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La transeriptasa reversa (TR) es una polimerasa de ADN, compuesta por dos subunidades, 66 y 51 KDa. Sintetiza ADN usando un dcido
nucleico complementario como templado. Fsta enzima posee tres actividades distintas: una polimerasa de ADN dependiente de ARN que
sintetiza la cadena negativa del ADN proviral, una actividad polimerasa de ADN dependiente de ADN que cataliza la construccién de
la hebra positiva y una actividad de RNAsa H. La TR del VIH utiliza un ARN de transferencia (ARNY) especifico para llevar a cabo la
fabricacidn del ADN complementario, lo cual induce un cambio de conformacion que afecta las actividades de la polimerasa. Diversos
investigadores han encontrado que la afinidad del sustrato por la TR del VIH es significativamente alta; la Kd para un dNTP de la TR
viral es SnM, una de las mds bajas encontradas para las polimerasas de ADN y posee a su vez valores de procesividad y selectividad de gran
magnitud. Distintas evidencias remarcan el hecho de que la TR sufre un cambio conformacional enando se encuentra acomplejada de la
forma E-ADN-dNTP y que esta accion puede ser inhibida por el apareamiento de un nucledtido incorrecto. La enzima debe acomodar
los duplex generados de cada reaccion y debido a esto la TR podria no ser capaz de restringir la geomeiria del apareamiento, como sucede
para el resto de las polimerasas, originando la aparicidn de los diferentes mutantes del VIH. Los inhibidores de la transcriptasa reversa del
VIH se pueden agrupar en tres categorias: andlogos de nucledsidos, no nucledsidos y oligonucledtidos. Los inhibidores andlogos de nucledsidos
mds utilizados clinicamente son: Lamivudina, Zerit, Retrovir, Videz, AZT o Zidoduvina y Viramune. Los no nucledsidos ya empleados
en terapias son: Viramune y Rescriptor. Por todas sus caracteristicas, la TR del VIH se encuentra catalogada como una de las enzimas de
mayor funcionalidad y complejidad que se haya estudiadb.

PaLasras craves: AcTivipap poumerasa, ARNT, Armipap, SELeCTiviDAD, Procesvioan, CONFORMACION, INHIBIDORES.

Hace apenas 20 afios, se anuncié que se habia aislado un retrovirus el cual era el agente etiolégico responsable de causar el Sin-
drome de Inmuno Deficiencia Adquirida., lo que se conoce ahora como SIDA. 5 afios mas tarde Arthur Korberg en su publicacion
en el Journal of Biological Chemistry, declaré que poco se sabia acerca de la transcriptasa reversa de este virus, asi como también
de su modo de integracién en el cromosoma del hospedador!.

Como si se tratara de una respuesta a esta declaracion, una gran cantidad de trabajos han sido publicados a lo largo de todos
estos afios, los cuales involucran tanto el mecanismo de accién de la enzima, como posibles blancos potenciales de accion para
inhibidores de la misma.

La transeriptasa reversa (TR) es una polimerasa, sintetiza ADN usando un écido nucleico complementario como templado. Debido
a que utiliza un ARN como molde v sintetiza una hebra de ADN complementaria, es clasificada como una ADN polimerasa de-
pendiente de ARN. Durante el ciclo de vida del virus, esta enzima copia el ARN retroviral en ADN de doble cadena, el cual luego
se integra en el ADN nuclear de la célula transformada®.

Las transcriptasas reversas son bien conocidas por su rol en el ciclo de vida de los retrovirus, sin embargo éstas también se en-

cuentran en otros organismos. Existen TRs que participan en la replicacién de transposones eri eucariotas tales como, levaduras?,
Drosophila® y células humanas®. Esta enzima se ha convertido en un gran blanco en numerosos estudios que tienen como finalidad
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detener la proliferacion del VIH (virus de inmuno-
deficiencia humana) ya que: esta proteina es crucial
para la replicacion del virus, sus propiedades son
muy diferentes a las de las polimerasas celulares y
la enzima es activa en el citoplasma celular.

La RT del VIH posee tres actividades distintas:
una polimerasa de ADN dependiente de ARN que
sintetiza la cadena negativa del ADN proviral, una
actividad polimerasa de ADN dependiente de ADN
que cataliza la construccion de la hebra positiva v
una actividad de RNAsa H en donde se degrada
una porcién del hibrido ARN-ADN generando el
cebador de ARN usado en la sintesis de la hebra
positiva de ADN®,

Estructura de la TR

La transcriptasa reversa del VIH es una heterodi-
mero de 66 v 51 kDa (usualmente denominados
pbb6 y p5bl, respectivamente). El polipéptido p51
es derivado de la maduracién proteolitica de un
precursor pb6 por la proteasa viral. Asumiendo
que el corte se ejecute a nivel de homodimeros, un
delicado mecanismo debe estar involucrado en la
maduracion del precursor p66/p66 para dar lugar
a la polimerasa p66,/p51, biolégicamente activa.

Aunque ambas porciones poseen los dominios
de polimerasa vy RNAsa H, solo la subunidad p66
es la encargada de efectuar todos los pasos cata-
liticos”. El rol preciso de la subunidad p 51 esta
por determinarse, diversos investigadores la han
denominado como una subunidad “silente”. Sin
embargo, la dimerizacién de estas porciones es
necesaria para que exista la actividad enzimatica®:
de esto se ha planteado que esta accién resulte
un blanco atractivo para intervenciones quimio-
terapeuticas.

El dominio de la polimerasa de la subunidad p66
posee una especie de canal o espacio analogo al
fragmento de Klenow de la polimerasa | de ADN
de E. coli. Esta hendidura corresponde al sitio en
donde interaccionan el cebador v el templado. La
subunidad p51, posee una estructura bastante di-
ferente en esta parte, de tal forma que no permite
distinguir la hendidura que se percibe en la subuni-
dad p66. Un hecho curioso de las estructuras de
ambas polimerasas es que aungue ambas posean
una diferencia bastante notable en sus secuencias
nucleotidicas, los dos tipos de moléculas presentan
este tipo de estructura de hendidura de forma muy
similar. Diversos investigadores han postulado que
este tipo de conformacién es necesario en todas
las polimerasas de ADN, asi como la presencia

de un cebador, o iones metélicos divalentes, por
ejemplo.

En general también se ha observado que estas
estructuras pueden funcionar como enclaves que
permitan sujetar el cebador v el templado en una
geometria precisa de tal modo que la polimeriza-
cion ocurra de modo eficiente?. El mismo grupo
que enunciot lo anterior, propuso ademas que las
dos alfa hélices que se encuentran en esta hen-
didura, podrian jugar o tener un rol de rieles por
donde el templado v el cebador se desplazarian
durante la sintesis progresiva de ADN.

Transcriptasa reversa v la proteina
de la capside

La transcriptasa retroviral es codificada por el
marco abierto de lectura (ORF, open reading
frame, inglés) pol, localizado aguas abajo del que
codifica para la proteina de la capside, llamada
gag. La expresion de pol necesita la sintesis de una
poliproteina gag-pol, que es luego madurada en la
proteina de la capside, la proteasa, la transcriptasa
reversa v la integrasa. La maduracién es catalizada
por una proteasa vira'?,

Los retrovirus utilizan dos estrategias para producir
una proteina de fusion gag-pol: pueden realizar
una lectura a través del codén de terminacion en
el caso del MoMLV o bien se ejecuta un cambio
en el marco de lectura en la direccion -1, como
sucede en el VIH".

La poliproteina gag-pol es producida en apenas
un 5 % comparada con la produccién de gag sola.
La sintesis de dicha proteina de fusion involucra
dos ventajas: en primer lugar, la proteina gag es
sintetizada en mucho més cantidad que las protei-
nas enzimaticas (por 5 moléculas de transcriptasa
se producen 100 de la capside). En sequndo lugar
la TR puede ser dirigida a las capsides virales ya
que gag codifica para una proteina que enlaza al
ARN gendémico en el virién. Eso quiere decir que
la especificidad de enlazamientc de la TR dentro
del viribn se ve aumentada en gran medida por
la existencia de esta fusion, es por ello que en
los retrovirus la transcriptasa reversa depende
fuertemente de las proteinas de la capside en la
traduccién v su replicaciéon .

ARN de transferencia como cebador
Como todas las polimerasas de ADN, la TR nece-

sita un cebador o primer para iniciar la sintesis del
ADN complementario (ADNc) y en este caso, ésta
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utiliza un ARN de transferencia (ARNt) especifico
para llevar a cabo dicha actividad!®. Esta ventaja
evolutiva sorprendi6 a muchos investigadores va
que el VIH no tiene que fabricar este cebador sino
que lo toma de su hospedador. El ARNt forma un
complejo junto con una proteina de la nucleocap-
side llamada NCp15 codificada por la region GAG
yuna region del genoma del VIH denominada PBS
[sitio de unién del cebador, siglas en inglés). Diver-
s0s investigadores han demostrado que la unién de
laNCp15 no es necesaria para el reconocimiento
de la enzima por el complejo, sin embargo, la
presencia de la NCpl5 mejora en gran medida
los niveles de replicacion del VIH™,

Estudios de interaccién entre el ARNt v la TR
demostraron que la enzima sufre un cambio de
conformacion inducido por el cebador v que este
cambio afecta tanto a la actividad polimerasa de
ADN como a la actividad RNAsa H de la proteina
retroviral n{1,30). Un hecho interesante en este
paso de la replicacién viral es que la TR primero se
une al ARNt y luego reconoce al templado'®, lo que
no sucede en otros tipos de polimerasas de ADN.
Ademas de esto, la TR del VIH debe seleccionar
su cebador especifico del total de la poblacion de
moléculas de ARNts del hospedador, posiblemente
haciendo de éste el paso limitante de la reaccion.
La polimerasa utiliza como primer natural al ARN
de transferencia que porta el aminoéacido lisina.

Actividad RNAsa H

Los dominics de actividades polimerasa y de
RNAsa H residen dentro de la misma molécula
proteica. Por diversos reportes se asume ahora que
estas dos actividades estan finamente acopladas!®.
Estudios de modelaje a través de la estructura de
cristales de TR predicen que 20 pares de bases
del hibrido ADN-ARN pueden encontrarse aco-
modadas entre los sitios activos de la polimerasa
y la RNAsa H'. La estructura tridimensional de
la TR del VIH revelé que existe una separacion de
solo 18 nucledtidos entre estos dos sitios®. Esta
separacion es sin lugar a dudas crucial para la

replicacion del retrovirus, contribuyendo en gran
medida a su efectividad.

El cebador de la sintesis de la hebra positiva de
ADN se enlaza a los 18 nucledtidos de la region
PBS cerca del extremo 5" del ARN del VIH. Du-
rante esta sintesis este cebador es removido por
la actividad RNAsa H de la enzima.

Més interesante aiin, es que esta distancia (18
pares de bases), debe mantenerse entre estos dos

sitios para que se dé el mecanismo de iniciacion
de la sintesis de la segunda hebra de ADN'. Aun-
que para la sintesis de la hebra negativa de ADN
proviral el ARN gendmico es degradado en varios
fragmentos, solo uno de ellos, de 19 nucledtidos de
longitud es el que se usa para por la transcriptasa
reversa. Esta longitud pudiera estar relacionada
con la distancia mencionada anteriormente.

Enlazamiento del ADN v procesividad

El primer tipo de experimento en realizarse con
cualguier polimerasa para el estudio de su sitio
activo es la determinacion de la Kd o constante de
disociacion, que nos da una idea de la tendencia
que la enzima posee para incorporar a un simple
nucleétido. Esta actividad provee una medida direc-
ta de la concentracién del complejo enzima-ADN
(E-ADN) como una funcién de la concentracidén
de ADN, va que la reaccidon de incorporacion es
mucho mas rapida que la disociacion del complejo
E-ADN.

Estos experimentos demuestran que el enlazamien-
to del ADN a la enzima es altamente especifico;
en este caso, la Kd es igual a la concentracién de
la enzima por la concentracion del sustrato divi-
dido entre la concentracion del complejo enzima
sustrato, visto de otro modo:

Kd = [E] [S] / [ES]

En donde [E| es la concentracién de la enzima,
[S] la del sustrato vy [ES] la del complejo enzima
sustrato. Por este tipo de relacion sabremos en-
tonces que mientras mas pequena numeéricamente
sea la Kd, mayor sera la afinidad del sustrato por
la enzima.

Comparando las distintas Kd de diferentes tipos de
polimerasas de ADN, diversos investigadores han
encontrado que la afinidad del sustrato por la TR
del VIH es significativamente alta. La ADN polime-
rasa ll de E.coli posee una Kd de aproximadamente
20 nM, la del bacteri6fago T4 se sitiia entre 14
y 15 nM y la del VIH en 4nM'?, esto aumenta la
eficiencia replicativa del VIH, sumando efectividad
en la produccion de nuevos viriones.

La procesividad se define como el niimero de bases
polimerizadas por encuentros de la enzima con el
ADN templado vy el cebador y puede ser calculada
simplemente dividiendo la tasa de polimerizaciéon
(1/seqg) entre la tasa de disociacion del complejo
enzima sustrato (1/seq).
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Procesividad= Kpol / Koff

En donde Kpol es la tasa de polimerizaciéon v
Koff la tasa de disociacién del complejo E-ADN
(o ARN)?.

Bajo estas condiciones del ensayo, se ha podido
determinar la procesividad de varias enzimas ADN
polimerasas. Por ejemplo, la procesividad de la
polimerasa del fago T4 posee un valor de 800
pares de bases y para el caso del VIH, se pueden
obtener valores de hasta 1200 pares de bases,
estos a la vez representan valores que estan por
encima de los datos arrojados en los ensayos de
la ADN polimerasa I121,

Afinidad por los nucleétidos: la Kd
para los complejos E-ADN-dNTP
productivos

El primer paso en la incorporacién de un nucleéti-
do es el enlazamiento de un dNTP (desoxinucled-
tido trifosfato) al complejo E-ADN. Las medidas
del efecto del incremento de concentracién de un
dNTP sobre la tasa de incorporacién en un sim-
ple experimento de recambio (o como se conoce
normalmente, turnover), definen los parametros
cinéticos que gobiernan a la polimerizacion!®. La
reaccion involucra un equilibrio rapido sequido de
un paso limitante, de tal forma que la dependencia
de la concentracién define a la Kd para la forma-
cion del complejo E-ADN-dANTP22,

La constante de disociaciéon en el enlazamiento de
un dNTP correcto para el fago T7 es de 20 uM
v se encuentra entre las menores si se compara
con organismos eucariotas, por ejemplo, la ADN
polimerasa humana. Los resultados obtenidos para
la polimerasa del VIH son atin menores, la Kd para
un dNTP posee un promedio de 5 uM, o sea que
un dNTP en el medio celular posee una afinidad
mayor por la TR del VIH que por las polimerasas
celulares.

La selectividad en el paso de reconocimiento inicial
se define por la relacién entre la Kd para una base
incorrecta v la Kd para un dNTP correcto.

Selectividad =
Kd dNTP incorrecto / Kd dNTP correcto.

Para la polimerasa del fago T7, la selectividad es
tan grande que la Kd incorrecta es extremadamen-
te dificil de medir (Kd correcta es de 20 uM v la Kd
incorrecta es de aproximadamente 8 mM).

Valores de selectividad similares son encontrados
para la TR del VIH, estos se encuentran com-
prendidos entre 200 y 400, aunque la Kd para
un nucledtido correcto es mucho més baja que en
el caso anterior.

Cambios conformacionales de la
transcriptasa reversa

Las evidencias disponibles indican que la tasa
maxima de incorporacion de los nucleétidos esta
limitada por un cambio conformacional en el
complejo, justo antes de realizar la catalisis (21).
El complejo inicial de enlazamiento sirve para
traer al dNTP dentro del sitio catalitico de la po-
limerasa que involucra un apareamiento con una
base del templado. El segundo paso sirve como
chequeo adicional en la cual solo la base correcta
puede inducir una isomerizacion rapida del com-
plejo ternario guiando entonces a la catélisis de la
reaccién de transferencia del fosforil nucletsido.
Este cambio conformacional es sélo inhibido por
apareamientos de nucleétidos incarrectos, lo cual
da una idea de la selectividad de la reaccion

Experimentos que prueban el efecto del enlaza-
miento de dNTPs sobre la tasa de disociacion del
ADN, han mostrado suficiente evidencia de un
cambio que va desde un estado de E-ADN-dNTP
hacia otro de complejo “activado™, o E-ADN-
dNTP. Para el caso de la TR del VIH se pudo notar
que la tasa de disociacion del ADN del complejo
activado era 10 veces mas pequefia que para el
complejo E-ADN-dNTP?,

Ademas de esto, el mismo cambio conformacio-
nal efectuado por la enzima encierra al cebador,
el templado v el dNTP para disminuir la tasa de
liberacion del dNTP desde el templado, esta idea
dié origen a la definicién de “estado cerrado” del
complejo activado E'-ADN-dNTP.

La selectividad total es una funcién de la reaccion
de enlazamiento en dos pasos. El significativo
incremento de la selectividad de la polimerasa del
fago T7 comparada con la TR del VIH se da en el
segundo paso. Para el VIH, este paso contribuye
solo en un factor de 80 para la fidelidad de la re-
accién; el segundo paso es 80 veces mas lento en
un apareamiento de una base incorrecta a concen-
traciones saturantes del nucledtido. En contraste, la
polimerasa del T7 en su cambio conformacional es
extremadamente sensitiva para captar la geometria
del nucledtido correcto; la tasa de incorporacion
de un nucledtido incorrecto es de 2000 a 4000
veces mas baja para el T7. Los analisis con analo-




gos de nucledtidos han confirmado que el criterio
primario para la seleccion en el sequndo paso es
la geometria de cada nucledtido.

La transcriptasa reversa del VIH debe acomodar
los duplex generados de cada reaccién, es decir
las hebras de ARN-ADN v ADN-ADN, las cuales
pueden formar una alfa hélice. Debido a esto, la
TR podria ser incapaz de restringir la geometria
del apareamiento del mismo modo como lo hacen
las otras polimerasas de ADN, teniendo esto como
consecuencia una mayor tendencia a la incorpo-
racion de un nucledtido erréneo y por ende la
generacién de mutantes.

Selectividad adicional

Parte de la energia intrinseca del enlazamiento del
nucledtido debe ser utilizada para inducir un cam-
bio en la conformacién de la proteina del estado
abierto al estado cerrado. La selectividad adicional
es proporcionada por este mecanismo, va que el
cambio conformacional v no las propiedades qui-
micas, es la etapa limitante de la reaccion®,

Una vez que los pasos elementales del ciclo cinético
han sido definidos, los parametros, Kcat y Km pue-
den ser interpretados directamente, v dadas estas
constantes se pueden deducir las caracteristicas de
los parametros del estado estacionario. Si estos son
medidos bajo las condiciones apropiadas durante
la sintesis, con la certeza de que la disociacion del
ADN no limite la tasa neta, entonces la Km es
iqual a la Kd vy la tasa maxima, Kcat, sera igual a
Kpol. A partir de esto, la selectividad puede ser
calculada de la siguiente manera:

Kcat/Km = Kpol/Kd

De estos calculos se pudo deducir que la polimerasa
del fago T7 procesa 17 residuos en aproximada-
mente 80 mseg, se estima que la TR del VIH posee
valores similares de velocidad de elongacién.

Inhibidores enzimaticos v agentes
terapéuticos

La emergencia del SIDA y el rol fundamental que
juega la TR en la replicacién retroviral han hecho
de esta enzima un gran blanco en la bsqueda de
inhibidores especificos. Seria imposible mencionar
en este corto ensayo la gran cantidad de informa-
cion que se ha generado acerca de los inhibidores

de la transcriptasa reversa del VIH. Sin embargo,
mencionaremos algunos de ellos, agrupandolos en
tres categorias o familias de compuestos.

Oligonucledtidos

Esta clase de moléculas pueden inhibir la sintesis de
ADN via transcripcién reversa de manera sentido o
antisentido. La sensibilidad exquisita que muestra
la polimerasa viral por los oligonucledtidos puede
relacionarse o parecerse a las inhibiciones que se
observan para los ARNts o fragmentos de ellos
en la sintesis del ADN viral®. La posibilidad de
dirigir moléculas que se parezcan a los sustratos
naturales de muchas enzimas contra los sitios
activos de las mismas es una facultad que ha sido
considerablemente explotada. Para el caso de
los oligonucleétidos se han usado derivados de
oligofosforotioles v ditioatos que corresponden
a las porciones de los ARNts que interaccionan
con la enzima.

La estrategia antisentido, basada en la formacién
de un heteroduplex complementario y estable, ha
sido también utilizada para silenciar la expresion
de genes en eucariotas. Aunque este tipo de me-
todologia es relativamente nueva en el campo de
la virologia, los resultados han sido buenos, en el
caso del VIH se han observado fuertes inhibiciones
cuando se incuban células que han sido infectadas
con VIH tipo 1 con oligodesoxinucledtidos com-
plementarios a regiones especificas del genoma
viral*>. También se ha documentado que la activi-
dad RNAsa H se inhibe mediante el uso de estos
compuestos®.

Analogos de nucledsidos

Los nucledsidos inhibidores de la transcriptasa
reversa (NITR) fueron los primeros agentes an-
tivirales que se usaron a nivel clinico. Su eficacia
como antiretrovirales ha sido bien establecida y
a pesar de las emergencias de cepas resistentes,
se encuentran aln entre las drogas de mayor
importancia en el tratamiento de la enfermedad.
Sorprendentemente, el aislamiento de la arabin-
ofuranosiltimina v el arabinofuranosil de la esponja
caribena Cryptotheca crypta, quid a una eventual
investigacion de los efectos antivirales de los nu-
cledsidos®. Alguno de ellos ya han sido aprobados
por la FDA (food and drugs administrations, US)
para su uso terapéutico, entre ellos se encuentran
el 3TC (Lamivudina), Zalcitavina (HIVID), Zidodu-
vina 0 AZT (Retrovir), ddl (Videx) v d4 T (Zerit). Los
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NITR son prodrogas, los cuales son trofosforilados
por kiansas celulares parta luego funcionar como
inhibidores competitivos y terminadores de las
cadenas en formacién?®,

Compuestos inhibidores no nucledsidos

El primer inhibidor de la TR de tipo no nucle6-
sido (NNITR) que se identificé fue la Nevirapina
(Viramune), la cual fue aislada de una libreria de
antagonistas de receptores muscarinicos?®. En los
anos siguientes ésta, junto con la Delvaviridina
(Rescriptor) fueron aprobadas por la FDA.

Estudios cinéticos han mostrado que estos tipos de
compuestos no interaccionan con la TR de manera
competitiva. Investigaciones en cristalografia del
complejo Nevirapina-TR demostraron que la droga
se enlaza a la enzima en un sitio diferente al cual
interaccionan el cebador y los dNTPs, apoyando la
idea de una inhibicién de tipo no competitiva®.

Por todas estas caracteristicas encontradas en esta
proteina, diversos investigadores la han catalogado
COmMOo una super enzima, la cual puede realizar un
trabajo equivalente a algunos complejos enziméti-
cos encontrados en gran cantidad de organismos.
La TR del VIH, posee gran eficiencia, procesividad
y selectividad v realiza las diversas polimerizaciones
dentro de la capside viral, lo que la ubica dentro
de la categoria de las enzimas de mayor multifun-
cionalidad que se haya estudiado en el campo de
la bioquimica vy biclogia molecular.
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