con el fin de determinar si ei' ~anganeso es c~~a~ de alterar l(especificfcladde 

sustrato' de-la RT se analizó la incorporación de' rNTP's eri' p'r~s·e~'cia·d~ es~e éa.tióW (Fi~u;a;6). ü RT 

incorporaribo.núcleótidos en presencia_ de mangallesC>0 iffa a¿ti~idad:cle-RNÁZf~plÍc~s~ · ~rrl!cl~~ida, 
pero c1ara~~ille .. a~t~ctab1e, corresp~nde en este .ens~yo ~prÓxi~~ct~n1.~nt_~:a1.3%'icÍ<{l'í1~6!ivict¿ci •de 

::.~~~·;~;~J~~~1~:~:~~~i~"ct:~IJ~~i~~~*i~~1f ~T~~t!~~~~~:.: 
presente .. el• sust~ato;no• especifico. Sm • embargo;c• en la.si m1~~as•ccond1cm11es'el magnesio ·activa la 

incorporaciÓ~ <l~·~ib§~u.sl,eóii'dos _~ u,~:.riiyiU1 ~ ••. ~e·p,§~ fü~Pº~~~'.~:~¡~,~-~~~n~~~.'·: )?;(• ' < . _· .. · .· .· 

Aunque el ma~gan,eso altera!l!I especi~cidad de;'susfrató'de'·lai~T:no .la'inv~erte,' púes aún en 

~=;:g~~~1~1~1:;:!~Ér~l~~~~~~li~~~I~~~~iw~~ii~~t~::~: 
sustratos, tanto .rNTP's como dNTP;s, 'es de'cir sll especificidad' de sustrafo se alnpUa, '.aunque la . -·· .. · ..... , .. ,, .. •' . •' ., ' . , '· . '· .-• '" 

eficiencia de illcorpo(aci611 delstistra~o.específico, es diez veces menor que en presencia de magnesio. 

Así, la poli~~ras~ en pr~sénéi~ d~ má~gan~so tiene especificidad de sustrato poco restringida: 

La máxiri'i~eflcienC:i!I ~11 illC:or~oraC:iÓn de dNTP' s ocurre en presencia de m'~gné~i~ (Figura 5) 

y la máxima efici~néiá de il1coi'¡:>oraciól1 de rNTP's ocurre en presencia de manganeso (Figura 6). Los 

dNTP's se inc~rporan máseficientemente que los rNTP's en cualquier caso. 
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Figura ~· Actfri<latl <le D!fA ~o~imerasa d~A ~f~le H/¿!· • ~e. ~uestra la actiyid1~4 e~~ecífi~a de 
DNA pohmerasa (u/mg de protema) en func1on dela.concentrac1on de•magnesm (?) .y·la.m1sma 
actividad a concentraci~nes crecientes de manga~eso.'.co'mo catión activador;;°(D)\ Cada 'curva 
representa un ensa~o independiente en las mismas cóndicfones :excepto que. el ~atióri ·acti.~ador ,es 
diferente para éada c~so. El sustrato utilizado fué a-Jlp dGTP{Las%aceiones se imi~b~ron dur~~te · 15 
minutos a 37°C. 
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Figura 6. Actfritla<l <le RNA rep/icasa. Se muestra la activid.arl espeéific~"pe RJ-iA.replicas~ (en u/mg . 
de proteína) en función de la concentración de maTlganesó (D);o:<l7~·;~agnesib (o). (;áda curva 
representa un ensayo independiente en tas mismas condiciones except<{qúe·,.el'catióTI ai::tivador es 
diferente para cada caso. El sustrato utilizado fué a-

32p GTP~·ias're~é~ioÜes.s~ lnc~ba~on durante 15 
minutos a 37°C. . . . .. . .. . 
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Figura 7. Actiliidtules de DN)rp~/i~,/;rasa y de RNA replicflsf/ e11 prese11cia tle nui11ga11eso. 
Actividad específica (en u/mgde "próteí1Í~) de RNA replicasa (O) y de DNA polimeras((o )en función 
de la concentración de mángane~a>~6ri:io 'Catión activador. Como sustrato se u~~ró ~~32P GTP para: la 

. . .. .. - .Ji ...... · .. ·. ····"':'. . .·. . _. - .:,· ·>~z· .. •:". ••' . ·.·. :• .. · ... 
actividad de RNA replicasa y~: "PdGTP par~ la actividad de DNA polimerasa.' El manganeso permite 
la incorporación de ambos sustrafos'.'.Lás condiciones de ensayo son las mismas qtté sehídiéan en lás 
Figuras 5 y 6. 

- ,-, ,·-~ 

EFECTO DEL MANGANESO SOBRE LA ACTIVIDAD DE DNA PÓÚMERASÁ;· 

Ya que el .mang~hes~i'd6m6é1Ínico catión presente. ~~tivÓ.1~;_i~cbilp<l,iri~iÓ~· ded~TP's, se 

propuso estudiar el efeé1.~ d~Lm~ng~neso sobre la actividad de DNA poli1ner~~~-JiN~'d~J·~ndiente 
cuando la RT es activ~di po'i%á~~esio (Figura 8): Se encontró quhn ·¡J~es~Ücla;de ri;agÜesi~ (S n~M) 

-: ;·:.":/ .:·: ('.:~-.:· t' -.·~·-.--·_ ~- .( ._·' ~ . : · ___ .·_ .... _. ':·<:.~"- _ , >-.:.. __ ."~~-y·,,_ .. ,,,_··.;~: .. 'o¡é; 7_ -'.::.f'.<:- ·-·-,:,·:~\: -;·:~(·-·_-,,;..;;·-. -: , -:~ 

y a concentraciones cre~ientesde .~anganeso s.e inhibe la actividad de I)NA polimerasá d~ la RT. En la\ 

analizó una réplica de.cadauflo·de·Jospuntos.gr'aficadosen.la.FigUrá SA: El iniCiador (o-.primer) que 
. ·'':-:·-':': ·.·;<:_: .; , :.:::~>·.:~>~··:· ~, '. <'. .. :,'· ',\ .. _-, ,,._5··. /1 ); :-. :;:.~;t~· ·_,,~:,,,::,,-·::; ,,'.¡;. :'~"'·';' .. ·:-::;º.'. ··'.:-:;~::- i_, ':/;,.,.\;~~·;,·, •• ~·.¡.-,,:~::·. :;;·'·:l' ·- -.··.;:\·e: ~--~: 

se utiliza en todos los ensayos es de :10 nuéleótidos (nt) delcirigití'.í'd ; enJos>geles· Utilizados el xilén 
·'-__ ,, , '··. --.-. ·:·~:\~- • · :·.":<. :··. _.,_._ '.·e;:. · '. .. ,_ · . :- :'. : -···;::.··. ·. ·., ~ t :: ·· ·_:. · '.·. ' -.- _:. -,_.: -:·' -- ·;····:·--_" -. f·:./' ;- .. ':;·:::~·: ,"~~·"~ · L --.· .__, · ,_·. 

cianol comigra coñoligon~-éleótido~d~"1 o niy'el azUl.éle bromorénol com'igr~con:·a1igon~cleóÚdos. de 

28 nt de longi¡~d. Lá 1ri~gltlld ~ae ;i'b~ DNA;s ~ro~~:C:idbs tlié de riiiis~de '28 i;a'~es 1~ue~ en .la 

autorradiografia apar~ce •un b~rricÍÓ pof a~ri'ba:del l!ZM d~ br~!Uor~noliy ha~,t~ ·~L ni~el <le·. i6s pozos 

(Figura 8B). Es decir que la pciÚmerasa agregó, al menos, 18 nucleótidosal iniciador .•. · . 
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Figura 8. Efecto del 111anga11eso sobre la acti1•i<lad de DNA polimerasa. El ensayo de actividad de 
DNA polimerasa (o) se realizó en presencia de 8 mM de magnesio. A) Gráfica de la actividad de DNA 

polimerasa (en pmoles de a-
32PdGTP incorporados) en función de la concentración de manganeso. El 

ensayo se hizo por triplicado y una de las tres reacciones de cada punto representado en la gráfica se 
analizó en gel de poliacrilamida. B) Análisis de los productos polimerizados en gel de poliacrilamida 
10%-urea 8M. Autorradiografia del gel, cada carril corresponde a un punto de la gráfica (nt, 
nucleótidos). Los números de los carriles corresponden a los de los puntos graficados en el pánel A. 
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Se ha encontrado que ciertas mutaciones confieren resistencia a la inhibición de la RT por 

diversos compuestos. Un ejemplo es la mutación YI 811 (De Vreeze, ~/ al., 1992), que confiere 

resistencia a compuestos derivados de TIBO (tetrahidro-imidazol (4,5,l-jk)-benzodiazepina-2(1H) 

uno y tiona). Esta mutante es interesante porque hace al motivo (;de la RT;,deHIV71 má~'parecido al 

de la RT de mv~2 y ésta última enzima es naturalmente resiste~te'akis'.~e~i~ád~~ deTIBCLPor otro 
' ·¡· - .·• ..• -.,.,, .. _._, •• : ..:"'·" :·· "; .• 

lado se ha visto que el manganeso induce una mayor activacióá:de.la RT:. de HIV-2'.en'comparación 
: '· .. ."·"-... -:.j :;·_ ::;:»'_;,~---,_'.:.::;-,:: ·: ¡.:::.~' - ":;:"'... ---

con la de Hl\f-1. Ante el hallazgo de que el manganeso inhibió lá actividad de DNA polimerasa de la 

RT, se propúso estudiar el efecto del manganeso sobre la ~'áivfJ~diclé DNA¿poÍÚnerasa de esta 

mutante, donada por el Dr. Jozeff Anneé. Se encontró que, la''rnÚt¡nte\v{8H(e~ resistente a dicha 

inhibición. En la Figura 9 se muestra la actividad d~<ésta lll~t~rite (d~i~rn6I~s. de a-
32PdGTP 

incorporados) activada por magnesio 8 mM y a concent~~cib~és ·c:~~6íénie~ cl6 fu~ñg~ngso; comparada 
··. , -. ·.· ·-:·(;.;:'.: . :.:.e:',~-.-'.;:!>~:-•. ~·~J _:~:.--P: >. : .... ':~Ji:,_<·-· 1' t: -"' :-~-:/·'. > ... 

con la RT silvestre. Aunque la actividad de la mutante es muchci¡rná.s,baja qüe la' activid7d de la 

silvestre, la actividad de DNA polimerasa ·. de, la .·t'liut~nte}p~r~1ani~é··~óasi'; ~~nsiante . aún a 

concentraciones relativamente altas de mangangso. La dl.~n1iriúci6n in la ~cti~acióA' po~m~gnesio y de 

la inhibición por manganeso en esta mutante su~ier¿ ~ÍJ~ él r~sicl~Ü Y i 81 pod~í~ 'esta~ involucrado en 

la unión a ambos cationes. 
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Figura 9. Efecto del manganeso sobre la actii>itl~tl ele DNA po/i111er<1sa tl~1am11tante YJ 811. En Ja 
gráfica se muestra la actividad de DNA polimerasa de la RT silvestre (o) yde lan1utallteY18 Ji(O} en 
función de la concentración de manganeso. Ambas enzimas fueron activada's. porn1agnésio 8 ~ ene! 

ensayo. En la gráfica se presenta la actividad en pmoles de a-
32p dGTP. iricorpÓ~ados .. Estas d~s 

enzimas recombinantes fueron semipurificadas (De Vreeze, et al., 1992) ~n'i:eJ laboratorio'del .Dr. 
Anneé y en el extremo amino presentan 2 residuos de aminoácido diferentes (D'A.quila y Summers, 
1989) a la enzima silvestre que se utilizó a lo largo de éste trabajo. · · ·.· ·· ' 
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PROCESIVIDAD DE LA ACTIVIDAD DE RNA REPLICASA. 

Los productos de polimerización de ribonucleótidos se analizaron de manera similar a la 

anterior para tratar de determinar si los polinucleótidos producidos por la actividad de RNA Í'eplicasa 

eran de longitud comparable a los obtenidos en la actividad de DNA polimerasa. En .la. Figura 1 O. se 

muestra la actividad de RNA replicasa registrada (en pmoles de rNTP incorporados) y el 

autorradiograma correspondiente. Así, los puntos de mayor actividad, 5 (0.5mM Mn);6 (lmM Mn) y 

7 (i.5mM Mn), de la Figura IOA corresponden a los carriles con los polímeros más lar~()~: Fig~ra·I OB 

carriles 5, 6 y 7. En el autorradiograma (Figura JOB) se aprecia un barrido que est~ porenciníadel 

nivel a donde migra el azuLdebrom~fonol.(que comigra con polinucleÓtidosÚ2s'6as~s). tomo el 

iniciador es ,d~. U? ·bases; de longitud, entonces es posible rqte~~la\,RT' esté ~ro~llci~ndo 
polirribon~cleótidos'en'16~q·uei~cÓrpora, al menos, 18 rNTP's. Sin embargdsér~é¡Uiere el análisis de 

ésta actividad ~()bre tin riiold~ héteropo,límero de longitud conocida para dete'ír~inar la procesividad de 

la actividad dé RNA re~Hc~~~ i~clu~ida p~r mangane~o. 
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Figura 10. Actiliidad de RNA replicasa. A) Actividad de RNA replicasa (en pmoles deª-32PGTP 
incorporados) a concentraciones crecientes de manganeso como catión activador. El ensayo se hizo en 
10µ1a37ºC durante 15 minutos y se hizo por triplicado. Dos reacciones se cuantificaron por centelleo 
(el promedio de las dos está representada un punto) y la tercera se analizó por electroforesi(en gel de 
poliacrilamida 10%- urea 8M. B) Análisis de los productos de la actividad•de'R.NA;replicasa. 
Autorradiografia del gel donde se analizaron una de cada tres reacciones. Los números 1de los carriles 
corresponden a los de los puntos graficados en el pánel A. El iniciador o 'pdrrierd .. elqué'se usa en 
todos los ensayos, poli(dG) 10 (de 10 bases de longitud). · ·· · · · ·· 
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CONSTRUCCION DE LA MUTANTE Dl86H EN EL MOTIVO C. 

Habiendo inducido una alteración en la especificidad de sustrato se plantea el problema que el 

mismo sitio catalítico podría ser o no responsable de la actividad de DNA polirnerasa y de la actividad 

de RNA replicasa. El hallazgo de la ampliación de la especificidad. de s.ustrato podría apoyar la 

hipótesis de que las DNA polimerasas y las RNA polimerasas tienen un. orig~'ll ~Omún si se rimestra 

que ambas actividades dependen del mismo sitio catalítico. 

Con el objeto de estudiar si los residuos del motivo Cdc tiiRT~stíúi'i~0ol~~~ad~s eri lá Unión a 

metal y en las actividades de DNA polimerasa y de.RNA:repÜca~~d~<pf'~piisó g~nerarmJtaciones en 

dicho motivo. Al hacer mutagénesis sitio dirigida por ¡>CR cri¡;,o ~~ i~cÚc~ e~ Matii-fatc~ Y:Métod()~ se 
~·,.: .. :_;·,--'.:~·:.':-·::.o:,,:;~>--'.~-;.;:~- . ·-._~);_:: ·;_.;_;'.:;;:.: ___ ., ,' ·:;' _' .. i·,·-,;,:_-_~-, ·-, > \::?:i _<'.; ,:-.:··,. __ 

obtuvieron dos mutantes: D186H ·y MI 84G .. En··.este trabajo solámente·se anaHzó la .Pdm~ra. Se 

obtuvo la secuencia de los 506 pares de baiés ¡~~~~~"lo~~~iti?s d~ 're~fri~·~¡ó,j E~oRV;·; PflMI;. no· se 

encontraron mutaciones adicionales a I~ m~t¡ció~ 'G.:':k~Je::~~~bla ~(c¿dÓn GAT(o) p~r GAC (H). 

El fragmento EcoRV-PflMI se subclonó en el plásrriido con el gen poi silvestre y se obtuvo 

nuevamente la secuencia. En la Figura 11 se muestra la secuencia de la mutante en la región que 

codifica para el motivo C comparada con la secuencia silvestre. 

G A T C 
Wiñ wmwmwm 

,...,.,.;; .......... .......... 
. ..__ ....... 

-"· -
f' -···-. __ .;~·-~ .. -

Figura 11. Sec11e11cia tle la regió11 del motil'o C de la RT sill•estre y de la 11111ta11te D186H. Las 
bases de la secuencia silvestre están marcadas como w y las de la mutante como m. Las flechas señalan 
a la base G de la silvestre y a la C de la mutante que ocupan la misma posición. Lás reacciones de 
secuencia se hicieron con el kit de Sequenasa versión 2, de acuerdo a las instrucciones del proveedor 
(USB). 
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PURIFICACIÓN Y ANÁLISIS DE LA MUTANTE D186H. 

Para comparar las actividades de la RT silvestre con las de la mutante se propuso purificar esta 

última. Como existía la posibilidad de que la mutante no presentara actividad.de.DNA polimerasa, la 

purificación de la mutante se hizo a manera:.de réplica de la silvestre en paralelo. En particular en las 

cromatografías se seleccionaron las fraccior1;sque tenían el mismo número (esd~cir, la~ qu~ eluyeron 

al mismo volumen de la columna) que la¿fr~cci~hes con acti~idad eluí~as~dur~nte:1~·pü;Íficációnde la 

enzima silvestre. Además se utilizarÓn ~riticu~r~os c?ntra la RTsilve~tre ;p~rá éóriobÓ;~~ ¡~:pr~sencia 
de la mutante e identificarlaen I~~ ¿tÍacios}'ll161aré de Ía :purifiriación. · , ·.···•.·.·•··• - , ··. -~f· . 

p>ra ,, ::~~ •• ·d;:"~·.~~r1~~~~t~;.4~~~::,~;~~r.~¡~~rl:~t~~lffe~~¡~;,:~;::~ 
de RNA rephcasadelas fracpr?ne~ elurdas delas cgtumnascroniatografi~_as:Aphcando la metod?logra 

~::::::;~~~~J1~~'fr:~~~~~~iú~~rr~,,~·~tlf ~~~~~W~~"~~~~~:::;:: 
mutante se modificó-la metodología: la C,romatografia:~de'int~r~ambio<ió~'ico ~ritiE:~Lsephaéel ·se 

desarrolló con un gradiente de.1Óa4d~M de NaCÍ. La pJrificacióil 'de l~RT ;il~e~ft~· ~e·~~dificó en 
, . ' - ' - ·. . . ·.- ·' . - " . . , . •, ' ' ., , ' -- . __ ,_, .; ·.-. . ··~·~· -. ' . ' 

el mismo sentido para pode; ha~erlás coino replfé:as;'i i • i i. > . - ·. .. •;· -
En la Figura .12 se ilustr~· 1~ fas~ de~puriflcación ~.qu~:fo;resp9n.de· a,1a-~r0~at?grafia de 

::=.:~:',~';i,;";;¿~r~~~¡.;~t;~,~~;Í~~/l§~+:j~J¡~¡¡~~::: 
aparecro en la fraccrol} ~um~ro· 8 ycorr~sponde aQ.5 P~?les de., . J>dGTP mcorporado comparados 

con l OOpmoles p~ra. 1.~'.liiis,&a' frac~i~;\·~e·W;R:r;;~itf:?~~e.·y~~ ~ez cÍ~t~r;~iri~cla ·'-~ a~tivi,d,~dd~. DNA 
polimerasa se amilizó la actividád de RÑA replicasá delás fracciones del piéo efe' actividad de la RT 

'• ,\>:•<'." 1'; ,,,:\'.i\ .. _' 0 ;:'.\'.:.;, -~ _;_:· ,...,_: '1;:;' , •:.,:_o;•;:.' '-'r:~> ''.>'°;;_:,:.- '.': •',';' • ,•"•,\" ,':C: > ' ' " -- ' V',·_"~' ,t-.- ''.'.',•, :>º:~'·:- r.:~·:;~_:,~- /3, ·,·•. ', ; 

silvestre y de. s~ C()rrespondiente en' la íllutante DI 86H. En la Figura 128 sé ·müestrll la a~tiyidad ·de 

RNA replicas~ de dichas frácC:i~~~~.La~de'ia RT siivestre presentaron actividád'<l~'!WftJ~~plicasa y 
- . ·- .'/·~ :·. ·{:-:. :·· .. L',~ .:-.~:;, - ~:,€· :.:-·-: · ; _·_:>· .. >----~='." · · ;\.. · _-·. . -- .··,-_:,; ·,_-¡'.:,.~;:.: }'.i~_-t:.'· ~>.:/\·. ,:.;~ ... -. 

las de la mutante no presentaron .aé:trvrdad detectable. Para corroborar la .presencra•:'deda mutante 

DI 86H en las.fracciones cOrr~ipondientes al pico de actividad de la RT sily~siré se;an~liza~~¡{.~Jgunas 
por Western blot. s~ utilizó' uo'anticuerpo monoclonal de ratón contralá RT (~llb~l~sejgI,\ NEN-

... •· .• ::.• ···.:.::. ..·. .• 125 ·. ·'•'.': '·•;• .• ,,, .. ,"':"·':'.·'.e . ,,',· .. 
9304, DUPONT) y se reveló con "!-Proteína A. Se encontró que las f~ácciories'.,8 a'°J20elpicode 

actividad de láRT.sil~estre y sus correspondientes en la mutanteDÍ86H'Pre~é~r~~~~,~~~'~ro~eínas, 
p66 y pS 1. E;t~;'~~oteí~as corresponden a las dos subunidades de la RT (FÍg¿rá. l ic}1Asf'aun'que se 

mostró que laciutante está presente en las fracciones, éstas prese~taro_O b¿ja ~ctividacL'd~ DNA 

polimerasa y no se detectó actividad de RNA replicasa. Por lo qu~ se p~do cie;!,ostra~ q~e ¡¿ mÜt~ción 
afectó ambas actividades drásticamente. . . . . . . 
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Figura 12. Análisi.~ de las actii•M{l(/es de IJNA polimerasa y de RNA replica.m en las fracciones de 
la cromatografia de intercambio iónico. A) Actividad de DNA polimerasa (en pmoles de a-

32 PdGTP 
incorporados) de las fracciones eluídas en la columna de la RT silvestre (o) y de la mutante Dl86H 

(O). B) Actividad de RNA replicasa (en pmoles de a-
32 PGTP incorporados) de las fraccione~ del pico 

de actividad de DNA polimerasa de la RT silvestre (o) y de su correpondiente en la múta~te (Of C) 
Anális de las fracciones del pico de actividad por Western blot. El número d.el cahiLrepresenta el 
número de fracción colectada y en el carril O está el extracto crudo. ·RTwt,;fracciori~s de tá RT 
silvestre; RT Dl86Jf, fracciones de la mutanteD)86H .. Se indica.!). las subunidades p66y p5L Se utilizó 
un anticuerpo monoclonal de ratón contra la Rif'(~~bcl~~~ lgl, NEN~9fo~, DUPQNT) y se ~eveló con 
125 . · • ·• - -• ·-.- ·····'· · .•·-·•··· ·--·-·-·•-.·-·-·,e ........ •--, ,. •· -• ..... , ...... · · ·-

'!-Proteína A. La placa autorradicigráfiC.a se'.expüso durante 12 horas .. ,-
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Debido a que se encontró que haciendo la replica de la primera fase de purificación de la RT 

silvetre sí se obtenía la mutante en las mismas fracciones (Figura 12), se realizó la purificación 

completa de la mutante y se analizaron nuevamente sus actividades .de polimcrasa. En .. la Fig~ra • 13 se 

muestra la mutante Dl86H purificada, analizada por electroforesis en. gel. de;poliac'ritamida 

desnaturalizante (SDS-PAGE) y por Western blot. Se erico~trÓ que· en la prot~íiia.:lllU¡anteDÍ86H 
purificada están presentes las dos subunidades de la RT, es decir los péptidos p66 y p51 (Figura ·13 A) 

que muestran reactividad al anticuerpo anti-RT (Figura 13B). 

A 

Kda M 2 3 4 

97.4-~ - - -l~-

69- • = -u~ -- . -p66 

~ . --1 ··. ~ -p51 .. ~-46---- ... ' --
B 

Kda 2 3 4 
200-

97.4-
, 69-

¡. 

46-

-- - ... - -p66 
-~----p51 

Figura 13. Análisis tle la 11111t1111te J)J 86H purific111la. A) Análisis de los extractosy delas enzimas 
RT silvestre y mutante D186H purificadas por SDS-PAGE. Las muestras se cargáron aun gel de 
poliacrilamida aU2.5%, el gel se tiñó con Coomasie (ver Material y Métodos). Carril M, rr¡arcadores 
de peso molecular; carril 1, extracto de la RT silvestre; carril 2, RT silvestre. purificaéla; carril 3, 
extracto de la mutanteD.186H; carril 4, mutante D186H purificada. B) AnáÚsis'de lós'extractosyde 
las enzimas purificadas por:W~stern blot. Un duplicado del gel' del pánél:A'.se Úansflrió:'a'.ün filtr? de 
nitrocelulosa que se bloqueóysejncubó con•. anticuerpo anti~RT (ve(,Mái~rial~s'fy¡~étódos}:- Sé 
reveló con proteína A yódinada con 125-1 y s.e obtU\fOUna auiorradiogr,afia,.ex'p_oniéndo un'aplaca 
durante 12 horas al filtro revelado:. Se indican los\ péptidos' p66' y)pS l~réa.ctivcl's al"ariticúérpo, que 
corresponden a las dos subu.nidades de la RT: (Kda: kilodaltc>11es): · · ·· · ··· ' ' · .· 
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ACTIVIDADES DE POLIMERASA DE LA MUTANTE 018611 

Finalmente, se analizaron las actividades de polimcrasa de la mutante D 1861-1 purificada y se 

compararon con la silvestre. Al analizar la actividadde DNApolimerasa de la mutante se encontró que 

solamente presenta una actividada del 0.5% el~ lá ~cÚvicl~d de la enzima silvestre en presencia de 

magnesio. Cuando se analizó ésta actividad enpresénciade ina~ganéso se.encont~ó que es superior a 

la encontrada en presencia de magnesI6. Así, l~~:~Ían;eDi's61-1'es mejor áctiv~dap~relmanganeso 
para su actividad de DNA poÚm:erasa;;es' decir baj6 su aciiv.idad y'ca;¡1bió:~u 'pref~~en6ia. d~ catión 

activador (Figura 14). Est~rbsuit~Ctoisugl~re·tj~e ~I ré~icit\6 mutado ~;·clría est~~ Ín~olucra'do :en la 

indetectable la actividad de RNA re'plica'sa. 'Es deeir/ la'. misma 'mútación tiene .Üri :.:efecto muy 

importante sobre ambas acti~idad~~. El·. residuo D 186' es i~disp~nsabl~ ;para· Ja 'iñtegrid~cl. de a~bas 
actividades. 
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Figura 14. Análisis de la acti~itl"'I tle DNApolim~~~siule la mutante ~186H. Actividád específica 
de DNA polimerasa de la mutante D186Hen presencia de magñesio (o) o en pres.encía de manganeso , - ' . ·. >·:·· .-. , . :- ··:- ..',.'-' '· -. .,• -'· ' ... -_ ... ·: .:··-.. . ' 
(O). El ensayo de actividad se realizó en un vÓlumende IO~tl. y se incubó a: 37 ~C d~ránte 15 minutos 
como se describe en Materi~les y J'vtétodos. El ensayo se hizo por. duplicado y se repitió dos veces. 
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DISCUSION 

l. ACTIVIDAD DE RNA REPLICASA y ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO 

Al igual que otras polimerasas (Cuadro !), la RT de HIV-1 fue capaz de incorporar un sustrato 

no específico, en este caso un ribonucleótido. Se encontró que la actividad de·RNAreplicasa inducida 

por manganeso puede alcanzar aproximadamente el 7% de. la activlcÍad'de DNA polimerasa en 

condiciones óptimas para amboos casos. La única diferencia eht~e 1éls Jrisayo~ 'de'DN,A polimerasa y 

los de RNA replicasa es el catión activador y, desde Íllego, etsi.isti~to;~todás I~~ de.más condiciones 

fueron iguales en ambos ensayos. Así, la actividadópiima d~.JS~J\.',p6Jhnei~sa·i.alcan'za 140pm()I en 

presencia de 8 mM de cloruro de magnesio(Figúia 8),)n'tan'ib qÜel~~~ctivid~.d ~iás;áifa?e RNA 

replicasa es de !Opmot a o.s mM de doruro de lliarigfresd(Fi~uia~1Ó):'i:;n'aúse~6ité1e c~Úón no hay 

incorporación de ribonucleótidos. La.·_ah,;::cfh~~gtr~~Ó.'n,~.~1,;~gs~;~~t~·!:~o;;~s~~~~íft;?,~.'féiblemente 
contribuye a éste relajamiento de la és¡íeéificidaél de st.isfrató;'sin e1nbargo en'das'.n1isrrias con'diciones 

: - ' ~·- - ·.-·-- ' ".:;.·· - '.-.::.:_:' -:1,:.-·>- :- J=<-··:: ·. \'·>."'- .::'.·';' .. '.?.:;~·:':- -!\-'.'._,·: '<:- ".,·.': ~-: ··«·:_: i·_,::·.- ·.e:::.:!:' - ':.' .' :-. .. :: 

su incorporación es mucho' menor ,eri :prese~c}a',de magnesi?,f~'sto;~~ugier~:.Ciue 'el fiilángan'eso es el 

factor que determina tanto la a6tiva~ióri ~on1ó 1i"~It~~ac\ó1 cl~.la'~~~~·~ificYCiad~de ·;~-st~~to/' . 
: · -> \--- r~;_:_:, ": ,-:<'-','.;, ;·'~< , ~·\:r .~ :!-·:\-: ·'.~~-~·-'; .· ··:.;\~.: _'!,.">;_;,·;;;{/.?>5f'.1":·-,\\7'~;_;: :.'.·i.\N· ·¡¡_ .. ><- ·~~)~_;.:-- ~;,c:.o -. -- ~,:-· :· -_ 

En la estructura dd do1111n~? cataht1co. de Ia D1'·fA pohm7rasa 13 de rnt~ se han .encontrado dos 

et al., 1993), aunque no se conoc~ si éste residuo.coordina el cat.ióp fcómo I?' hace es'pósible que la 

unión de manganeso sim~le i~ c~nfór;na~iÓn'.de, I~s ¡ione~• ri~éesa'ri~·;'fiira i'á' ii;c~rp~ración de 
ribonucleótid~s. :.:. · .. ,·.. · / . '..'. < :• ' . ·, 

La diferencia entré 1.Js ~ostipos de sll~trat~ c~nsi~te s~lamente enlln hidroxilo adicional en el 

carbono 2' del azúcar de los riti'briú¿i~óticlos CFigGra'~). A'éit6;re~pe¿t~ es interesante mencionar que 

de acuerdo con la estructúr¡ d~I cbrnpl~jo DN A pólimdrasi 13~m0Ide-iniciador-ddCTP, se hizo un 

modelaje de los hidroxilos sobri~I azÓcardei'ddCTP (Pelletier, et~/., 1994). Se encontró que bastaría 
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con un pequeño cambio en la orientación del ddCTP para reducir el impedimento estérico en el 

carbono 2' de la ribosa. Esto explicaría porqué es tan sencillo inducir un cambio de especificidad de 

sustrato en las polimerasas, col11o en el caso de.la RT, en pr~sencia demanganeséi. Es poslbl,e que el 

manganeso al unirse a loúesiduos D en la RT, por su tainaño;' induzc(el cambio' conformacional 

necesario para reducir.· er, Ín:ipedillJ'eiltó 'estéric() .'. e~fre '¡()~ r~sid~O~ de(sitiéi adivo· y '~1. hidroxilo 
adicional del ribonucleótidci'S. · ·• · . . . . . . . . . . . .. 

Aunque las· exidendas.indlc~rÍ quep6sibl~mente un ~r~ll riúmero de .resid~o~··¡nier\íie.nerien la 

~~§~~1~~~:~~~;~!\~tt~~~~~\t~~~t~!~~~~f ~~r~~~::~ 
induce cambios queaféétanla es~ecificidad Fe sustrato, :~tonce(es posible que la conf?rmación de 

.,-
.,~' '. 

el primer caso entoncesse'daríasustento .a lahÍpóte'sis.del Órigen.cÓ1núrlde;las'p6Umerasas;. pues un 

sitio catalítico ancest~~I'co~ aibigll~cla(d~sus~rat6.pod;íah~berélad,6_q:i~eri~ p'olimerasas eón sitios 

catalíticos espécíficéis;,~u~qué,~o·~;tá ~iaroqué'residuC>~ .·<> ~~gi~~es esi~'ri.directall1ente .involucrados 

en la especificidacl;de ~.~st;~((¡:'~s.fábil·.~lte~~rii/10 cual.tien~ iri1pllcaci~·¡;~s(fü~tlpnales y evolutivas 

'm'º"'"'"' ';; v';;·;~?m~ii~W'~;~~l~:&~~~~l~t;,¿\, .···.·· ..• 
Se enconti:ó; que; '~11 c9ndiciones ópti111as ~para •. sll'.;actívid¡¡d ·dé . .;DN{\.\pjlimérasá·. RNA 

;:,~:~~3ll~~tl~~l~l.iiS1:~:~~:¡~~~S}~~;~¡~~~~~!·~;:tt:: 
obtenidas en presenc\ia 'd~I c~tiÓ~ nd isp~~¡fi~(} }':.del sustratéi es~~cífi,2¿,"'s~ría~ i~~~j~J~~t~~ ddsde. el 

punto de vista furici0r1al y del mecanism~ derellccióll: ; 

Existe~ otro;. dos casos de. inÍ1Íbici.Ón d~p6límerasas. pbr. m~ng~nesri, la RT de. AMV(Lazcano, 

et al., 1992) y la DNA p;lim~ra~a ylmmana (Focher,'e/a/., ¡990): Posiblemente las est~cturasy los 
mecanismos gu~rden similit~d corilos de ia RTd~ HIV ~ 1. . . . . . 



En un trabajo previo propusimos que el hallazgo de que el manganeso inhibe algunas RT's, 

podría resultar de utilidad terapéutica en pacientes con enfermedades causadas por retrovirus, como el 

SIDA. Hemos encon~rado que una mutadón e11 el residuo,~ 18 r~ I (mutante do.nada a1~1ablemente por 

el Dr. Joseff Anri'eé). cÓhfier~ resl~teh6ill;~. i~hibicíónipor mariganeso. a~nque. pres~nta una• actividad 

muy baja de DNA polin~erasa (Fig~ra 9). E~ p~~iblé qJ~· est~ tipo ,de ~uta~t'es se seleccionen en 

pacientes si ;e .llegara a utilizar el manganeso pa~ll fih'es t~~a~éuti~os 'é~ e~fe~~edades causadas por 

retrovirus. . . .. •.··. ·.. ·. < \ :> U 'y •·· .. ·.·.· 
El hecho de que ésta mutación confiere ~esistencia a la inhiblció~ por manganeso sugiere que el 

residuo YI 81 también podría estar implicado .en la'Üni6ri ~ ~atión di~~lente actl~~d\'.Ír: En particular es 

interesante que la RT de HIV-2 presenta isoleÜein'a'foYnÓiÍrd~ina\Yf~n ¡~:posléión eqUivalente y es 
~<· -; ·::~~ ~·-·;.:··~. · .. i"i:}°J. !~~-';~' . <\~,;: :·,;>/ · .. J '.:J>) ·:':,;:· ... : .:'._::: :; :' '·-

mejor activada por manganeso que la RT 'dec HIV~IY (Lé:Grice, •eh {ji:, 1988). ,Esto sugiere que 

posiblemente el residuo Y interviene én la JriiÓri{rn'anga11esC>. ' 

---" . ~~( ·,· -~:~t~~::._·,,. · .. ~.'.~:·-· 
Al analizar la actividad enzir~~tié:a deDNA polill1~r'a~~ RNA.dep'endienie'. cié .la mutante 

D l 86H semipurificada yptÍrifickcill, en presencia de magnesio, se' en'~()ntiÓ qÜé l~ní~fábÍÓii' al>ate ésta 

actividad. Sólo se detectll ·~na aC!Ívidad residual de 0.5% (Ó.SprnoiY ~~ Bü;nJ)~~llción':c~n la actividad 

de la enzin1a silve~tre' (Í OOpnml), en las mismas condiciones (Figtiia'l 2).':'~ . ~&;· .:'f;°, 7~ · '' 

En •forflia·i~u;ftada ··se' encontró que la mÜtanfeDl86fJ ~s ~cti~ada f11á~ eflc.ientemente ·por 

~~~~~:~~:;~;.E.:~;É±~i1lVi~lt~~~~¡~~gfü~ 
directamente en esta función. Dado ,que eI iadi~,ióriido'cl'~¡ M~ (b'.'so-Af~s li~era:bente ~llyor que el 

del Mg (0.66 Á), es posible que el residJo d~hdti~i~~-(Figur~ i s)é~t~c:~]trÍ,~~y~hdo~lif~relcatión, 
pero posiblemente lo hace con .•. u~~ ~éoriicetrí~~Ín~s ~clecuaCia''¡)lli~iei':'in~~ga~éso,-:~pern;itlendo la 
incorporación de dNTP's. . ;•¡:,· ·, ,: ' 

La actividad .. de• RNA"ire;lica~a. d,e .·lámutante d~scigndeJ~·}~iJglés/~o';~ete~tables de 

~t~~~~;f ~t~ilf l;,t~!i~l~ii~f i!lf J~l~~i~~~ 
ó el acomodo acle~uado 'de los ri?o~uc)~ótid~s en el si ti.?. a~ii~ó debido.~- la'.tre~~~¿i-~. d~i~~ grupo 

hidroxilo adicional (respecto a los dNTP's).> , ' 

La mutación D 186H podría ~sta~ clist~rsionando la estiuciura general de la RT y. s~ría posible 

que por esta razón se hayan visto 'afectadas ambas actividades de polimeraizaclón, aún cuando 
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.~ 

Dedos 

Figura 15. Ubicación del residuo mutado en la estructura del dominio catalítico de la RT de HIV-1. Se indican los subdominios Palma y 
Dedos. El motivo C se presenta en color verde y sobre éste se ubica el residuo mutado 186 (DI86H en color azul) y el residuo D 185 (en 
rojo). Sobre el motivo A se encuentra indicado el residuo conservado DI 10 (en rojo). Estos tres residuos, localizados en la base de la palma, 
parecen constituir la parte medular del sitio de unión al catión divalente y a la vez del sitio activo. Las coordenadas del dominio cat.alítico de 
la RT se obtuvieron del Brookhaven Protein Data Bank (archivo Ihar) de la estructura obtenida a 2.2 A de resolución (Unge, et al., 1994). 
La estructura que se presenta se generó utilizando el programa Insight II. 
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residieran en sitios diferentes de la enzima. Sin embargo, existen evidencias que indican que las 

perturbaciones estructurales provocadas por la mutación D 186H en la RT podrían ser muy locales, 

éstas se describen a continuación._ Aparentemente las dos subunidades aún se tli~1erizan; lo cual es 

indispensable para el procesa~iénfo que da_~o;1;~ resultado· l~s~bu~idad~51, qúci fué d~tectada con 

anticuerpos en las prepafaci~nes de- la niutanÍe (Figura 13): LáMutante aú'n 'és cap~z de acom()dar el 

molde-iniciador (híbriclo--RNA-DNA)yutiliia~lop!lr~- su_~ctl~id;cl deDNA pO!im,e~+:}o que indica 

que la estructur~ dei cá~~l ,fo/niado porJa. ~~lm~; lo~;dédos Y:~i ~~lga(también se.marítien-~.: Además, 

::::~::m1;ii~At~11J11~r1~~i~fi~~;t~;~~~::~;~~~~~!~1~~~~:b~: 
debido a que· nó'.es posib,le_det'ec~ar el_ ;7% de losO.~·p_n1oles de ácth1idadlcle.DN~polinierasa,_· ésto 

~~":"~:~~:~~ti t~~¡t~;t;~:i~~~~:t~~~~;~r'.~:Ji~~*~~~:¡~~;~:~,!~;,5~::: 
actividades. ;_En: ca~?-• contra("10;: deben a-. s~r-·_ pos1ble d et~qta~_)os ·) O':ppiol(;)S ~;~apro~1111~da111ente) de 

~2~~~~J ;fj;~~~~;~~~~l~~f~}f ltl~f t~~~f ~~rt 
En.la estilictut~ dé la' o~~ poHm~rasa J3d<lr~ta1°6s i;nes de ii1íuiganeso seúiÍenal rnismo sitio 

que el mag~e~i(); :r?r~ ~p~u~-~ ~~~~~tri~-~¡rcif~ni~~~~he~?:t§f.;rf9~~i.' ~f,.~~/_ta-gy1_~1~ cií!.ionés se 
estuvieran uniendo. a' losresiduosp _~el motivo e· equi~aleñt'es •a)o~·de la_ Dl\]Apofünerasa _·p de rata, 

(Yadav, et al., -1994) y eJ/ _hechó 'de \tjúe i la_ ínutaci?n ~I) 1~6Hf af~cta ambas aCti\/idadés en· la . RT 

fuvoreo:;~"ti:t:~;~~t:J¡• ~~:\~~i!Alf ~f j~g~~º'""".:,,;vodoc · 
óptimo y la RT d~ HIV-2 c4~~e 'difi~r~ 'en va~ios residu~s deí motiy~ Ó"éÓií la de'mv~1f es 
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parcialmente activada por manganeso (Le Grice, et al., 1988), de tal modo que algunas diferencias en 

Ja estructura primaria del motivo C podrían ser responsables del uso diferencial de catión activador. Es 

posible que algunas mutaciones sean capaces de inducir un cambio en el uso de catión activador; éste 

podría ser el caso de la mutación ÜI86H~n la RT'.de~IV~l yde lasmutacione~ r)10Ó2N y T 1_003S 

en la DNA polimerasa et lnimana'(coJel~hd;y:W~ng,;:í99J);·c]uecperr~ite~''.un'~ á~tivación •por 

manganeso para la actividad .de DNÁ:polir~ern~a;)riejór;,Cí~e en prcis~n,cíá ~:e,m~!Írié,;¡o (catión Óptimo 

para las respectivas enzimas silv~itre~), s~ría;inte/~saii!'e ~~dir la afinidá'd de laR~· ~il~e~fr~ yde la 

mutante D ! 86H por cada uno de\Jas/~atio,né~'.(~g y·~~r:P,~'.~s·~sfo,·'~~n·{~ib~lr/a:,~. ria,f ~r~nder la 
disminución en la actividad de DNA poli;,;erasa y elciÍriibio erÍ;catión p~eferenciál provocados por .la 

;~~~~:"~~l~;i~t~~~~"tJ~~~\it~~~~~i~~i,jti§i%~~~:~;~~,ili:I: 
mutación ·podría irnp~diL' el. acorn~do':de;'.nucl~ótid,?s;·; l'.fecto que es. parcialmente revertido por el 

que con magnesio. En el cas?Ael ITiolde'?podrra·se.r qunegenere·un camb1p,conformac1onal.··enel 

~t~~:~~~~~:¡~~~JI2~1~~r~~~~~Wl~~~~ilii1~~J~~ro~~ 
capacidad de utiliz~r ·ª' DNAc~í'noirnolcle (Boy~r, ei:a1.·, EJ9~);·~;t¿ lnclic°á ·:q~e'.·~~r~quieren'p~~os 
cambios para cambiar I~ .especificid~d. dct rri~Jde, 'aúrÍ,qúe taJ'. ~Úse requirell 'múta'ciories adicionales 

para que haya eficienciá en la polimerizaéión d~~p~és del ~a~bio. 
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El motivo C de KF (y de mras polimerasas de la familia Poi ) presenta un residuo D y uno E, a 

diferencia del par de residuos D que presentan otras DNA polimerasas comola RT, Es notable que 

cuando se ha mutado cualquiera de los residuos D a E en la RT, se abate completamente la actividad 

enzimática; ésto sugiere que h~y algunas ~estriécio11es d~ tipo estructural que in1pid~~ laacÚ,vidad, 

incluso considerando que el E formli.parté deÍ ;itio activo de otras polimerasas y de ~nión a metal en 

otras proteínas (Chakrabarti, el al., 1990b) . Es decir, que se requieren mutaciones en residuos 

adicionales para mantener la estruc1:u'ra que' permite la actividad catalítica, aunque dich~s r~siduos no 

participen directamente en catálisis. 

IV; IMPLICACIONES EVOLUTIVAS 

Po/imerast1.\" y 11utteri,;/'ge~~tico. El contexto en el que se desarrolló este:. trabajo es la 

hipótesis d~ que elRNA antecedió''~Í DNA como material genético. Eri el cur~CÍ de laévolución 

debieron ocurrir . varios. eventos pa;a:·que el DNA pasara. a ser el material g~~éticd ¿n. líiscélulas. 

Durante la transición de RNA ariNA.co~o n1aíerial genético se habrían seÍe~ci~l1ado rii'iita~ion~s que 

favorecieran la utiliiación de un nÜ~v6 Ín¿lde ·~ sustratoo bien mutacidri~s ~~e ~~iii1itieraii Jn cambio 

en el uso de catión divalente que a su' ~ei''rav-Ore¿ie~a:esté'ca~bid;C!é espebifldd~·a y a~i;recllltar una 
--<.- ,::-· · '.' ., ''.' -: ./ ->~1::::. :-J: º"'.'.·' ,'_;,;.;'~.: .~:,_:-__ . ·-··7:·.<- .'.··;.->·'"'e·.-;. <>-Y~:,:_· ___ -_.'....:~~-:-;;._ f.:_<,:-.:_, .. _=~:'=':-'.-':.:.:","--.;_;)'':~i~>T>\-: ·-:~:·:.·· 

nueva enzima. Consi.derando ·c¡ue los geno.111ai(deRNAev()ludéman a'uná tasa más ·alta.'quelos de 

DNA (Holland, e{ di., 1982)/ré~~lt~ ló~l~o:·µ~ri~~r 'q~!/las ~'Lle~as ispe~lficiclade~ ~~r.a~molde. y 

sustrato se hubiesen seleccionado muy rápidamente: Esto~~ y~ apoy~dl)~~rel, he~i1ri<le Aué íl(aplicar 

análogos de nucleótidos como inhibidores dela RT db'HIV-1,\se ~dleccio~a~ ~Ílpidarne~te n;utarites 

resistentes; ésto ha ocurrido prácticamente para tod~~ lo~~a~~logos cÍe n~deóticlo~'·(¡u~-~~han utli~ado 
hasta ahora. . .. · .. . . • > , ; 

Una polimerttsll mínima. Los motivos A yC podría~ c:onstituir et cent¡o catalítico ancestral 

de la función de polimerasa, ya que se encuentran• i~·;todas.'i~s·"p~li~ei~'sa~J)' s~:.iryi~gridad es 

indispensable para la actividad catalítica específicá, ~~~o'io. ~\;esfran\~s-~es¿¡t·aci~~:ibt~niios en esta 

tesis y en otros trabajos, es decir que podría con~titui{~~a\'u~i9ac\ ppliméri~a~íniJria''.;A. p,esar d~ Iás 

diferencias entre los motivos de DNA y RNA pdli~·~r~sa~. la'facilid~~ cb~··1a;c¡ue,'.~d i;og~óalterar la 

especificidad de sustrato en la RT sugie:e que Ji/{b6s''tip6s de'p~Ú!n~i~sas'.uiYIG!lhitri~méc~nismo de 

reacción similar y podrían . tener•_ ~~;; a,á~e~.J\~~ó~:{.ft~í,~t~c;·,-dl{~i~~~ii~~ <l~;,: l~,.c~paiidad. de. 
incorporar ambos tipos de nudeótidosporla.misma 111utación·.ap?yaésta idea. Se. ha sugeddo que 

entre las primeras proteín~s en.· sJr~ir-~vol~ti~~m;hte eitarí~~ ~r~ci~~m~~~te'las. ~A·;priÍirÜer~sa~ RNA 

:::~;:~::,~~::~I~;J;t~t1~~~~~~t,~;¡f ~~~i;,~~i~·Jf ;q~~;tttr:'; 
cationes divalentes como se ha sugerido anterio,rlTieht~'(vaÍ~~rd~,;l~90;"J>~ii~ti~r%t'h,:'i994): ···., 

Centros catalíticos similares. Existen.~t;a~ p~oteí~~·s i:~yó'J'~e~Í.~o~¡2~t~Íí~i~~s yfo·~~ntros de 

unión a metal presentan triadas de carboxilatos. eón un'arreglo",,similar{al qu~·se\~ncuntra en 

polimerasas. Es el caso de varias proteínas de ,E. ~oti'~oirio eí; subdo~inio ~~Ónuéleasa: ct'e f ~ DNA 
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polimerasa I (Beese, et al., 1993), la Topoisomerasa 1 (Lima, et al., 1994), la ribonucleasa H y el sitio 

de unión a metal de helicasas (Bernad, el al., 1990). A su vez, la región de conección de la RT de 

HIV-1 es similar al subdominio ribonucleasa de la misma enzima y se ha encontrado similitud 

estructural entre el sitio activoATPasade la Hexocinasa y la región de co~ecdó~ de la)lT de HIV-1 

(Artymiuk.,dtal:, .· ¡ 9g3)::co~sidcii~ndo, la'.hipótesi~,d~~qu{lasp~li;~er~sas ~od:íancohtars~ 'ent~é las 

proteínas más .• a~tgü~; (Lázc~no, ~' b1 .. 'i9s~ ;- Lazcari~, et .• at ( 1 ~~2)> es·i)o~Ú~te ;(¡ue .10 ~Je. se• ha 

llamado· "unidad polimerasa .. rníninia;;/~oA~pre~Ciid~p()r. lds . rri.bÍiv8s K y' e,, 1;ay~ <la<l() • óri~en por 

duplicación génica a otras funcion~s como las que se meriC:i6nan aiiiba(o'~t~l :~6z:iÓ1()'·~ ~lgunas de 

ellas, especialmente las que están involucradas en la formación, deg;adadón,Y n'íciciifit~~!~!l d~ á~idos 
nucleicos. De cualquier modo habría que determinar entre este conjuiÍto\le pr~t~f~~ttjue incluye a las 

' .. , . . . ~ - '· .... ' - . . - - . -

polimerasas, cuáles son de mayor antigüedad. 

La l1ipóte.~is del origen cmmí11 de las polimemsas. Tol11amlo' conm• b~¿e ·.el.análisis de 

secuencias de las polimerasas, el grado de similitud es realmente muy bajo:'~d~sidefandri ~ las proteínas 
•• • • -- ó • ,.., - • • - ~ • • ,_.. • ••••• - ' •• 

completas y aún considerandolas solamente de manera local, pór ejemplo erí' el motivo e solamente 
' • • - o ' - ~"-.,_: -- •• " -· - " • '. - ;' :· •• 

hay una posición en la que el mismo residuo se conserva en todas las pol,iiJlerasasres'elprilllerresiduo 

D del motivo. De las diferencias en estructura primaria, secuñd~~i~ y.·t~rbiarili r;;,;~~ :sab~ aú~ cuáles 

corresponden a diferencias funcionales y cuáles a la historia eyÓlutÍ~a,'.is decir:. a liis I~t~r:,aloscde 
tiempo de divergencia entre las diferentes polimerasas. No obst~nié la gran ~ániÍdacl)~\Játos s?bre 

secuencia y:estructura de las polimerásas, .aún no.· se'j¡¡b~{qJ¡t;~gio~~~ ·;dn ';,~sp'6nsables de las 

diferencias q.ue les' pern1iten ·actuar.e. interac.túar .en for~as ·difer~ntes coh distintas·coíl1bl~~cio~es.de 

las 

polimerasas . hayarí sido 'eii'zimás', 'no ·espéc.íficas ·'pan{; sustrato (aúnque Ütili~arníl coin~ s~stratos 
rNTP's) y que dich~'~s¡)é~¡fi~idit'~· há~a ~~·rgido c~ímd~ a~ar~~ió ·il! biosí~t~sis C!~Jos dNTP's, de 

manera simultán~a para ambg¿ Íipos'de ~sustratos: Po/otra part~ ~i aJ'gu,nás rnutacioÍles eÍJ la RT 
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Transcriptasa Reversa de HIV 

_ DNA Polimerasa de E. coli 

RN A Polimerasa del fago T7' hacia dedos· 

Figura 16. Topología comparada tle la palma de polimerasas: DNA Poi P, RT, KF y T7RNAP. 
Columna de la izquierda: Trayectoria de los carbonos a. de los elementos estructurales comunes a 
todas las palmas de las cuatro polimerasas: DNA Poi (3, RT, KF y T7RNAP, . Después de 
sobreponerlas se desplazaron para observarlas. En la vista que se presenta,'elejecde.simetría pseudo 
doble pasa verticalmente a través del centro de la palma. Columna d_ela; deféé~la: Diagrámas de la 
topología de las cuatro polimerasas. -Los residuos ácidos conservados de\ los~ motivos. A y· C están 
marcados con su posición en la estructura primaria y símbolos delcOdigo de iiminoÍícidos de una letra. 
Los residuos ácidos del motivo A son: 0190 (ONA Poi f3);Dl 10 (RT);D7o's't(.KF);bs37 (RNAP). 
Los residuos conservados del motivo,Cson: Dl90; Dl92 (ONA~ol p); ri18s'.·),:0186 (RT); 0882 y 
E883 (KF); 0812 (T7RNAP):Los motivos Ay C están situados stibre láminas Wahtiparalelas en RT, 
KF y RNAP; en Pol (3 están situados sobre láminas f3 para!Clas: L~ región topológicamente conservada 
entre las cuatro polimerasas; que' contiene el motivo C está sombreada (tomado de Sawaya, et al., 
1994). . - -
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provocan la pérdida de la capacidad de utilizar DNA como molde (Boyer, et al., 1994), es posible c¡ue 

de manera similar pero en sentido inverso, en el curso de la evolución ciertas mutaciones en una 

polimerasa ancestral hubiesen permitid~ la.utilización de un nuevo ácido nucl~i.co como molde, el 

DNA, originando así alas DNA polimerasas. El 11e~ho dé que la~RT en pres~ncia de 111anganeso pueda 

incorporar aínbos tipos de sustrato~·:.(Figur~1r sugiere ;que podrían -haber éxisiido !lolimerasas 

ancestrales. con ·. ambigued¡d~ d~'.;sust~~to.iy qU~ ;en ••. el cursó de la' evol.~~ión. haya~ adquirido 

~t~~~¡l\t111;111~1~~tir~~tf !tlilltet~~j 
primeras eni:imás habrían sid°' éatálizador~fno :regulados y,conambiguédad •de sustrato '(Jens~n y 

Byang, 1982) .. ', ._ .•..... · •. ·< .•••••... : .•...•. ·._·•_:··.\._,.·:.: ... __ .• ••·.· .. ;;\~i·;':• .-.-; ... ;; ,·' ·.·. 
Origen y é;,¡,¡,,~;ól~:,ü/';sí11t~si.stle __ ,í~itlás tíi1cleico~:·; Sel1á_'¡)~o¡)'uesi~;qÚ~ e~la ~~ólución de 

proteínica contiené'el ÍlÍÓtivo C,podria representar otra d~Ias fas.es internf eclias;etl lá evolÚ9iÓ~ de las 

polimerasasa p~rtirde Jn,arlbozi~a (Valverde, 1990). . _. . · ... ·- ...• · .. · ·, . ·.·.-·. _- •...•.. < .. ·······--_· .. 
Así la.··ribo~iriia'lig~sa.podría.constituir Un modelo ,de las poHn1~rasa~ ~~s'anti~uas (sería 

imteresante intenta:_-que-polimerizara rNTPs, dNTPso_alllbos) ,de)lNA. .. _.Le ÍeJci~ei~s?p~cÍría ser un 

modelo de. una etapa• siguiente en la que· las• poJlmeras~·s pudie;on I1aber'.
0

sid~ ~ib~~¿cl;¿p_roteínas. 
Posteriormente ·.habrían, sÚrgido -las, polimera¿as c~nsti,tuiciis solm1~~nt~ · d~ p;ot~i~a --·perb con 

ambigüedad de sust~~to (la RT en, presencia de m~ng~n~so -~~rí~ t1;;-~10del;de esta:~~~~a))'fin~lmente 

~~EE;:;:~:::::i*3ttE;1;~~~f t~1i~~~~~i~~§f f~t~~~l~~F~: 
células (Alberts, .1986;{Gi!bét, ) 986; La~c~no, 19s6f y qu~ a p~rtir}cleiéste ti~o .de c.élulas 

evolucionaron . posterimfu'e~te céJul~s ~~n DNÁ . co~ci mate~i~-1 . génetico y . proteín~s . como 

catalizadores más abÚndante~ (White, f 976). . .. 
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CONCLUSIONES 

l. El manganeso es capaz de inducir una alteración de la especificidad de sustrato en la RT de 

HIV-1, permitiendo la inéo~poración de rNTP's. En estas condiciones la .RTtambién incorpora 

dNTP's. Por lo tanto la RT en presencia de manganeso amplíasu espe~itiddad, adquiere lo que se 

podría llamar una anibigJedad de sustrato, pues es capaz incO~pcÍrarlos cl~s tipos de nucleÓtidos. 

2. En presencia cÍ~:IJ1agn~sio el mangaryeso •• lnhib¿ 'la-~ctividad:defü~A :polirneriÍsa RNA 
dependiente de la RT. Existe ár l~enos u~a •.mutación que collfiú~ r~si~te~ci~ aj~ inhibición por 

manganeso: Y181I. En e~ta 1iuta~teJ~ activid~d ·de DNA polin1~;iÍsa ~s·ni~; baja•y I~ a;ctividad de 

RNA replicasa es indetect~b!~.'7 .. 

3. La mutaciónp1s~fl.prb\lo~a'uncambio en laprefe~e~~ia p~rc;;(ión a~tivador: la' mutant~ es 

más eficiente en pres~~cia :·de 'Í!i~ng~ríes~ para fa acti~iadad de DNÁ~o!Ímera~~, ~ dif~rehcia de láRT 

silvestre que p~efi~ici ·ri;agn.e~io'.'El):ambio 'en pr~fere:ncia ele c~tiÓna.dtivadÓr de magn•esio en la enzima 

silvestre a manga~e~o en lamutiíllt~ D 186H sugiere qúe el resÍdúcÍ 186 p6d~fa"Íor~ar' parte dél sitio de 

unión a metal: 

4. Considerando q~e: 
i) Se hari detectadci rlÍJ~ríucleÓtÍdos en moléculas de DNA sintetizadas intracelularm~nte por 

DNA polimera~as; • ... • •. ·· 

ii) Existen DNA poHmeras~squ~ púedensintetizar.ribo-deso~iffibopolinucleótidos; 
iii) Varias polimer~sas ~uede~ a~pliaf sJ ~specitiddad de sustr~to ~IÍ p~~senciade manganeso, 

incluyendo a la RT de H.iy~í:~ori-io ~quí s~ ~e~o~~; ' } · .. • . .. .. .. 

iv) Se han visto ion~s ~e mag~esic}y ele manganeso unidos a los re~iduos D .d.el motivo ? en la 

estructura 'de al. menos ~n~ polin~e~as~ (DNA poHirie~~saJ3'de iata)y '< ) ... /; ·. · 
v) Mutaciones (D 186H, y}~ 1 rfen ~1 ·m~ti\l~c d~ la·~ 'I' de HÍV-L~fe6t~ri tanto a Ia actividad 

,, ~:;::;;;:'±~;&:~~~tt~~~~§;ff;~~~jfüf>~~·~~:fi:.;f ~~i~,..,, 
mismo sitio responsable de la actividad ,de RNA r~plic~sa ~i~du~lda·,~rif.ína'~~a~~so.'~'si ''é~to es así, 

entonces es posible que hubiese existido una p~lim~ra~a ance.stral ·con a~bigL~ciacl'<le J~str~t~; es decir 

con la capacidad de incorporar ambos tiposde'~~str~tos, q~e podría h~b~r dad~ ;~igeria 1'~s diversos 

tipos de polimerasas a través del establecimientode la esp~cificidad de sustiato ; d~molde. 
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PERSPECTJVAS 

La determinación de la estructura de la RT en complejos productivos, con molde-iniciador y 

sustrato, en presencia de magnesio y en presencia de manganeso arrojaría inforrñaci~ri rit~y importante 

para entender cómo es que la presencia de manganeso favorece la incorporación de rNTPs. 

Alternativamente, ya que se conoce la estructura de la DNA polimerasa j3 de,r,at~,Ía~to ~n'presencia de 

magnesio como en presencia de manganeso, y se ha visto que ambosio~e~ s~ ~-rieri ¿:lb~.:~~siduos D del 

motivo C, se podría intentar inducir actividad de RNA replicasa o RN1 p~limefása''D,N~d~pendiente 
en presencia de manganeso en esta polimerasa. Este tipo de ensayos en "111 Í)NA'phliÜier~~·a ¡3 de rata y 

la construcción de mutantes similates a la mutante RT 018611 .· contribuirí~ri:~ ·~~bef ~i"las ~;ctiyidades de 

DNA polimerasa y de RNA polimerasa pueden residir en .el rr;i~d'siíi3'•áb}ivcPE:d'~st~ contexto, la 

medición de la afinidad de las enzimas silvestres y las mui~~tfs pqr,; Id~ iqi'Í~s :~~tá1f~?i;,n1.agnesio .y 

manganeso también aportaría información para co~prerider la ;iiiducéión'! de alt~ra6ionéS en la 

especificidad de sustrato y el efecto de las mutacion~s en ~! ~~tl\IÓ' Ó• .. ·········· ·. · •. ( . ····.· .·· .. . . , 
Los resultados e hipótesis ·expuestos .. en.·est¿ tiabáj~. sci.yerían, e~riq'u'ecido¿'sis~ analiz~ la 

procesividad de la actividad de. RNA répti2ás~·clf ¡~·RT inducidapor. 11lanfaneso, Ü ;~~Hzadón de 

ensayos de actividad de DNA polimerasa y de !lNA:replicasa en presen~ia de ~~ inhlbid6r específico 

de la RT de HIV~lcontribui~ía a hacer má; claro si 'es que ambasacti~ldades dep~~cl~ndel'misÍTio 
sitio. 
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