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INTRODUCCION 

Durante los últimos 20 años aproximadamente, la mayor pa~ 
te de la investigación que ha revelado nuevos aspectos sobre 
la base molecular de la transferencia de la información gené
tica se ha llevado a cabo con virus bacterianos y con organii 
mos procariotes, particularmente con E~che/t.i.clúa coli.. 

Los procariotes contienen un solo cromosoma, formado por 
una molécula de DNA de doble hebra y generalmente se multipl! 
can por un proceso asexual de división celular, según el cual 
las células hijas normalmente reciben un genoma idéntico al 
de la célula madre. 

Debido a la relativa simplicidad de los virus y bacterias 
y a la rapidez y eficiencia con que los expermientos de gené
tica pueden realizarse con ellos, actualmente se dispone de 
conocimientos seguros de muchos de los fundamentales procesos 
de la transferencia de información genética, que con cierta 
confianza pueden considerarse como biológicamente universales. 

La genética molecular se encuentra actualmente ante un 
nuevo umbral, el que se abre en los sondeos por el amplio a
bismo en tamaño, complejidad y capacidad de diferenciación y 
evolución, existente entre las células procariotas y las euc~ 
riotas. 

De este modo, se presentan nuevos y difíciles problemas 
para definir la genética molecular de los organismos eucari~ 
tes, aunque existen datos experimentales que actualmente apo
yan la teoría de que los patrones básicos moleculares pueden 
ser esencialmente idénticos, tanto en los organismos procari!t 
tes como en los eucariotes. 

La estructura molecular de los complejos cromosomas de 
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los organismos eucariotes, así como la información genética 
mucho mayor que ellos contienen, constituyen colosales e ili 
mitados desafíos para la bioquímica de hoy y del mañana. 

El presente trabajo intenta recopilar algunos de los avan 
ces genéticos y bioquímicos que han sido reportados por diver 
sos Autores acerca del mecanismo de síntesis del DNA en euca
riotes, con el propósito de comprender, hasta donde sea posi
ble, el proceso de replicación en este ti~o de organismos,a 
los cuales pertenece el hombre. 
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I .- GENERALIDADES 

El proceso de duplicación del DNA ocurre de manera secuen
cial y ordenada y se ha dividido en 3 etapas: iniciación, e
longación y terminación. 

Las enzimas y otras proteínas participantes en cada una 
de estas etapas son, seguramente, unos de los más notables 
catalizadores biológicos conocidos. Una descripción completa 
de su acción debe explicar la transmisión exacta de informa
ción genética, desde la hebra patrón a la nueva hebra en fo~ 

ma de una secuencia nucleotídica exactamente complementaria. 
Por otra parte, también debe proporcionar una explicación a 
los complejos problemas geométricos, mecánicos y cinéticos, 
que presenta el desenrollamiento del DNA dúplex progenitor, 
que es indispensable para exponer a la acción de las enzimas 
de replicación la información contenida en el código de la 
estructura dúplex. 

En procariotes, los eventos que definen cada una de las 
etapas han sido ampliamente estudiados, mientras que en euca 
riotes los conocimientos son escasos. La complejidad de es
tos últimos ha sido un obstáculo para el desarrollo de estu
dios más profundos. Tomando en cuenta lo anterior, es indi~ 
pensable conocer el proceso de replicación del DNA en· siste
mas procariotes, para sentar bases que permitan la compren
sión, al menos en parte, de la síntesis del material genéti
co en organismos eucariotes. 

El proceso de replicación del DNA en E.col<. ha sido cara~ 
terizado extensamente .ln v.lvo. El cromosoma de E. co.U es una 
molécula de DNA circular, doble cadena, con un peso molecular 
de 2.5 x 109• La replicación se inicia en un solo sitio del 
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genoma y procede bidireccionalmente por un mecanismo semicon
servativo~ Una o quizi ambas cadenas son sintetizadas en for 
ma discontinua (Wickner 1978). 

Estudios genéticos han definido varias funciones esencia
les para la replicación del cromosoma. Estas han sido identi 
ficadas por el aislamiento de mutantes sensibles a temperatu
ra para la síntesis del DNA. Tales mutantes son fenotípica
mente de 2 clases: 

1) Mutantes bloqueadas en la iniciación o terminación de 
la replicación del cromosoma, las cuales terminan la 
síntesis del DNA ya comenzada, a pesar de ser transfe
ridas a temperaturas no permisibles. Los genes dnaA, 
dnaB y dnaC están incluidos entre los que son requeri
dos para la iniciación. 

2) Mutantes bloqueadas en la elongación cesan la sfntesis 
de ONA inmediatamente que son transferidas a temperat~ 
ras no permisibles. los genes dnaB, dnaC(V), dnaG,dnaZ 
y poi C (antes llamado dnaE) están incluidos entre los 
necesarios para la elongación. Los productos de los g~ 
nes dnaG, dnaZ y pol e pueden requerirse también para 
la iniciación de la sfntesis. 

Otra técnica de estudio para la replicación del DNA es el 
uso de inhibidores de la síntesis del genoma. Así, se conoce 
que cloranfenicol y rifampicina inhiben la iniciación de la 
sfntesis mas no la elongación de la misma, lo cual indica que 
se necesita sintesis de proteínas y/o acción de las RNA poli
merasas para el proceso. La novobiocina y el ácido nalidíxico 
inhiben la elongación del DNA en E.coll mediante su acción sobre 
la DNA girasa (ver hoja 19 ). 

La microscopia electrónica y el uso de endonucleasas de 
restricción han sido instrumentos de gran utilidad en la dilu 
cidación de la región de inicio de la duplicación. Este si
tio ha sido localizado para E.co.Li. y se le ha llamado oll..lC. 

La porción del DNA que contiene este origen es peculiar en el 
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sentido de que, en la mayoría de los sistemas estudiados, pr~ 
senta regiones de apareamiento intracatenario, lo que ocasiona 
la formación de "asas" que podrán ser reconocidas por proteínas 
especificas para el inicio de la duplicación (Vázquez Ramos 
1985) . 

1.1, INICIACIÓN DE LA CADENA 

La iniciación de la replicación sobre el origen (oJt..lC) en 
E. e.o.U, es un evento regula torio en el ciclo· celular de la 

bacteria. Es posible hacer estudios bioquímic~s del mecanis
mo de iniciación gracias a la construcción de plásmidos que 
contienen el fragmento o:úC y el desarrollo de un sistema so
luble de enzimas que inicia la replicación en estos plásmidos 
sobre el origen (revisado por Vander Ende 1985). Los estudios 
genéticos sobre la iniciación del proceso están fundamentados 
básicamente en la disponibilidad de mutantes sensibles a tem
peratura descritos en un principio. 

De esta manera se ha encontrado que al menos los productos 
de los genes dnaA, dnaC, dnaB y la RNA polimerasa desarrollan 
alguna funció~ durante la replicación (Tomizawa 1979). Las 
mutaciones en el gene estructural para la subunidad a de la 
RNA polimerasa suprimen las mutaciones en el gene dnaA, lo que 
hace pensar en una posible interacción entre la RNA polimera
sa y la proteína Dna A (producto del gene dnaA) para la inici! 
ción de la síntesis (Bagdasarian et al 1977). 

Las funciones tanto para la RNA polimerasa como para la 
proteína DnaA aún no han sido esclarecidas, aunque es posible 
que participen en el reconocimiento de la región del origen 
y su activaci6n produciendo el primer fragmento de RNA ceba
dor. Se sugiere inclusive que el producto de dnaA podría 
ser el evento limitante para el inicio de la duplicación en 
el origen (LeDuca y Helmstetter 1983). 

Un modelo que se ha propuesto para explicar la iniciación 
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de la duplicación en el sitio de origen en E.coll, basado e~ 
los conocimientos obtenidos es el siguiente (Vázquez Ramos 
1985): 

La RNA polimerasa se encargará de activar el origen 
(o..U:C) abriendo la doble caden~ y permitiendo el paso a otras 
prótetnas. El reconocimiento del origen podrta ser determin! 
do por ~1 producto del gene dnaA, probablemente en contacto 
con una proteina de membrana $'. Una vez abierto el origen, 
la DNA pr1masa podría sintetizar el primer cebador que seria 
utilizado por la DNA polimerasa. Alternativamente, la RNA 
polimerasa misma podr1a sintetizar el primer cebador de la C! 
dena continua y la DNA primasa los cebadores en la cadena di~ 
continua, produciéndose asi fragmentos de Okazaki (ver: Elon
gación de cadena). 

La proteína B' es una proteína que se une al DNA prefere.!!_ 
temente sobre la región o..U:C. Al parecer, B' deriva de mem
brana celular la cual se encuentra en constante asociación 
con la región de origen para la replicación en sistemas bac
terianos (Jacq et al 1983), 

1.2, ELONGACIÓN DE LA CADENA, 

La etapa posterior l la activación del origen y síntesis 
del primer cebador, es la formación de las cadenas complemen
tarias al DNA progenitor, utilizando como molde ambas inte
grantes de la hélice del genoma bacteriano. Esta tarea se 
dificulta tomando en cuenta que, de acuerdo a la estructura 
propuesta para la molécula b1filar del DNA, las cadenas que 
la forman son antiparalelas, es decir, una corre en direc
ción 5'-3' y la otra 3'-5'. 

Si en los sistemas de replicación se d1spusiera de DNA 
polimerasas que elongaran la5 cadenas en ambas direcciones, 
la síntesis seria continua en las dos cadenas pero, hasta el 
momento, todas las DNA polimerasas detectadas solo tienen 
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actividad en la dirección 51 -3 1 y no catalizan la polimeriza
ción de nucleótidos en sentido 3'-5'. 

El hallazgo de fragmentos cortos de DNA de 1,000 a 2,000 
nucleótidos de largo (!OS) durante la duplicación, dió una al 
ternativa para la s1ntesis de ambas cadenas a la vez (Okazaki 
et al 1968). De acuerdo a este mecanismo. una de las cadenas 
(la que corre en sentido 3'-5') será elongada en forma conti
nua por las DNA polimerasas que actúan en sentido 5'-3', en 
tanto que la otra cadena (que tiene sentido 5'-3') será sin
tetizada mediante fragmentos cortos en forma discontinua, ta~ 
bién en dirección 5'-3'. Estos fragmentos son denominados 
Fragmentos de Okazaki en honor a su descubridor. 

Para facilitar la diferenciación entre las cadenas del 
DNA en este trabajo, aquélla que sea sintetizada en forma co~ 

tinua se le denominará "cadena continua" (leading), en tanto 
que la cadena que es sintetizada en forma discontinua se le 
denominará "cadena discontinua" (lag9ing) (Fig. # 1). 

Otra caracteristica general de las DNA polimerasas es que 
ninguna de ellas puede iniciar la ad{ción de nucleótidos para 
la síntesis de la cadena complementaria, sin la existencia 
previa de un extremo 3'-0H cebador sobre el templado que le 
permita anadir el primer nucleótido sobre el extremo 5'P. 

En el caso de E.cot.l este extremo es proporcionado por un 
oligorribonucleótido formado sobre la cadena progenitora a 
partir .del cual se inicia la elongación de la cadena y que en 
este microorganismo parece tener una longitud de 1-5 nucleót! 
dos. 

Un mecanismo propuesto para la sfntesis del RNA cebador 
(Nossal 1983) involucra al menos 6 proteinas en la etapa pre-

~ 
cebadora que, junto con el producto del gene dnaG, producen 
el cebador para la elongación de cadena. El producto del ge
ne dnaG es la DNA primasa, una enzima capaz de sintetizar 
oligorribonucleótidos a partir de rNTPs y/o dNTPs y que ade
más presenta resistencia a rifampicina (Rowan y Kornberg 1978). 



cadena continua 
(leading) 

cadena discontinua 
(lagging) 

cadena discontinua 
(lagging) 

adena continua 
(leading) 

09 

FIG. NQ, 1.- Esquema de la síntesis de ambas cadenas del genoma 
a partir del origen (Kornberg 1979). 

Las otras 6 proteínas mencionadas son los productos de los g~ 
nes dnaB, dnaC y los factores n, n', n'', e .l ( Low-et al 
1982). 

De acuerdo a este mecanismo, la proteína n' se une a DNA 
que se encuentra cubierto por proteínas que se unen a DNA de 
cadena sencilla (SSB single strand binding protein), el cual 
contiene un sitio de reconocimiento para la proteína n', esti 
mulando así la unión de la proteína n+n". Por otro lado, 
los productos de los genes dnaB y dnaC forman un complejo pr~ 
teico a partir del cual la proteína DnaB es transferida al 
DNA que se ha unido previamente a las proteínas n, n' y n''. 
Esta reacción requiere ATP y la proteína .l para llevarse a cabo. 

·De esta menra queda estructurado el complejo precebador 
del ONA que puede utilizarse por la primasa de dnaG para cebar 
la elongación de la cadena (Fig. # 2) • 

• 
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5'_/3' .. 
3'~ ,,,,/> 

l -"'5' 
5'_'._/3' 

n~n'' 

3'~]· •' -:.º , o 
dna.C dna.B 

_'._/ 

30 

dMC 10 d""'3 

:: SSB ~tefoa; 
1 n•n' 5, + ATP 

_'._/ 
J' ------- 0 dna.C 

5' /~Proteína .l + 
311-----. 

ATP 

SSB 

5' 

FIG; NQ; 2.- Secuencia de eventos propuesta para explicar la 
formación del complejo precebador por el primoso 
ma (Vázquez Ramos 1985). -
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La proteína n es una ATPasa que aparentemente reconoce 
una estructura tridimensional del DNA. más que una secuencia 
determinada del mismo (Zipursky y Marian 1980). 

Estudios basados en el uso de plásmidos que portan el o
rigen de rep1 icación de E.e.o.U, han mostrado que otro meca
nismo de iniciación es capaz de soportar la formación de un 
precebador sobre el cual actúe la primasa de dnaG (van der 
Ende et al 1985). En este caso. un complejo seria formado 
a 35ºC y requeriría la participación de las proteínas DnaA. 
DnaB. Dnac. girasa, proteínas SSB y ATP. 

El complejo aislado soporta la formación de un RNA ceba
dor por primasa. Presumiblemente, la unión de la proteína DnaA 
a secuencias sobre el olt-lC, la acción de la girasa y la inte
racción con las proteínas DnaB y OnaC genera un complejo pre
cebador estable. La dependencia de SSB es debida a la necesi
dad de una estructura de DNA abierta. lo que también involu
cra a la RNA polimerasa en el proceso. La secuencia de suc~ 
sos para este último mecanismo postulado puede resumirse de 
la siguiente manera: 

DNA 
OnaA 

pre<;ebado DnaB 
DnaC----
girasa 
SSB 
ATP 
RNA pol 

35ºC 

cebado elongación 
complejo--- DNA cebado---- Fragmentos 

primasa 
rNTPs 

DNApol III de DNA 
dNTPs 

amplificación 
DNA de mayor lon

gitud 

Una vez formado el cebador sobre la cadena del ONA, queda 
establecido el extremo 3'-0H necesario para la acción de las 
ONA polimerasas. 
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Las DNA polimerasas tienen un pa~~l relevante en la elon
gación de cadenas nacientes pues. como ya se mencionó anterior 
mente. catalizan la adición de desoxirribonucleótidos comple
mentarios a la secuencia de la cadena progenitora del DNA 
formando así las cadenas hijas. 

Tres tipos de DNA polimerasas han sido descritas para 
procariotes y designadas como DNA polimerasas 1. 11 y 111. de 
acuerdo al orden en que fueron descubiertas. 

La DNA polimerasa I es la que se ha estudiado más extens~ 
mente y consiste de un solo polipéptido (codificado por el g~ 

ne polA). que contiene i.ooo residuos de aminoácidos aproxim~ 
damente. con un peso molecular de 109 0 000 para la enzima hom~ 
génea. La molécula presenta un enlace disulfuro y un grupo 
sulfhidrilo que probablemente no forman parte del sitio acti 
vo. Un átomo de zinc localizado por molécula de enzima puede 
tener importancia en el mecanismo catalítico de polimeriza
ción (Kornberg 1980), 

Las principales actividades descritas para la DNA pol 1 
son: polimerización en dirección 5'-3'. degradación exonucle~ 
lttica 3'-5' y degradación exonucleolítica 5'-3'. La activi
dad de polimerización es dictada por la especificidad de 2 sub~ 
tractos: el 3'-0H del extremo cebador y el desoxinucleósido 
5' trifosfato; esta actividad ~o es la que lleva a cabo la d! 
plicac1ón cromosomal. La actividad de polimerasa de esta en
zima está relacionada estrechamente con funciones de repara
ción del DNA. 

El aspecto más importante de la DNA pol 1 es su habilidad 
para degradar cadenas de DNA sintetizadas que contengan nucle~ 
tidos mal apareados. La enzima puede degradar DNA hasta el 

'extremo del cebador en dirección 3'-5'. La actividad de exo
nucleasa 3'-5' forma parte integral de la actividad de polim~ 
rfzación tanto en estructura como en función. La actividad 
de esta exonucleasa representa solo el 2% de la actividad de 
la DNA polimerasa bajo condiciones óptimas. Esta enzima actúa 
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como corrector precisamente para evitar cualquier error dura! 
te la polimerización. 

Un segundo mecanismo, que posee la DNA pol I para asegu
rar la entrada de la base correcta, es el reconocimiento alt! 
mente especifico no del nucleótido entrante sino del par que 
se forma. Así por 2 mecanismos· complementarios, esta enzima 
asegura la duplicación del DNA con alta fidelidad (Vázquez 
Ramos 1985). 

La exonucleasa 5'-3' difiere de la exonucleasa 3'-5' no 
solamente en el extremo seleccionado y la dirección, sino que 
la primera rompe un enlace fosfodiéster sólo en una región de 
bases apareadas; en cambio la segunda corta un enlace solamen 
te en regiones de bases no apareadas. Más aún la nucleasa 
5'-3' puede escindir oligonucleótidos hasta de 10 residuos de 
longitud del extremo 5', mientras que la nucl easa 3' -5' remu~ 

ve un solo nucleótido a la vez. La exonuc1easa 5'-3' también 
degrada templados cebados que son inactivos para la polimeri
zación. Utilizando esta misma actividad de exonucleasa, la 
DNA polimerasa I también puede remover los cebadores de RNA 
que se utilizan para la síntesis del DNA en la cadena discon
tinua, utilizando la actividad de polimerasa para rellenar 
los huecos producidos. 

El producto de proteólisis de la DNA pol I (109 Kd) son 2 
fragmentos: uno grande (76Kd) que contiene la actividad de p~ 
limerasa y la de exonucleasa 3'-5', y otro peque~o (36 Kd) 
que porta solamente la actividad de exonucleasa 5'-3'. En el 
fragmento mayor también se encuentran los sitios de unión pa
ra los dNTPs y para los extremos 3'-0H; a este último es al 
que se le conoce como Fragmento de Klenow. 

La función de la DNA polimerasa II no es clara todavía. 
Las proteínas que se unen a cadena sencilla de DNA (SSB), son 
esenciales para la replicación cromosomal y a su vez estimu
lan a la DNA pol II, lo cual aporta una evidencia circunsta! 
cial de algún papel para esta enzima durante la duplicación. 
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El templado óptimo para la DNA pol 11 es una estructura dú
plex con intervalos cortos, y su acción es ma~ susceptible a 
inhibición por análogos de arabinosil que la sensibilidad de 
las otras polimerasas (Hubscher 1983). 

La DNA pol 11, a diferencia de la 1 y la 111, no tiene ªE. 
tividad de exonucleasa 5'-3', pero si 3'-5'. Las mutaciones 
en pal B, el gene que codifica para la polimerasa II, son ino 
cuas para la célula en cuanto a la síntesis del DNA. 

La polimerasa II es un polipéptido con peso molecular de 
120 Kd cuyo papel dentro del funcionamiento celular es desco
nocido pero no por ello necesariamente dispensable. 

La principal DNA polimerasa· replicativa d~ E.coll es la 
DNA polimerasa III que en realidad es un complejo multiprotei 
nico cuyo centro catalítico es producto del gene dnaE (pa{ C). 
Además de la actividad de polimerasa, la enzima tiene acción 
como exonucleasa tanto en dirección 5'-3' como en sentido 
3' -5'. 

La DNA polimerasa III puede ser purificada como una holoe~ 

zima de al menos 7 subunidades denominadas ~· a, y, o, ~. a, t. 

De acuerdo a la asociación de subunidades, Ja holoenzim~ pue
de ser dividida en complejos más pequeños con -diferente comp! 
sición y propiedades distintas resumidas en la Tabla # l. 

La DNA pol III o núcleo enzimático es la asociación de 
las subunidades a (dnaEI, ~ (dnaQI y e (aún no asociada con 
algún gene). La polimerasa III' está constituida por la an .. 
terior más la subunidad t (que aparentemente es el producto 
de los genes dnaZ+X). La DNA polimerasa III" es la polimerasa 
111' más dos subunidades adicionales: la y (dttaZ) y la o 
(dnaXJ. Por último, la holoenzima propiamente dicha, corres
ponde a la polimerasa III" más un factor adicional que es la 
subunidad 6 (dnaN). Las primeras 3 formas requieren regiones 
de DNA de cadena doble a las que se les ha producido un hue
co de mayor o menor tamaño, en tanto que la holoenzima puede 
llevar a cabo la síntesis de DNA a partir de un molde de cad~ 
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na sencilla al cual se le ha añadido un cebador (Nossal 1983). 
Estudios enfocados a dilucidar la función de cada subuni

dad integrante de la holoenzima de la DNA pol 111, mostraron 
que 1 a subu.nidad a posee actividad de polimerización por sí 
sola. Ningún papel funcional se encontró para las subunida
des ~y e, en tanto que la adición de t al sistema aumenta la 
procesividad de la enzima. La presencia de y + o tiene un e
fecto semejante al producido por t; además, estas dos subuni
dades son necesarias para la subsecuente unión de la subuni
dad a (copol 111) que es activa en forma de dímero (Johanson 
y McHenry 1982). La subunidad a se queda unida al complejo e 
incrementa notablemente la actividad de la holoenzima; es pr~ 
bable que se requiera para formar el complejo de iniciación. 

En resumen, las características por las que la polimerasa 
111 es favorecida sobre otras polimerasas para la función 
principal de duplicación del DNA, reside en las asociaciones 
específicas con otras proteínas que incrementan su afinidad 
por el molde y su actividad, más que por sus propiedades cat! 
líticas básicas (Vázquez Ramos 1985). En la tabla# 2 se re
sumen algunas de las propiedades de las DNA polimerasas detec 
ta das en f. co.U. 



16 

TABLA N2. 1 

Formas de la DNA polimerasa 111 en E.e.ali... 

Subunidad et ~ e T y 6 a 
Tamaño (Kd,desna- 140 25 10 83 52 32 37 
tura 1 izado) 
Gene que la dna.E dna.Q (?) (dna.Z+X) dna.Z dna.X dnaN 
codifica 
Dei'gnación de la 
2 rasa 
Pol III (núcleo) + + + 
Pol 11 I' + + + + 
Pol 111" + + .º.+. + + + 
Holoenzima + + + + + + + 

TABLA N2. 2 

Algunas propiedades de las DNA polimerasas de E. c.ol.l. 

Pol imerasa de P.M. No. de sub- Homogeneidad Exonucleasa Otra activi 
E.e.o.U (Kd) unidades 3'-5' asociada dad asociaaa 

DNA pol 109 1 + + + 
DNA pol 11 120 1 + + 
DNA pol 111 180 3 + + + 



17 

De acuerdo a lo antes mencionado, la DNA polimerasa sinte 
tizará continuamente solo una de las 2 cadenas; la otra será 
sintetizada en fragmentos de Okazaki, significando esto que 
la polimerasa, después de haber sintetizado un fragmento so
bre la cadena continua, se regresará a sintetizar sobre la c~ 
dena discontinua (Kornberg 1980f. Para llevar a cabo la tran! 
locación, la enzima requiere de una señal que le indique en 
qué momento debe iniciar la s1ntesis de la cadena discontinua. 
La presencia de un cebador es, posiblemente, la señal recono
cida por la polimerasa para cambiar de cadena. 

Un modo alternativo para la polimerización del DNA nacie~ 
te es que la DNA polimerasa sea liberada después de cada eta
pa de polimerización; pero por razones de economía, velocidad 
y fidelidad, el primer mecanismo postulado es el aceptado en 
forma general (Hübscher 1983). 

Es necesario no perder de vista que el proceso de síntesis 
del DNA requiere la apertura de las cadenas del genoma para 
permitir el paso a la maquinaria de replicación. Esto es un 
trabajo que involucra la ruptura de los puentes de hidrógeno 
entre bases apareadas, que es realizado por enzimas denomina
das helicasas. 

Las DNA helicasas ejercen su función independientemente 
de otras enzimas y en E;col~ se ha detectado la presencia 
de 4 helicasas: r. 11, 111 y el producto del gene ~ep. 

Los pesos moleculares de estas enzimas son de 180,000; 75,000; 
20,000 y 65,000; respectivamente. 

La helicasa 1 es una molécula con tendencia para formar 
agregados, en tanto que las otras enzimas son proteínas glob~ 
lares. Todas ellas presentan una sola subunidad, a excepción 
de la helicasa III que probablemente es un dímero. 

Las helicasas I, 11 y lll poseen actividad de ATPasa de
pendiente del DNA y se unen específicamente a DNA de cadena 
sencilla, el que además es necesario para que la enzima inicie 
la separación. La acción de estas enzimas es en dirección 
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51-3 1 • 

La protelna ~ep en cambio. es capaz de iniciar la sepa
ración de cadenas a partir de un corte sobre el templado y 
con la ayuda de una proteina auxiliar. Esta enzima rompe 
puentes de hidrógeno en dirección 3'-5' (Geider y Hoffmann
Berling 1981). 

Conjuntamente con la acct6n de las helicasas. es necesa
ria la presencia de enzimas que se unan al DNA de cadena sen
cilla formado por la ruptura de puentes de hi~rógeno entre 
bases apareadas para: a) mantener al DNA en la conformación 
propia para la s1ntesis del cebador, b} separar las regiones 
de doble cadena para evitar un bloqueo de la elongación. e) 
proteger al DNA de cadena sencilla del ataque de endonuclea
sas y d) estimular la actividad de las proteínas de duplica
cion mediante interacciones directas proteina-proteína. 

· Las prote1nas que se unen a DNA de cadena sencilla se en
cuentran codificadas en el gene SSB tienen un peso molecu
lar de 20 Kd y actúan como tetrámero, el cual se une con cin~ 
tica cooperativa al DNA de cadena sencilla (Champoux 1978). 

Abierta la cadena de DNA, se sintetiza el cebador y proc! 
de la elongación de la cadena, pero este oligorribonucleótido 
~eba~or no puede quedarse unido a las nuevas cadenas de DNA; 
por lo tanto, la acción de una enzima que escinda el RNA ceb! 
dores necesaria. Esta acciones realizada por la DNA polim~ 
rasa I gracias a sus propiedades de exonucleasa y, aparente
mente es auxiliada por la RNAsa H, enzima que reconoce regio
nes híbridas de RNA-DNA. 

Lá misma polimerasa I resintetiza con dNTPs el fragmento 
removido y finalmente la DNA ligasa (codificada por el gene 
l.ig) une los extremos 5'P y 3'-0H resultantes, dando como pr.Q_ 
dueto final un DNA covalentemente unido a la fracci6n de al
to peso molecular. 

Conforme prospera la replicación del DNA, el grado de enr.Q_ 
llamiento se ve incrementado en forma local; para contrarres-



tar este efecto. se hace necesaria la presencia de activida
des que reduzcan el grado de torsión mediante la relajación 
del DNA. Este es el papel de las topoisomerasas. 
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Se le ha dado el nombre de topoisomerasas a las enzimas 
que catalizan el corte y posterior unión de enlaces en el DNA. 
Estas enzimas. al parecer. almacenan la energía de la unión 
internucleotídica en una unión enzima-DNA. por lo que la reu
nión del esqueleto de DNA es independiente de algún cofactor 
nucleotídico (Nossal 1983). 

Las topoisomerasas tipo 1 incluyen la proteína w que se 
encuentra codificada por el gene top~ su acción requiere la 
presencia de Mg 2+ en el medio. Este tipo de topoisomerasa solo 
es capaz de cortar y sellar DNA de cadena sencilla. 

Las topoisomerasas tipo JI en bacterias están representa
das por la girasa. enzima que es capaz de relajar y también 
de enrollar la doble hélice de DNA mediante la acción de cor
tar y reunir cadenas dobles de DNA en un mecanismo dependien
te de ATP. 

La DNA girasa ha sido purificada de E.coll y es un tetrá
mero A2B2 donde A y B tienen un peso molecular de 100.000 y 
90.000 respectivamente. 

Aparentemente la iirasa enrolla el substracto de DNA para 
modular la conformación ~el mismo. manteniendo una tensión 
torcional necesaria para la replicación (Gellert 1981). 

Las subunidades A y B contribuyen a diferentes caracterii 
ticas de la enzima. La subunidad A (codificada por el gen~ 
gy~ Al determina la resistencia a ácido nalidíxico y ácido 
oxolinico. en tanto que B (codificada por gy~ B) determina 
resistencia a cumericina A I y novobiocina. Todas las activi 
dades de girasa requieren la presencia de ambas subunidades 
(Geider y Hoffman-Berling 1981). 
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l,3, TERMINACIÓN DE_ LA CADENA. 

Cuando las horquillas de duplicación se reúnen se manifiei 
ta el mecanismo de terminación de la duplicación, cuyos eventos 
aún son desconocidos. Al menos para E.coli se sugiere que 
la regtón de terminación está representada por una zona que i~ 

pide el movimiento de la horquilla de duplicación; esta región 
de DNA se supone que está estrechamente asociada a la membrana 
celular (Vázquez Ramos 1985). 

Aún falta mucho por estudiarse para tener una idea comple
ta de todos los eventos que están involucrados en la replica
ción del DNA en procariotes y de todas las proteínas que parti 
cipan, asT como su regulación. 



21 

Il:- SISTEMAS DE ESTUDIO ----·--· - .... -·--· ..... ···-- ·--· ··-·- ·-·- -·-·--··---· .. --·· . ·-···· ·-··· 

Los numerosos y complejos eventos que ocurren durante la 
replicación del DNA en eucariotes no se conocen todavía. La 
información b§sica sobre el proceso en estos ~rganismos se ha 
obtenido por el estudio de la replicación del genoma de algu
nos virus que infectan a células eucariotas y utilizando la 
replicación de otros elementos extracromosomales como modelo. 
Cada uno de estos sistemas posee características ünicas que 
permiten ahondar en aspectos particulares de la replicación. 

2,1, VIRUS CON GENOMA LINEAL, 

Entre los virus con genoma lineal que infectan a eucario 
tes, los dos grupos mejor caracterizados son: parvovirus y a
denovirus. 

Parvovirus.- Su genoma es de cadena sencilla y poseen una c~ 

pacidad genética limitada ya que, al parecer, requieren por 
completo de la maquinaria celular de replicación para su mul
tiplicación. Como su nombre lo indica son los m§s pequeños y 

menos complejos de los virus que infectan animales; su moléc~ 
la de DNA de cadena sencilla contiene de 4,500 a 5,500 nucle~ 
tidos (Challberg y Kelly 1982). 

Los parvovirus que infectan vertebrados han sido clasifl 
cados en dos grupos principales: a) parvovfrus autónomos y b) 
parvovirus defectuosos. 

a) Parvovirus autónomos.- Aunque poseen genoma de cadena 
sencilla, sus extremos 3' ·y 5' est§n doblados formando estru~ 

turas dúplex (Salzman y Fabisch 1979). El tamaño de esta es- • 
tructura en el extremo 5' ha sido estimado entre 70-130 pares 
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de bases. La secuencia de nucleótidos en el extremo 3' de v~ 

rios parvovirus de roedores presenta alta complementaci6n en 
sí misma dentro de los primeros 115-116 nucleótidos; el máximo 
apareamiento de bases está dado por una estructura en forma 
de gancho que semeja "Y" (Fig. # 3) (Astell et al 1979). 
El posible papel de esta estructura en la replicación del 
DNA de parvovirus aún es discutido. Ejemplos de virus que i!}. 
tegran este grupo son: virus H-1 y virus de rata de Kilham. 

5'----

FIG. N2, 3,-Representaci6n del genoma de parvovirus que 
muestra una estructura en forma de "Y" en 
el extremo 3' (Litvak et al 1985). 

b) Parvovirus defectuoso o virus adenoasociados (AAV).-
La multiplicación de virus pertenecientes a este grupo requiere 
la cofnfeccf6n con un virus acarreador.-por ejemplo adenovirus
o con un herpes virus (revisado por Challberg y Kelly 1982). 
A diferencia de los parvovirus aut6nomos, la progenie de AAV 
presenta DNA encapsidado con diferente polaridad en cantida
des aproximadamente iguales, debido a que en las formas re-
pl icatfvas de estos virus, la probabilidad de iniciar la sín
tesis por desplazamiento es la misma para ambos extremos de 
la molªcula (ver "Síntesis continua"); en cambio, para los 
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parvovirus autónomos, la proporc1on de iniciación para los e~ 
tremos de las formas replicativas es diferente, dando como r~ 
sultado progenie que encapsida DNA con una polaridad prepond~ 
rante (Lusby et al 1981). 

Se ha detectado la presencia de una secuencia invertida 
repetida en los extremos del genoma de estos virus, lo cual 
permite su circularización bajo ciertas condiciones. Anali
zando los extremos de las cadenas, se ha demostrado que las 
secuencias anteriores tienen una longitud de 145 nucleótidos, 
de los cuales los primeros 125 muestran alta complementación 
en si mismos, formando una estructura en forma de "Y" en la 
cual 107 de los 125 nucleótidos son bases apareadas (Lusby et 
al 1980). La topolog1a de esta estructura en forma de gancho 
es similar a la presentada en el extremo 3' del genoma de pa~ 

vovirus autónomos de roedores, aunque la secuencia de nucleó
tidos terminales de los dos grupos de virus son completamente 
diferentes (Challberg y Kelly 1982). 

Adenovirus.- Presentan genoma lineal con moléculas de DNA bi 
catenario que contienen entre 35,000 - 45,000 pares de bases. 
Semejante al genoma de parvovirus, el genoma de adenovirus P.Q. 
see estructuras terminales especializadas que tienen una fun
ción importante en la replicación del DNA (Challberg y Kelly 
1979). Su capacidad para formar estructuras circulares indica 
la presencia de secuencias repetidas invertidas en los extre
mos de las cadenas del DNA (Challberg y Kelly 1982). La lon
gitud de estas secuencias varia en diferentes adenovirus de 
103-162 pares de bases, aunque muestra un alto grado de homo
logía entre sí, especialmente en los primeros 50 pares deba
ses. En todos los casos, la secuencia de nucleótidos de los 
dos extremos del genoma fue la misma •. La secuencia compren
dida entre los nucleótidos 9-22 fue conservada en todos los 
adenovirus estudiados, incluyendo aquellos que infectan a c~ 
lulas humanas (Arrand y Roberts 1979, Shinigawa y Padmanabhan 
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1980). Otro aspecto importante con respecto a la estructura 
del genoma de adenovirus, es la presencia de una proteína co
valentemente unida al extremo 5' de ambas cadenas del DNA (ver 
"Iniciaci6n de la replicaci6n. Proteínas involucradas"). 

2.2, VIRUS CON GENOMA CIRCULAR, 

Los genomas circulares de papovavirus son modelos mas com · 
plejos que semejan a un replic6n sencillo de células de mam~
fero. 

Todos ellos son organizados por histonas celulares dentro 
de un orden peri6dico de nucleosomas, similar a aquellos de la 
cromatina celul~r formando un "minicromosoma" (Shelton et al 
1978). 

Los papovavirus pueden ser divididos en 2 grupos en base 
a su morfología: virus de papiloma y virus de polioma. Entre 
este último grupo se encuentra el virus de simio 40 (SV40), 
uno de los más utilizados para dilucidar la replicaci6n del 
DNA en eucariotes (revisado por Fareed y Davoli 1977). 

El genoma de SV40 consta de moléculas circulares de DNA 
dúplex con un peso molecular de aproximadamente 3.3 X 10 6 dal 
tones y constituido por 5.5 Kb para cada cadena (Challberg y 
Kelly 1982). 

Este virus, debido a su tamaño pequeño, puede codificar s~ 
lamente para 4 ó 5 proteínas, por lo que requiere de la maqui
naria celular para su replicación. Por esta raz6n, la interac 
ci6n virus-célula hospedante ha sido utilizada para dilucidar 
el proceso de síntesis del DÑA en eucariotes. 

2.3, PLASMIDOS DE LEVADURA, 

Los avances genéticos logrados en la replicaci6n del DNA 
en levaduras, hacen de estos organismos un sistema útil para 
el estudio del proceso en eucariotes. Además se han identifi-
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cado dos clases de DNA extracromosomal, los cuales permiten 
profundizar en el análisis de la replicación: el plásmido 2 
µm, presente en forma natural en la mayoría de las levaduras 
(Livingston 1979), y plásmidos quiméricos, producidos por re
combinación .in v.i:tJto (Strulh et al 1979, Hsiao y Carbon 1979, 
Chan y Bik-Kwoontye 1980). 

El plásmido 2µm de levadura es una molécula circular de 
DNA de aproximadamente 6 Kpb, presente en un número de 50-100 
copias por célula en la mayoría de las cepas (Challberg y Kelly 
1982). El plásmido consiste de 2 segmentos de DNA (2.7 y 
2.3 Kbp) separados por dos copias de 599 pares de bases que 
son secuencias invertidas repetidas una dt otra (Hartley y 

Donelson 1980). La función fisiológica de este plásmido no se 
conoce y, de acuerdo a los datos reportados por Livingston y 
Hahne (1979), Nelson y Fangman (1979) y Zakian et al (1979), 
el plásmido está localizado -por lo menos una sola vez- en el 
núcleo, y su replicación es regulada por los mismos genes que 
controlan la iniciación y terminación del DNA nuclear. 

Algunos plásmidos híbridos han sido probados por su habi-
1 idad para servir como templados para la replicación del DNA 
.in v.i:t1to (Jazwinski y Edelman 1979; Kojo et al 1981). Estos 
plásmidos se construyen uniendo diferentes fragmentos de DNA, 
obtenidos por la acción de enzimas de restricción a cadenas 
de DNA de origen diverso. Aparentemente, la replicación que 
ocurre en estos sistemas .in vi:tJto es similar a la que ocurre 
út vivo. 

La existencia de estos sistemas, junto con la disponibill 
dad de levaduras mutantes con defectos en la replicación del 
DNA, pueden proporcionar avances bioquímicos y genéticos en 
el aislamaiento y caracterización de las proteínas de replic! 
ción. 

Además, el número de sistemas de estudio puede ser ampli! 
do y su explotación hará posible análisis mas detallados y 

descri~tivos del proceso de síntesis del DNA en eucariotes. 
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fil:- INICIACION DE LA REPLICACION 
• • - -- ... - - •h ·-· -···- --· -· • •• --... ---· -

La iniciación de la replicación abarca una serie de eve~ 
tos que "encienden" la síntesis del DNA, tales como el recon~ 

cimiento de él o los sitios de origen y su activación median
te mecanismos que aún no están totalmente esclarecidos. 

3,1, SECUENCIAS DE ORIGEN V MECANISMOS CEBADORES, 

Se sabe que el genoma de algunos virus de eucariotes in! 
cia su replicación sobre un sitio ünico llamado "origen de r! 
plicación", pero los cromosomas de mayores dimensiones, como 
es el caso de células eucariotas, inician la replicación en 
varios sitios a la vez, de los cuales se conoce poco hasta 
el momento. 

Numerosos estudios acerca de patrones de iniciación (revl 
sados por Hand 1978), presentan dos conclusiones básicas: 1) 
La iniciación es regulada tanto en espacio como en tiempo y 2) 
Los patrones de iniciación varían dentro de una misma especie, 
dependiendo de las condiciones de crecimiento. 

Aparentemente, los orígenes de replicación de DNA en Pª! 
vovirus se localizan en los extremos 5' y 3' del genaJlli, pre
sentando forma de "ganchos" (Faust y Mord 1979). La presencia 
de estructuras en forma de gancho, tanto en el DNA viral mad~ 
ro como en las formas replicativas (RF) intracelulares, sugi! 
ren que la iniciació~ involucra un mecanismo autocebador (Chall 
berg y Kelly 1979), aunque también se han obtenido evidencias 
de la posible intervención de una proteína en el mecanismo de 
cebado (ver "Proteínas involucradas" en este capitulo). 

Estudios basados en la incorporación de radioactividad 



27 

sobre intermediarios replicativos de AAV, mostraron que.el ori 
gen de cada una de las cadenas complementarias del monómero RF 
es, o se encuentra cercano a su extremo 5', y la dirección de 
síntesis de la nueva cadena es 5'-3' ya que ésta desplaza a 
la cadena de la RF que posee su misma polaridad (ver Fig. #7). 
Para formar 1 a RF, modelos de estudio .ln v.l.t11.o mostraron que 
el extremo 3' del genoma viral es capaz de servir como cebador 
para la síntesis de la cadena complementaria para varias DNA 
polimerasas diferentes; por lo tanto, la replicación d.e DNA 
en AAV aparentemente involucra un mecanismo autocebador como 
en el caso anteri~r (Challberg y Kelly 1982). 

Debido a la relativa facilidad para obtener el genoma li 
neal intacto de doble cadena en adenovirus, y a su estructura 
y organización genética bien definida, estos microorganismos 
representan un buen modelo de estudio para la replicación del 
DNA eucariótico. Estudios realizados .ln v.lvo muestran que la 

iniciación de la replicación ocurre sobre o cerca de los ex
tremos 5' del genoma viral, vía una RF formada por una de las 
cadenas progenitoras y la nueva cadena sintetizada a partir 
del extremo 5' de la cadena progenitora a la cual desplazó y 
que poseía la misma polaridad que ella (Fig. # 4). 

La cadena progenitora liberada es capaz de servir como 
molde para la formación de otro intermediario replicativo, 
cuya síntesis se inicia sobre o cerca del extremo 3' de la C! 
dena progenitora. En todos los procesos de sfntesis, la dire~ 
ción del crecimiento es 5'-3' (Challberg y Kelly 1979). (Fig. 
# 8). No han tenido bases experimentales los modelos para ini 
ciación en adenovirus que postulan un mecanismo autocebador. 
Hasta la fecha, diversas investigaciones han conducido a pos
tular que la replicación en adenovirus está cebada por una 
proteina terminal (Rekosh et al 1977, Challberg y Kelly 1979, 
Oesiderio y Kelly 1981). 

Conclusiones aportadas por Desiderio y Kelly (1981), in
dicaron que el evento primario en la iniciación de la replic! 
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5' 3' 
3' 5' genoma de adenovirus 

5' . l ----- ,3' 

3' 5' 

5' .3• intermediario repl icativo 
3' 5' 

FIG. U2, 4,- Formación del Intermediario repl icativo 
durante la replicación del genoma de 
adenovirus. 

ción es la formación de un enlace tipo ester entre el grupo 
a-fosforil de dCTP, y el a-OH de un residuo de serina del pr~ 

cursor de la proteína terminal {de 80kd). Como resultado de 
esta interacción, el 3' -OH del residuo de dCMP, el cual está 
unido covalentemente a la proteína 80 Kd, puede servir como c~ 
bador para la subsecuente elongación de la cadena. 

En forma semejante a como ocurrió .i.n v.i.vo, los sistemas de 
replicación .i.n v.i.t~o para adenovirus procedieron por un meca
nismo de desplazamiento y se iniciaron en o cerca de, los ex
tremos del genoma (Challberg y Kelly 1979). Lo anterior tuvo 
su base en estudios de distribución de radioactividad en el 
genoma con respecto al tiempo de incubación. Resultados que 
también apoyaron esta homología de acción, fueron aportados 
por el uso de mutantes sensibles a temperatura (Chen et al 
1980) los cuales permitieron obtener cultivos sincronizados 
.i.n v.i.t~o para la localización del origen de replicación y la 
forma en que procedió la misma. 
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Los virus de simio 40 {SV40) y virus de polioma, son dos 
miembros del grupo de papovavirus que han sido intensamente 
estudiados durante los últimos 10 años. El ciclo de desarro-
1 lo de SV 40 en células de mono involucra expresión secuencial 
de elementos genéticos virales localizados en su DNA circular 
dúplex en el siguiente orden (Farred y Davoli 1977): 

- Transcripción de genes tempranos. 
- Procesamiento y traducción de RNAs tempranos. 
- Replicación del DNA viral. 
- Transcripción de genes tardíos. 
- Procesamiento y traducción de RNAs tardíos. 
La replicación del DNA de SV 40 en células infectadas co

menzó en un sitio específico localizado entre los genes tem
pranos y genes tardíos, procediendo en forma bidireccional. -
En la mayoría de los casos, el origen (ori) se localizó cerca 
del sitio de acción de la endonucleasa Bgl I ubicado en la p~ 
sición 0.66-0.67 sobre el mapa genético estandar de SV 40 
{Fig. # 5), abarcando aproximadamente 75 pares de bases 
{Nathans y Danna 1972). 

Martín y Setlow (1980) reportaron observaciones, utili
zando microscopia electrónica sobre intermediarios replicati 
vos de SV40, las cuales establecieron que el 98% de los inte~ 
mediarios iniciaron la replicación aproximadamente a 35 nucleó 
tidos de uno de los lados del sitio Bg~ I, en tanto que apro
ximadamente el 1% de las moléculas iniciaron el proceso apro
ximadamente a 2,400 nucleótidos del sitio Bgl I. Las molé
culas restantes comenzaron en sitios diversos. 
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1 ugar de fisión mediante EcoRI 

Origen de la 
duplicación 

Clave: m DNA lEJ RNA 

transcripción-funciones 
tempranas 

i!lZ Proteínas 
A= Proteína principal de la cubierta o cápside 
B= Proteína menor de la cubierta o cápside 
C= Antígeno T. 

FIG. N~. 5,- Cromosoma circular del SV40, en el que se in
dican sus tres genes, los puntos de iniciación 
y terminación para la duplicación del DNA y la 
pauta de transcripción de sus genes tempranos 
y tardío~ (Watson 1978). 
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Dentro del mapa estandar de SV 40 el centro de replica
ción para el segundo sitio de iniciación se encontró en la 
posición 0.18, el cual corresponde a un sitio de unión de alta 
afinidad para el antígeno T (ver "Iniciación de la replicación. 
Proteínas involucradas"). 

Los orígenes de replicación de SV 40, virus de polioma y 
virus Bk, presentaron sorprendente homología (Laskey y Harland 
1981), incluyendo un pal,ndromo de 27 pares de bases, consti
tuido principalmente por G+C (una secuencia que puede ser dib~ 
jada como estructura cruciforme), el cual puede estar relaci~ 
nado con el mecanismo bidireccional de la iniciación (Fig. #6). 
Dentro de esta secuencia simétrica del origen de SV 40 se en
contró el sitio de unión para el antígeno T, una proteína ne
cesaria para la iniciación de la replicación. 

Gracias a la disponibilidad de mutantes de SV 40 se ha p~ 

dido analizar el origen de replicación y la importancia de su 
alteración durante el proceso viral. Shortle y Nathans (1979) 
construyeron mutantes.con substitución de bases sobre o cerca 
del origen de replicación y las correlacionaron con la propo~ 
ción de replicaci~n.obsérvada en ellas. Los investigadores 
llegaron a la. conclusión de que no es esencial una secuencia 
Qnica de nucleótidos s~bre el sitio de origen para que la re
pl tcación se lleve a cabo, pero la proporción de replicación 
del replicón viral depende de la secuencia precisa sobre el 
sitio determinado como el origen; es decir, entre más alterada 
sea la secuencia de b~ses sobre la zona de iniciación, menor 
será la cantidad de s1~tesis de DNA que se lleve a cabo. 
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FIG, N2, 6,- (A) Secuencia de bases en el palíndromo de 27 p,b. 
sobre el origen de replicación. 

Los números muestran la posición del nucleótido 
asignado. Bgll corta dentro de este palíndromo 
(Shortle y Nathans 1979). 

(B) Representación cruciforme de la secuencia an
tes descrita. 

Es consecuencia de la complementación de bases 
presentes en esta estructura (Tijan 1978). 



33 

Recientemente. Tseng y Ahlem (1984) efectuaron estudios 
más detallados sobre los sitios de iniciación en la región de 
origen de SV 40. utilizando la DNA primasa purificada de ra
tón sobre este origen (la DNA primasa es el nombre genérico 
para una RNA polimerasa que sintetiza oligorribonucleótidos 
que ceban la iniciación de la s1ntesis de DNA). Este análisis 
reportó sitios de iniciación sobre las dos cadenas del geno
ma viral. Utilizando como templado la cadena continua (lea
ding). los principales sitios de unión para primasa consistí! 
ron de 4 puntos de encendido localizados en un fragmento de 
10 nucleótidos a los que se les asignaron los nucleótidos 
5210. 5214. 5218 y 5220. En la cadena discontinua (lagging). 
seis sitios de unión fueron detectados cada uno dentro de la 
secuencia 3'C-C-C-G-C-C 5' la cual está repetida 2 veces den
tro de fragmentos de 21 pares de bases idénticos que se encue~ 

tran en el genoma de SV 40 por triplicado. Estas secuencias 
de 21 pares de bases se localizaron cercanas al origen de re
plicación del genoma viral. 

A pesar de encontrarse sitios de unión para primasa en am 
has cadenas. aparentemente los primeros eventos para la sín
tesis del DNA se localizan en la cadena continua. 

Como se mencionó anteriormente. el antígeno T es una pro
te1na necesaria para la replicación de SV 40 y de acuerdo a 
estudios in vit~o. la interacción directa del antígeno T con 
el origen de replicación puede ser el evento inicial en la 
síntesis del ·ONA viral (Tijan 1978). 

En vista de la estructura dú~lex de la molécula de DNA en 
SV40 1 una de las cadenas integrantes es sintetizada en forma 
continua y la otra en manera discontinua ya que las DNA poli
merasas solo actúan en dirección 5'-3'. En la cadena continua 
se reportó la presencia de RNAs cebadores en forma esporádica 
a lo largo de la misma (Challberg y·Kelly 1982). en tanto que 
para la cadena discontinua la presencia de tales RNA cebadores 
fue detectada en una cantidad mucho mayor pues. prácticamente. 
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cada fragmento que fue sintetizado ln vit~o a partir de la 
horquilla de replicación (Fragmentos de Okazaki), portaba un 
oligorribonucléotido cebador en su extremo 5' (Eliasson y Rei 

·~· -chard 1978). En forma general, estos cebadores fueron de lo~ 

gitud uniforme (aproximadamente 10 nucleótidos) y composición 
diversa (ver: "Elongación de cadena. Sintesis discontinua y 
RNA cebadores"). La enzima responsable para la sintesis del 
RNA cebador recibió el nombre genérico de DNA primasa, ya que 
aparentemente las RNA polimerasas conocidas no fueron respon
sables de tal actividad. 

Aunque los papovavirus representan un modelo útil para el 
estudio del mecanismo por el cual la replicación del DNA pu~ 

de iniciar en sitios internos, existen diferencias entre ini
ciación viral e iniciación cromosomal (Laskey y Harland 1981): 
primero, el cromosoma de eucariotes no requiere antígeno T P! 
ra replicar y segundo, la replicación viral ocurre varias ve
ces durante el ciclo celular en tanto que la síntesis de 0:1A 

cromosomal está finamente regulada y las moléculas no se re
plican mas que una sola vez durante el ciclo celular. 

Una alternativa para analizar los sitios de iniciación fue 
el uso de mP.canismos de replicación autónomos en plásmidos de 
levadura. 

El plásmido natural 2µm de levadura se replica solamente 
en la fase S del ciclo celular y cada molécula lo hace por una 
sola vez. Su replicación es regulada por los mismos genes que 
controlan la iniciación y conclusión del proceso en DNA nuclear. 
Experimentos en DNAs quiméricos que continen todo o parte 
del plásmido de levadura, indican que posiblemente el origen 
de replicación de esta estructura extracromosomal se localice 
dentro de una de las 2 secuencias repetidas invertidas que lo 
caracterizan (revisado por Hartley y Donelson 1980). 

Mutaciones auxotróficas tales como t~p 1 en levaduras, 
fueron complementadas por transformación con plásmidos bacte
rianos que contentan el gene de la cepa salvaje (Struhl et al ,,. 
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1979). La frecuencia de transformación fue baja pero pudo 
incrementarse hasta 100 veces, si se unía al plásmido un sub
grupo de segmentos de DNA eucarióticos que permitían la repl! 
cación extracromosomal del plásmido. Este tipo de segmentos 
recibieron el nombre de secuencias autónomas replicativas o 
elementos a46 y han sido aislados de Saccha4omyce6, Neu4o6po4a, 
V.ic.tyo6te.U.um, Caeno4habd.itü, V4o6oph.il.a y Ze:a, pero no han 
sido detectados en E.coi.<. (Stinchcomb et al 1980). La impor
tancia de este hallazgo se basa en que una molécula de DNA 
puede ser replicada independientemente de su integración den
tro del genoma del huésped, sólo si contiene un sitio de ini
ciación que sea reconocido por las enzimas y factores esenci! 
les para la replicación. 

Por otro lado, Chambers et al (1982) trabajando con DNA 
de vertebrados en un sistema a base de huevos infertilizados 
de Xenopu6 iaev.i.6, presentaron evidencias acerca de regio
nes especificas de inicio para la replicación cromosomal. La 
naturaleza de estas regiones no es clara pero los sitios in
clu1an el total o parte de las secuencias repetidas típicas 
del DNA de animales superiores. Muchas de estas secuencias 
repetidas están caracterizadas por abrigar promotores que co~ 
ducen a su transcripción .in v.lt4o por la RNA polimerasa III. 
No obstante, la relación entre iniciación de la replicación 
y la transcripción requiere de estudios mas exhaustivos. 

3,2, PROTEf NAS INVOLUCRADAS EN LA INICIACIÓN, 

Algunos de los sistemas que han sido utilizados para el 
estudio de la replicación del DNA en eucarfotes presentan un 
requerimiento protéico especffico para la fnfcfacfón de sint~ 
sis del DNA. 

Revie et al (1979) aislaron formas replfcativas bfcatena
rias a partir de células infectadas con parvovirus H-1, las 
cuales se encontraban covalentemente unidas a una protefna en 
su extremo 5'. La protefna mencionada presentó un peso mole-
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cular entre 60,000-70,000. La función de esta proteína en la 
replicación viral es desconocida hasta el momento. 

Por otra parte, los estudios realizados en adenovirus en 
los últimos anos han indicado la presencia de una proteína r~ 
lacionada estrechamente con el mecanismo cebador. Lo ante
rior incitó el estudio de las proteínas relacionadas princi
palmente con los eventos de iniciación en la síntesis del 
DNA. De acuerdo a datos anteriores (Desidero y Kelly 1981), 
la interacción del DNA de adenovirus con un residuo de serina 
del precursor proteico 80 Kd fue esencial para el inicio de 
la replicación. Para estudios mas a fondo, diversos autores 
utilizaron métodos variados en sus investigaciones. 

Challberg y Kelly (1979) trabajaron con un sistema de en
zimas solubles de células infectadas con adenovirus 5(Ad 5) 
que fue capaz de replicar moléculas de ONA de adenovirus exó
geno aHadido. Este sistema in vit~o mostró requerimientos 
específicos por proteínas codificadas por el virus y/o protei 
nas celulares inducidas por el virus. En el caso específico 
para Ad5, la proteína unida al extremo del genoma tuvo un pe
so molecular de 55,000. Es posible que esta proteína facili
te la iniciación de la replicación por interactuar con protei 
nas presentes en el extracto de células infectadas. 

Técnicas basadas en .el trabajo con cepas mutantes termose~ 
sibles, que pueden restaurar sus características naturales por 
medio de la adición de un componente especifico, han sido uti 
lizadas para esclarecer qué genes están involucrados en la re
plicación del DNA. 

Horwitz (1978) trabajó con una mutante t~ de Ad5 aislada 
del extracto de células HeLa infectadas. El producto del ge
ne mutado fue un polipéptido de 72,000 daltones que se unió 
fuertemente a cadenas sencillas de adenovirus. Observaciones 
realizadas en la mutante t~ sugirieron que el defecto invo
lucra solamente la iniciación de la síntesis, ya que el extre
mo soluble fue incapaz de iniciar nuevas rondas de síntesis a 
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temperaturas restrictivas pero si completó los procesos ya ini 
ciados. El defecto pudo ser restaurado por la adición de una 
proteína de unión a DNA de cadena sencilla de 72,000 daltones, 
purificada de células infectadas con virus no mutados pero no 
de células infectadas con virus t~. Sin embargo, si la inc~ 
bación a temperatura restrictiva duraba 60 min. en estos mu
tantés, la adición de la proteína mencionada no era capaz de 
corregir la lesión aunque proviniera de virus no mutados. Esto 
posiblemente se debió a cambios irreversibles .ocurridos en el 
extracto después de este intervalo de tiempo y que afectaron 
otros factores termolábiles presentes en el medio. 

Experimentos utilizando el genoma de adenovirus (36,000 
pares de bases) unido covalentemente a la proteína de 55 Kd en 
sus ex tramos 5', establecieron que la replicación in vit~o 

necesitaba de 5 proteínas altamente purificadas (Nagata et al 
1983), tres de las cuales eran codificadas por el genoma vi
ral; éstas incluían a) una proteína de unión al DNA (DBP) con 
peso molecular de 72 Kd, b} el precursor de la proteína 55 Kd 
unida al extremo 51 y que tiene un peso molecular de 80 Kd, y 

c) una DNA polimerasa de 140 Kd dependiente de DNA (AdPol). 
Las otras dos proteínas restantes purificadas de células Hela, 
se designaron como Factor nuclear I (Nagata et al 1982) y Fac 
tor nuclear II (Guggenheimer et al 1984). 

El Factor nuclear I es una proteína de 47 Kd que está inv! 
lucrada en la iniciación de la síntesis y en las etapas tempr! 
nas de la elongación. Nagata et al (1983) mostraron que el 
sitio específico de unión para el Factor I sobre el DNA estaba 
localizado entre los nucleótidos 17 y 48 del genoma de Ad5. 

El Factor nuclear II es un tipo de DNA topoisomerasa I que 
se requiere en la elongación de intermediarios replicativos 
(Nagata et al 1983 bis). 

Plásmidos que albergaban el origen de la replicación de 
adenovirus pero que carecían de la proteína 55 Kd unida al e~ 
tremo 5' también llevaban a cabo la síntesis in vit~o del 
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DNA, .. pero la eficiencia de los mismos era considerablemente 
menor que los sistemas que si contentan unida la proteína 
(revisado por Guggenheimer et al 1984). El proceso fue seme
jante en ambos casos en que: 

a) Los dos sistemas requir~eron secuencias especfficas en 
los extremos del genoma lineal de adenovirus para lle
var a cabo la replicación. 

· b) La replicación necesitaba el precursor 80 Kd, la AdPol, 
la proteína de unión al DNA de 72 Kd y el Factor nuclear 
I. 

c) La iniciación de la replicación estuvo sujeta a la for 
mación del complejo promotor 80Kd-dCMP. 

Con respecto a este último inciso, fue necesario añadir 
una proteína del hospedante (denominada Factor pL) para que se 
llevara a cabo la formación del complejo promotor 80 Kd-dCMP 
en ausencia de la proteína 55 Kd unida al extremo 5'. 

Los datos anteriores muestran a la proteína de 55 Kd impli 
cada no solamente en la iniciación, sino posiblemente también 
en la elongación del genoma de adenovirus. Estas observacio
nes aún necesitan estudiarse más ampliamente. 

Además de las proteínas ya mencionadas, la iniciación de 
la síntesis en adenovirus requirió regiones especificas del 
genoma viral; una de ellas se designó como Dominio I (revisado 
por Guggenheimer et al 1984), localizado entre los nucleótidos 
9-18. La secuencia de este dominio se conservó entre los ade
novirus que infectan células humanas. Tentativamente, el in
tervalo se identificó como un sitio de unión para el precursor 
de 80 Kd de la prote1na unida al extremo 5', 

Guggenherimer et al (1984) reportaron una región adicional 
que se encuentra localizada en el extremo 3' de la secuencia 
de 10 pares de bases antes mencionada, a la cual designaron 
como Dominio 11. Este dominio, consistente de 32 pares de ba
ses, abarcó del nucleótido 17 - 48 en el genoma de Ad5 y fue 
esencial para la unión del factor nuclear l. Plásmidos que 
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portaban el Dominio II incompleto eran inactivos como templa
dos en la síntesis del DNA. 

Hasta el mo~ento no es claro si el Factor Nuclear I actúa 
en reacciones tanto de iniciación y elongación de cadena o S.Q. 
lamente en la iniciación. 

Tanto el Dominio I como el II forman parte de los 50 pares 
de bases terminales del genoma de adenovirus que tienen la ca
pacidad de formar una estructura con apariencia de "gancho" y 
que contienen la secuencia de origen para la replicación. 

Otro sistema de estudio que presentó funciones relev~ntes 
para proteínas es el ejemplificado por el genoma de SV 40. 

Evidencias genéticas indicaron que el producto del gene 
A, denominado antígeno tumoral (T), se requería para la inici! 
ción de la síntesis del DNA viral (revisado por Fareed y Davo
li 1977). Estudios bioquímicos revelaron que el antígeno T es 
una fosfoproteína de 96 Kd la cual es expresada en altos nive
les poco después de la infección y se encuentra predominante
mente en el núcleo de la célula infectada por SV 40. Se ha s~ 

gerido que el antígeno T puede usar la energía libre derivada 
de la hidrólisis de ATP para promover el desdoblamiento de la 
hélice del DNA sobre el origen, como preludio a la iniciación 
de síntesis de DNA (Challberg y Kelly 1982). 

Mediante el uso de plásmidos recombinantes, Myers y Tijan 
(1980) estableciere~ que el mecanismo para la iniciación en 
SV40 involucra una interacción directa del antígeno T con la 
secuencia d¿ origen, pero que esta interacción no basta para 
encender la síntesis del genoma viral; una proteína híbrida d~ 
nominada 02 también está relacionada con la iniciación de la 
replicación. Datos de microscopía electrónica indicaron que 
la forma predominante de la proteína 02 es un tetrámero con 
peso molecular de 107 Kd. 

Los datos mostrados por Tijan (1978) mostraron que la pr.Q. 
teina 02 y el antígeno T se unen secu~ncialmcnte a 3 sitios 
específicos dispuestos uno tras otro sobre la región de origen. 
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El sitio de unión 1 está localizado entre el codón de inicia
ción de proteínas tempranas y el palíndromo de 27 pares de b! 
ses; el sitio de unión II se encontró centrado en el palíndr! 
mo en posición adyacente al sitio I; en tanto que el sitio III, 
adyacente al sitio II, estaba cercano a la región que codifi
ca para proteínas tardías {ver Fig. # 5). El que la proteína 
02 se uniera a uno u ot~o sitio de los antes mencionados, de
pendía de la concentración en que ella se encontrara. Así, a 
bajas concentraciones se unía al sitio I, a concentraciones 
mas elevadas al sitio II y en el caso de concentraciones muy 
elevadas se unía al sitio III. 

Aparentemente, la interacción entre el antigeno T y el si 
tio de unión II es necesaria para la iniciación de la síntesis 
del DNA viral {Shortle et al 1979). Mutaciones letales prod~ 
cidas en el sitio de unión II para antígeno T pudieron ser s~ 
primidas por una segunda mutación en la región que codifica 
para el antigeno T {geneA}, Los autores propusieron que las 
mutantes con antígeno T alterado interactuaban con sus respe~ 

tivas mutantes de origen más eficientemente que aquellas que 
poseían su antígeno T natural. Así, como sucedió para el si 
tio de unión II de antígeno T, puede esperarse que cambios en 
los elementos genéticos -cuyos productos están relacionados 
con la iniciación de la replicación- puedan suprimir una mu
tación inicial en el origen. 

Recientemente se han obtenido evidencias de que existen 
complejos proteicos de replicación en eucariotes. Algunos de 
ellos son complejos sencillos formados por una DNA polimerasa 
y una primasa (ver "Elongación de cadena. Enzimologia de la 
elongación"}; otros aparentemente contienen varias proteinas 
y en tal caso se les asigna el nombre de replisomas (Jazwinski 
et al 1983). 

Estudios sobre replicación in vit~o utilizando el plás
mido de leyadura 2~m permitieron dilucidar la existencia de 
complejos proteicos necesarios para la replicación. 
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Durante la obtención de fracciones a partir de extractos 
proteicos de levadura, Jaxwinski et al (1983) identificaron 
una forma de actividad replicativa de DNA de 2µm, parcialmen
te purificada que presentaba un peso molecular aproximadamen
te de 2 x 106. Cuando las fracciones contenidas en este com
plejo replicativo fueron incubadas con DNA de 2µm, se encon
traron complejos proteicos que semejaban "nudos" sobre la 
cadena de DNA vistos por microscopia electrónica, asociados 
específicamente con el origen de replicación del plásmido. 

Asimismo, cuando plásmidos quiméricos que'portaban un se~ 
mento autorreplicativo de levadura (a~~) fueron incubados con 
este extracto de alto peso molecular, el sitio en el cual se 
unió el complejo coincidió con la ubicación del origen de re
plicación incluido en a~~ (Jazwinski et al 1983). La asocia
ción del complejo proteico con el DNA fue sensible a KCl en 
concentración de 0.2 M y requería rATP y desoxirribonucleót1-
dos trifosfatados. No obstante este último requisito, la unión 
no fue bloqueada por afidicolina (un inhibidor de DNA polime
rasa), ni tampoco por a-amanitina (un inhibidor de RNA polim~ 
rasa), lo cual sugiere que los desoxirribonucleótidos trifos
fatados pueden funcionar como cofactores en la unión del com
plejo proteico al DNA o bien como sustrato para la actividad 
de una polimerasa o primasa. Usando ensayos para otras enzi
mas, varias proteínas asociadas con la replicación (incluyen
do la DNA polimerasa I de levadura, la DNA ligasa, la DNA pri 
masa y la DNA topoisomerasa II) se identificaron directamente 
dentro d~ esta fracción de peso molecular elevado (Jazwinski 
y Edelman 1984). 

Todos estos resultados son consistentes con la idea que un 
complejo proteico está involucrado en la replicación tanto del 
DNA extracromosomal de 2µm como del DNA cromosomal en levadu
ras. 

Por otra parte, estudios con eucariotes superiores señala
ron la intervención de proteínas en la inducción de síntesis 
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del DNA cromosoma!. Gutowski et al (1~85) mostraron que cél~ 

las linfoideas proliferativas contenían una proteína citoplái 
mica capaz de inducir síntesis de DNA en núcleos aislados es
táticos (quiescent). El activador de la replicación (ADR) e1 
tuvo presente en líneas celulares proliferativas y leucocitos 
humanos con actividad mit6gena'pero no se detectó en el cit~ 

plasma de leucocitos humanos estáticos. La falta de actividad 
en el citoplasma de estos últimos que estimulara la sintesis 
de DNA pudo deberse a: 1) ausencia del ADR en células estáti
cas, 2) presencia de ADR inactivo o del precursor, 3) presen
cia de señales de inhibición. Ensayos con leucocitos humanos 
estáticos apoyaron esta última opción, ya que detectaron una 
proteina estable al calor (56ºC, 20 minutos) con peso molecular 
mayor de 50 Kd la cual inhibía la acción de ADR. El inhibidor 
fue igualmente efectivo sobre ADR obtenido de células normales 
o tumorales. Por lo tanto, es posible que el crecimiento in
controlado de células cancerosas sea debido a una falta de la 
habilidad para producir o responder a moléculas endógenas que 
inhiben a los activadores de la replicación. 
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Ill:- ELONGACION DE LA CADENA 

Semejante a como ocurre en procariotes, una vez que ha si
do activado el origen para la síntesis del DNA en eucariotes, 
la etapa siguiente consiste en formar nuevas cadenas mediante 
la adición de desoxinucleótidos complementarios a la secuencia 
de la cadena progenitora que sirve como templado. El creci
miento de las cadenas hijas involucra la acción de varias en
zimas que lleva a cabo el proceso de manera ordenada (Wat-
son 1978). 

En un principio se pensó que todas las moléculas de DNA 
eran de cadena doble excepto durante la duplicación, cuando 
parte de ella se encuentra temporalmente en forma de hebra úni 
ca, no ligada ~or puentes de hidrógeno. En consecuencia, muchos 
se sorprendieron cuando ciertos experimentos revelaron concl~ 
yentemente que el DNA de varios grupos de virus pequeños exi~ 
te normalmente como moléculas de hebra sencilla en los que la 
concentración detectada de adenina es diferente a la de timi
na, y lo mismo ocurre para las concentraciones de guanina y ci 
tosina. Entre los virus de este tipo se encuentran parvovirus 
autónomos y parvovirus defectuosos. 

Este descubrimiento planteó de inmediato el interrogante 
acerca de la posible existencia de un mecanismo adicional de 
copia, en el que una hebra única de DNA sirva como matriz para 
generar una r~plica id~ntica. Este tipo de duplicación no se 
puede efectuar mediante la formación de una hélice doble en la 
que se liguen bases idénticas entre sf con puentes de hidróge
no, debido a que tal estructura es estereoqufmicamente imposi
ble. 

Cuando la cadena de DNA de hebra única penetra en la célu-
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la, inmediatamente comienza a funcionar como matriz para el d~ 

sarrollo de la hebra complementaria. La doble hélice resulta! 
te sirve a su vez como matrtz para la formacion de cadenas sim 
ples nuevas que luego se incorporan a partículas virales. 

La importancia de conocer el mecanismo de replicación de 
genomas con estas características, adquirió relevancia cuando 
se estableció que los extremos del cromosoma de levadura están 
unidos por estructuras en forma de "gancho". La similitud de 
estas estructuras con las formas intracelulares del DNA de par 
vovirus, establece la posibilidad de que estos virus tomen 
"prestado" un mecanismo celular que opera normalmente para re 
plicar los extremos del cromosoma (revisado por Challberg y 
Kelly 1982). 

4.1, Sf NTESIS CONTINUA, 

La replicación de parvovirus autónomos toma lugar en el 
núcleo de las células infectadas. La primera etapa consiste 
en la conversión de la cadena infectante a una forma replica
tiva dúplex (RF). Estas RFs producen progenie RFs mediante 
replicación, la cual se acumula en el núcleo y sirve como tem 
plado para la síntesis de nuevo genoma viral. Análisis con en 
donucleasas de restricción han aportado evidencias de que los 
extremos de los monómeros RFs tienen dos posibles estructuras: 
una, en la cual la secuencia terminal forma "ganchos" y otra, 
en que las mismas secuencias estSn en configuración dúplex. 

Como se mencionó anteriormente, los orígenes de replica
ción del DNA en parvovirus residen en los extremos del genoma 
y por análisis con marcaje parece probable que la sintesis del 
DNA proceda de un extremo del genoma al otro mediante un meca
nismo netamente continuo llevado a cabo por una o mas DNA poli 
merasas celulares en dirección 5'-3', que acoplan su accion 
con otras proteínas de replicación. La sintesis procede con 
el desplazamiento concomitante de la hebra de la RF que prese~ 

1 ' 



te la misma polaridad que la cadena naciente (Fig. # 7) 
· · (Tseng e~ al 1978). 
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Semejante a los parvovirus autónomos, los parvovirus defec 
tuosos (AAV), se replican en el núcleo de las células infecta
das. La primera etapa en la infección puede proceder en ausen
cia del virus acarreador, pero la replicación viral y la sín
tesis de RNA requieren la presencia de adenovirus o herpes vi 
rus {Challberg y Kelly 1982). Formas intracelulares de AAV 
fueron caracterizadas, reportándose estructuras completamente 
similares a las reportadas para parvovirus autónomos. Molé
culas RF de doble cadena fueron identificadas por análisis 
de sedimentación. Análisis con enzimas de restricción mostr~ 
ron que los extremos de las RF pueden existir como estructuras 
en forma de ganchos o bien como estructuras extendidas en las 
cuales las dos cadenas están separadas. Los resultados arro
jados por incorporación de radioactividad indicaron que el 
origen de replicación es o está cercano al extremo 5' del ge
noma y, estudios de sedimentación no revelan la presencia de 
fragmentos de Okazaki. Así la síntesis de AAV probablemente 
sea un proceso totalmente continuo. Varios intentqs fueron 
realizados para definir la función o funciones de adenovirus 
para el auxilio en la infección por AAV. Algunas evidencias 
indicaron que la expresión de uno o mas genes tempranos de a
denovirus es suficiente para la replicación de parvovirus de
fectuoso. Por ejemplo, Mutantes de adenovirus que no pueden 

_expresar genes tardios son aptos como auxiliares. Además, 
la multiplicación de AAV se efectúa en células que han sido i~ 

yectadas con mRNAs tempranos de adenovirus (Myers et al 1980, 
·Richardson et al 1980), Más específicamente, se estableció 
que el mRNA codificado por la región temprana E4 de adenovirus 
fue suficiente para proveer actividad auxiliar, pero que la 
expresión de E4 requiere a su vez la expresión de los genes 
E1 y E2 (Myers y Carter 1981). La naturaleza precisa del pr~ 

dueto del gene E4 responsable para la ayuda en la infección 
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por AAV, así como su mecanismo de acción son desconocidos. 

Los datos disponibles acerca del mudelo de replicación 
del DNA de parvovirus defectuosos fueron consistentes con el 
esquema general ilustrado en la Fig. # 7. De acuerdo a la re 
presentación esquemática, la conversión de cadena sencilla a 
RF dúplex (SS~ RF) es iniciada en el extremo 3' mediante un 
mecanismo autocebador y procede al extremo del templado, pro
duciendo un monómero RF cuyas cadenas complementarias están 
covalentemente unidas a través de una estructura en forma de 
gancho. Posteriormente se introduce un corte en el sitio o
puesto al extremo 3' original, creándose un nuevo 3'-0H ceba
dor . La síntesis de DNA iniciada en este sitio genera un 
monómero RF con extremos extendidos. 

La producción de cadenas sencillas por síntesis de despl! 
zamiento (RF -+SS) inicia cuando el monómero RF con extremos 
extendidos es rearreglado para producir una estructura que s~ 

meja "orejas de conejo" (rabbit eared), La síntesis se ini
cia en ambos extremos 3' produciendo desplazamiento de las C! 
denas progenitoras. Los productos obtenidos en esta etapa son 
una estructura de cadena sencilla y un monómero RF con extre
mos en forma de gancho. La molécula de cadena sencilla puede 
producir nuevamente un monómero RF o bien ser encapsidada pa
ra la producción de progenie viral {revisado por Challberg 
y Ke 11 y 1982). 

Otra especie de virus que infecta a eucariotes y cuya sí~ 

tesis de DNA se lleva a cabo en forma continua está represen
tada por adenovirus. Como ya se mencionó, el mecanismo de c~ 

bado está mediado por proteínas, y el origen de replicación 
aparentemente reside en los extremos del genoma. La estruct_!! 

·· ra básica de los intermediarios repl icativos ha sido definida 
por microscopia electrónica y otros métodos físicos. Sumari
zando los datos reportados, puede obtenerse el diagrama de la 
Fig. # 8 (Challberg y Kelly 1982). De acuerdo a él, la repli 
cación puede iniciarse en cualquiera de los extremos 5' del 



47 

ss-RF C3' 5'~ genoma vira 1 

e cz 

FT 

RF-ss monómero RF 

.1 · .. . 
. 0-.··. ··. · ... • .. · ... · .... ·· <··· .. •· ... ·~·/J. 
'-.. ~~/-

·/~"" 

~ . 1 •· 

~ .. · 
:;!) s intcs is por 

~desplazamiento 
1 

e: 
+ + 

1 

FIG. N2, 7.- Modelri para la replicación del DNA de AAV: 

SS-•RF :conversión de cadena sencilla a formas 
dQp:ox a partir dol extremo 3' del qenoma y poste 
rior resoluci6n del qancho que los une. -
RF-SS :forP1~cil:n de cadena sencilla a partir 
~el RF, M(diant~ el rearrenlo del monómero y sin 
tesis por •fosplavrninnto de la cadena prooenitora 
qJe pres~nt~ la misma polaridad que la cadena na
cientr:. Los p1·od!H trJs de esta etapa son una cade 
na sencilla y u~ ~o~ó~~ro RF con un extremo en -
forwd de yancho (Challberg y Kelly 1982). 
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FIG, 112, 8,- Modelo de replicación de adenovirus. 

La síntesis puede comenzar sobre alguna de las dos 
cadenas del genoma para formar intermediarios de 
tipo r ó bien puede iniciar en ambas cadenas a la 
vez, formándose 2 intermediarios tipo rr. La ca
dena progenitora es desplazada por una nueva que 
presenta la misma polaridad. La cadena desplaza
da puede circularizarse, pues contiene secuencias 
complementarias en sus extremos y posteriormente 
sirve de molde para formar otro intermediario re
pl icativo, mediante la síntesis de la cadena com
plementaria (Challberg y Kelly 1902). 
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genoma de doble cadena. Junto con cada evento de iniciación 
se sintetiza una cadena hija, con el desplazamiento concomi
tante de la cadena paterna de la misma polaridad, produciénd~ 
se un intermediario de replicación tipo l. La frecuencia de 
iniciación de los dos extremos del genoma viral es aproximad! 
mente la misma. De acuerdo al esquema, existen dos posibles 
rutas para la síntesis de la cadena complementa~ia: Una de 
ellas, la principal, procede de un solo extremo hasta comple
tar la cadena, resultando la formación de una molécula hija 
dúplex y la ·liberación de una cadena sencilla '(esta última sir_ 
~e como templado para iniciar sfntesis de DNA. formando así un 
intermediario replicativo linear tipo 11); la otra ruta parte 
del hecho que la síntesis puede iniciarse en ambos extremos 
del genoma a la vez (en este caso ambas cadenas sirven como 
templad¿ para la sfntesis de cadenas hijas y se producen los 
intermediarios tipo 11). 

De acuerdo al modelo desarrollado, no hay necesidad para 
síntesis discontinua durante cualquier fase de la replicación 
de adenovirus, Todas las cadenas hijas crecen de su extremo 
51 hacia el 31 sin necesidad de producir fragmentos de Okazaki. 

4.2, SfNTESIS DISCONTINUA Y RNA CEBADORES, 

La elongación de cadena en DNA de papovavirus, virus de 
polioma y DNA nuclear procede en forma continua sobre la cade
na continua (leading) de la horquilla de replicación, y en 
forma discontinua para la otra cadena (lagging); la designa
ción de una y otra cadena será la misma que para el caso de 
E. coli revisada en la introducción. 

Como sucede con la elongación ~n procariotes, el problema 
de sintetizar ambas cadenas del genoma en forma simultánea, a 
pesar de ser antiparalelas entre si, se resolvió argumentando 
síntesis discontinua sobre aquella proqenitora que corre en 
dirección 5'-3' (Fig. # 9). 
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FIG, N2, 9,- Posibles reacciones de polimerización sobre la 
horquilla de replicación. 

A = Ambas cadenas son sintetizadas en forma con
tinua con actividades de polimerización opues 
tas. -

B =La elonqación de la cadena naciente 3'-5' 
(lagging) es en forma discontinua y la cadena 
naciente 5'-3' se sintetiza en forma continua. 

C = Ambas cadenas son sintetizadas en modo discon
tinuo. 



Los fragmentos producto de la s(ntesis discontinua (Frag
mentos de Okazaki) posteriormente pasarán a formar el DNA co~ 
pleto, por lo que se les considera unidades fundamentales de 
la replicación discontinua. Tales unidades tenían una longi
tud promedio de 100-200 nucleótidos en eucariotes que, compa
rados con sus homólogos en procariotes, son 10 veces menores 
(Hand 1978). 

Los Fragmentos de Okazaki han sido demostrados en la repl.!. 
cación del DNA celular, en SV40 y en virus de polioma. En los 
2 Gltimos parecen formarse principalmente en la cadena discon
tinua (lagging). Con los datos recopilados recientemente, aún 
es motivo de controversia si los Fragmentos de Okazaki provie
nen solamente de la cadena progenitora que corre en sentido 
5'-3 1 o bien de ambas integrantes del genoma (DePamphilis y 

Wasarman 1980). La explicación que aportan algunos autores a 
la aparición de Fragmentos de Okazaki sobre la cadena continua 
es que estos resultan por la excisión de bases equivocadas du
rante el proceso de replicación (revisado por DePamphilis y 

Wassarman 1980). 
La necesidad de síntesis discontinua de, por lo menos, la 

cadena 51-3 1 de la hélice del DNA y el hecho de que las DNA ~~ 

limerasas requieran un extremo 3'-0H para su acción, hizo pen
sar que sitios frecuentes "cebadores" son un pre-requisito para 
la síntesis del DNA en forma discontinua (Kornberg 1964). 

El modelo de RNA cebador, el cual asume la síntesis de un 
oligorribonucleótido que se une al templado de DNA existente, 
proporcionando así el extremo 3'-0H necesario para la acción 
de la DNA polimerasa, fue propuesto por varios autores (revis! 
do por Konrberg 1980). El mecanismo detallado para la sínte
sis de este RNA cebador puede ser diferente de un orqanismo a 
otro; no obstante, la replicación discontinua en general puede 
ser subdividida en las siguientes etapas representadas en la 
Fig. # 10 (Ogawa y Okazaki 1980): 

1) Desdoblamiento de las cadenas progenitoras. 
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2) Síntesis de un RNA cebador utilizando una señal sobre 
el templado de DNA. 

3) Extensión de una cadena de DNA en la dirección 5'-3' a 
partir del cebador. 

4) Remoción del RNA cebador. 
5) Unión de intervalos entre fragmentos de DNA. 
6) Unión de los fragmentos del DNA. 
En el caso especifico de Fragmentos de Okazaki en SV 40, 

éstos no tienen una longitud uniforme, pues variaron entre 40 -
290 nucleótidos por cada una. Esta observación y el hecho de 
que los RNA cebadores fueran sintetizados a lo largo del genoma 
sin una pref~rencia obvia por secuencias especf ficas del DNA, 
hizo pensar que las cadenas nacientes tienen una cierta prob~ 
bilidad de iniciarse en varios sitios dentro de una región de 
aproximadamente 290 nucleótidos (denominada zona de iniciatifn 
de Fragmentos de Okazaki), de la cadena 5'-3' del templado de 
DNA expuesto {revisado por DePamphilis et al 1979), 

Estudios inherentes a identificar RNA cebadores en células 
humanas (Tseng et al 1978, Kowalski y Denhardt 1979), establ~ 
cieron la existencia de oligorribonucleótidos de tamaño unifor 
me (9! 1 nucleótidos) y composición variable, cuyo ribonucle~
sido inicial covalentemente unido al extremo 51 del DNA fue una 
purina 5'-trifosfato. 

Los 4 ribonucleotidos y desoxirribonucleótidos conocidos 
estuvieron presentes, aproximadamente co~ la misma frecuencia, 
en la unión RNA-DNA establecida por la p~esencia del cebador. 

Además, algunos autores propusieron que la señal de "ence! 
dido" del RNA para la sfntesis del DNA durante la elongación 
puede estar dada por el tamaño del RNA más que por su secuencia 
de bases especifica. 

Una enzima especifica diferente a las RNA polimerasas con~ 
cidas, parece ser la responsable de la síntesis del RNA cebador 
ya que su acción no fue inhibida por a-amanitina (un inhibidor 
especifico de RNA pol II y III), y ademas rNTPs pudieron subs-
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3' 

5' WN simboliza el RNA cebador 

FIG, NQ, 10,- Esquema para la síntesis discontinua. 

( 1 l Desdoblamiento de las cadenas progenitoras 
y ruptura de puentes de hidrógeno. 

(2) Síntesis del cebador. 
{3) Elonqación de la cadena del DNA. 
{4) Remosidn del cebador y unión de intervalos. 
{5} Unión de los fraqmentos del DNA. 
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tituirse por dNTPs como en el caso de 1 a primas a de E. e.o.U. 

No obstante, Brun y Wissabch (1978) sugirieron que la RNA 
pol I podria ser considerada para el proceso de cebado del DNA, 
pues la replicación era inhibida en presencia de suero anti-RNA 
po 1 I. 

Con el fin de obtener evidencias acerca de la unión de RNA 
cebadores al extremo 5' de los nuevos fragmentos de DNA sinte
tizado, diversos métodos experimentales fueron empleados. Por 
ejemplo: a) transferencia de fosfato del desoxirribonucleótido 
al ribonucleótido vecino, b) ensayos con exonucleasa de bazo, 
c) digestión con DNAsa pancreática (revisados por Ogawa y Oka
zaki 1980, Vázquez Ramos 1985). 

En el primer método, un fosfato marcado fué introducido 
en la unión RNA- DNA. La sintesis del DNA se llevó a cabo con 
un [a 32 P] dNTP, que es el primer desoxirribonucleótido de la 
cadena de DNA. Mediante hidrólisis alcalina se transfiere es 
te fosfato radioactivo a la posición 2' ó 3' del último ribo
nucleótido del RNA cebador. El método no puede ser utilizado 
in vivo; no obstante, utilizado en sistemas in vit~o de euca 
riotes mostró las 16 posibles combinaciones de nucleótidos en 
la unión DNA-RNA cebador. 

Uno de los mas empleados es el que usa la exonucleasa de 
bazo y es como sigue: El tratamiento alcalino del DNA naciente 
que contiene un cebador de RNA expone un extremo de DNA 5'-0H 
(en lugar de 5' P) en la unión DNA-RNA. La exonucleasa de bazo 
degrada los extremos 5'-0H pero no los oligonucleótidos con un 
extremo 5'P (Fig. # 11). Asi los extremos 5' de fragmentos n! 
cientes de DNA y marcados con (3H) son fosforilados mediante 
1 Ja pol inucl eótido cinasa y ATP; 1 u ego son tratados con álcali 

y entonces sometidos a la exonucleasa de bazo. El RNA es de
gradado por la hidrólisis alcalina, exponiendo el extremo del 
DNA 5'0H. De no haber RNA, la hidrólisis alcalina no afectará 
al DNA, que mantendrá su extremo 5'P y por tanto no habrá de
gradación por la exonucleasa de bazo. 
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Una vez que el Fragmento de Okazaki ha sido sintetizado 
totalmente por la DNA polimerasa, el RNA cebador es liberado 
de la cadena naciente a la misma velocidad que los fragmentos 
se unen para aumentar la longitud de la cadena. la escisión 
del cebador en DNA de SV 40 ocurrió en las dos etapas (DePam
philis y Wassarman 1980) siguientes: 1) Se liberó el RNA ceb! 
dor, probablemente mediante la acción de la RNAsa H, con exceR 
ción del ribonucleótido que se encuentra unido al DNA y 2) La 
remoción del ribonucleótido unido a la cadena del DNA que po
siblemente requiere la acción de una exonucleasa 5'-3' 
(F i g. # 12). 

la unión de los Fragmentos de Okazaki entre si involucra 
diferentes enzimas, dependiendo de la longitud del intervalo 
que los separá. Si la separación entre uno y otro es la falta 
de un enlace fosfodiester, la unión la cataliza la DNA ligasa 
sola, pero si están separados por un intervalo de DNA de cad! 
na sencilla, entonces la acción de una DNA polimerasa y la 
DNA ligasa son necesarias para unirlos. Aparentemente, la DNA 
polimerasa a es la encargada de esta función. 

El patrón de síntesis para la elongación de las cadenas 
. . 

del DNA se repite a lo largo del genoma, aumentando la longi-
tud de las cadenas hijas conforme las horquillas de replicación 
avanzan hasta encontrarse una con otra. 

En vista de que las enzimas que intervienen en la elonga
ción son las más accesibles a ser analizadas, varios investig! 
dores han enfocado sobre ellas su atención, proporcionando así 
informes más amplios que los que se registran para las etapas 
de iniciación y terminación de la síntesis del DNA en eucario
tes. 

4,3, ENZIMOLOGIA DE LA ELONGACIÓN, 

Eventos tales como replicación, reparación y recombinación 
requieren.la acción conjunta de muchas proteínas, actuando so 
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P- R3- 0-P 

P-R2 + 5' HO- o1- o2- D3- D4- D5 •·• 3' 

EXONUCLEASA OE ~llO·D¡ 10·0, llO·O, 
BAZO 

FIG. N2, 11.- Método de la exonucleasa de bazo para determi
nar la presencia de RNA en una cadena naciente 
(Vazquez Ramos 1985), 
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N= adenina,guanina,citosina o 
timina. 

Las flechas indican los sitios 
de ruptura mediante hidrólisis 
alcalina. 

N 
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OH 

L--~- 9!1 __ ___.l 1 .... ____ 40-290 

nucleótidos nucl éót idos 

RNA CEBADOR FRAGMENTO DE OKAZAKI 

FIG, N2, 12,- Escisión de RNA cebador. 

La liberación del cebador se realizó en dos 
etapas: 
Escición l.- Liberación del RNA menos el ribonu 

cleótido unido al DNA (acción de -
RNAsa). . 

Escisión 2.- Liberación del ribonucleótido unido 
al DNA (acción de exonucleasa). 
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las o en complejos. A continuación se enuncian las enzimas 
involucradas en la elongaci~n de la cadena naciente de DNA 
hasta hoy conocidas, así como algunas de sus principales caraf 
terfsticas . 

. -· 4 .• 3. ¡, DNj\ Pou MERAS~ª-. __ 
Entre todas las enzimas necesarias para esta etapa, las 

DNA po1imerasas juegan un papel central. A partir del descu
brimiento de la primera DNA polimerasa (hace 25 años), estas 
enzimas han sido encontradas en todos los organismos procari~ 
tes y eucariotes estudiados, guardando ciertas similitudes e~ 
tre sí (Hübscher 1983): 

a) Incorporan un desoxirribonucleótido trifosfato comple
mentario como monofosfato sobre un templado, por hidr~ 

lisis del enlace a-S-fosfodiester en presencia de co
factores (catión divalente y DNA). 

b) Necesitan un pequeño fragmento complementario de ácido 
nucleico (DNA o RNA), llamado cebador, con un grupo hj 
droxilo libre en el carbono en posición 3 de la deso
xirribonucleasa para atacar el primer nucleótido. 

c) Causan polimerización en la dirección 5'-3' de la cade
na naciente. 

Los estudios mas extensos sobre las DNA polimerasas en eu
cariotes se han realizado en: 

* Eucariotes unicelulares.- U6tllago mayd~6, Sacchakomyce6 
cekev¡6¡ae, Euglena g~aclll6 1 Phy6a~um polycephalum, Pakameclum, 
Tetkahymena pyk¡6okm¡6, v¡ctyo6telium d¡6co¡deum. 

* Insectos.- Vko6ophlla melano9a6te~. 
* Equinodermos.- Erizo de mar. 
*Anfibios.- Xenopu6 laev~6. 

*Aves.- Embriones de pollo. 
* Mamíferos.- Rata, carnero, células Hela. 
* Plantas superiores.- Trigo. 
Debido a la complejidad del proceso de replicación del 



DNA en eucariotes, sólo evidencias experimentales ln vlt4o 
han sido conseguidas para estos organismos. 
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En algunos eucariotes se ha esclarecido que existen al 
menos 3 diferentes enzimas de polimerización del DNA, denom! 
nadas a, a y y cuyas propieades se estudiarán más adelante. 
Finalmente, Byrnes (1976) presentó datos que sugieren la pre
sencia de una cuarta polimerasa llamada 6. 

La Tabla # 1 se reportó como un intento por comparar va
riedades de DNA pol imerasas en eucariotes con. respecto a 4 
criterios: Peso molecular, número de subunidades, homogeneidad 
(una DNA polimerasa es definida como homogénea si una banda se 
distingue claramente sobre un gel de poliacrilamida y esta 
banda corresponde a la actividad de la enzima) y actividad en
zimática asociada. 

De la tabla antes mencionada se establecieron las siguie~ 
tes observaciones: 

-Peso molecular: En el caso de la DNA polimerasa replicatj_ 
va, ésta posee un peso molecular elevado (~ 100,000-120,000)'. 
De equinodermos a mamíferos se reportó una a polimerasa de 
bajo peso molecular ( ~ 50,000), en tanto que para eucariotes 
inferiores se detectó una polimerasa semejante a a con un 
peso molecular de más de 70,000 dal. Para la DNA polimerasa 
y de aves y mamíferos se sugirió un peso molecular bajo 
( ~ 50,000) para la subunidad catalítica de la enzima. 

-Número de subunidades: La DNA polimerasa a en eucariotes 
existe como un complejo multipolipeptidico, y la DNA polimer! 
sa y aparentemente existe como un complejo tetrámero. 

-Homogeneidad: Sólo algunas DNA polimerasas de eucariotes 
inferiores (U.maydi6, T.py4l6o4m.l6) y superiores (V.meianoga6-
te4, embriones de pollo, mamíferos) han sido obtenidas, aparen
temente, en forma homogénea. 

-Actividad enzimática asociada: De acuerdo a la Tabla # 1, 
en este aspecto aún existen muchas interrogantes por responder, 
pero en general las evidencias indican que las DNA polimerasas 
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de eucariotes inferiores y superiores pueden poseer al menos 
una actividad enzimática adicional, además de su capacidad de 
polimerización (Chen et al 1979, Lee et al 1981). Capacidad 
de exonucleasa en dirección opuesta a la polimerización fue 
reportada en Ut.ti. l.ago ma ¡¡Ut., Sac.c.ha.ir.omyc.et. c.e.ir.ev.ü.lae y Eu.

glena gJr.ac.l.f.lt., as1 como en ma~iferos superiores, sólo que en 
este último caso se denomina a esta enzima como DNA polimera
sa 6. 

La identificación de las respectivas funciones de las 4 
DNA polimerasas con mayor interés en eucariotes ( a,8,y,o ) ha 

·permanecido rezagada debido a la carencia de mutantes eucari~ 
tes defectuosos en la replicación del DNA, pero algunas de las 
características bioquímicas han sido ampliamente ensayadas. 

DNA polimerasa a.- Esta enzima es la más activa de las poli
merasas de eucariotes y la más relacionada con la replicación 
del cromosoma. En células en crecimiento, la DNA pol a lleva 
a cabo el 85% de la actividad de polimerización, en tanto que 
para células humanas KB es de 140 Kd y su coeficiente de sedi 
mentación de 75. La enzima está constituida de 2 subunidades 
de aproximadamente 76 y 66 Kd. La DNA pol a contiene grupos 
sulfhidrilo esenciales para su acción y el templado sobre el 
cual presenta actividad. óptima es un DNA cebado que contiene 
intervalos de 30-70 nucleótidos. Existen similitudes entre 
Ja DNA pol III de procariotes y la pol a de eucariotes en cuan 
to a su función, tamaño y grupos sulfhidrilo presentes en la 
molécula. 

Durante mucho tiempo la localización de la enzima fue m~ 
tivo de controversia, aunque varios autores mostraron su loe~ 
lización nuclear (revisado por Shioda et al 1980). Erchler 
et al (1977) sugirió una locaJizaci~n citoplásmica de la enzi 
ma además de su localización nuclear. Más tarde.Bollum (1979) 
comprobó por inmunofluorescencia que la localizacidn predomi-
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TABLA N!!, 3, 
Características distintivas de algunas DNA polimerasas 
en eucariotes con respecto a: (1) Peso molecular, (2) 
número de subun1dades, {3) homogeneidad, (4) exonuclea
sa 3'-5' asociada y (5) otra actividad asociada. 

O r g a n i s m o 
Eucariotes inferiores: 

S. eeJLeulUae DNA po l I 
S. c.eJr.ev.lUae DNA po l II 
U.ma.ydl4 DNA pol A 
U. ma.ydü DN A po l B 
E. g1taci. .f.i6 DNA po l A 
P.pa.f.yc.eplialum DNA pol "a11 

P. po.f.yc.epha.f.um DNA po l "i3" 
T. pij1'..l6o!Unl4 DNA po l " ri" 
T.py!t.l6o!Unl4 DNA pol 11 f:, 11 

V.dl4c.o.ldc.wi DNA pol 11 a11 

V.dúc.oideum DNA pol 11 13" 

Insectos: 
V.melanoga.&tVt DNA pola 
V. mei.anogMtelt DNA po 113 

Equinodermos: 
Erizo de mar DNA pola 
Erizo de mar DNA poll3 
Erizo de mar DNA poly 

Anfibios: 
X • .f.aevú DNA pola 
X • .t'.aevü DNA po 113 
X • .t'.aeul4 DNA poly 

Aves: 
Embriones de pollo DNA pola 
Embriones de pollo DNA polS 
Embriones de pollo DNA poly 

Mamíferos: 
DNA pola 
DNA pol13 
DNA poly 
DNA polo 

1 

70 
70 

50-§5 
? 

142-150 
98-136 

81 
80 
70 

127 
70 

148 
? 

148 
40 
47 

2 3 4 5 

2 
2 - :+ +. 

2-4 + ; + 
? . - ? < 

1-2 
2-4 

? 
?. 
? 
? 

¡ · +; • 
1 + .. ? ? . 
4 + ? ? 

47-156 2-8 + + + 
39-45 1 + -

140-180 4 + ? ? 
49-60 2-4 + + + 

Nota: Las DNA polimerasas entre comillas significan que son semejantes a 
la polimerasa designada en eucariotes superiores. 
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nante de la ONA pola es citoplásmica en fibroblastos de bovino. 
Ensayos realizados con huevos infertilizddos de erizo marino 
sugirieron que la ONA polimerasaa en el citoplasma migra hacia 
el núcleo durante la embriogénesis; los huevos de erizo conti~ 
nen grandes cantidades de la enzima, suficiente para mantener 
la replicaci6n del ONA durante las primeras etapas de embriog~ 
nesis. Trabajando con esta misma especie, Shioda et al (1980) 
mostraron que el organelo citoplásmico al cual se asocian las 
DNA polimerasas es el retTculo endoplásmico rugoso; esta asoci~ 
ci6n se propuso que actúa como una forma de almacén de enzimas 
de polimerizaci6n. Las DNA polimerasas a y S disminuyen en el 
citoplasma durante las primeras etapas de la embriogénesis con 
su incremento concomitante en la regi6n nuclear. 

Métodos inmunocitoquímicos indicaron que la polimerasa a 
puede ser localizada en la región perinuclear del citoplasma. 

Nakamura et al (1984) estudiaron la localización y metabo
lismo de la ONA pol a en células humanas, demostrando un cambio 
dinámico en el contenido de la enzima en fibroblastos normales 
y linfocitos, los cuales fueron estimulados a proliferar. Du~ 

rante la fase estacionaria, las células poseían baja cantidad 
de la DNA pol a, pero ésta aumentó drásticamente al ser expues
tas las células a estimulación para la proliferación; el conte
nido de DNA pol a incrementó continuamente a través de la fase 
S alcanzando niveles elevados en la fase G2 y M. Posteriorme~ 

te se distribuyó en las células hijas y se conservó en la fase 
G1 después de la mitosis. E5 decir, la ONA polimerasa a estuvo 
presente durante todo el ciclo celular. 

La DNA polimerasa a fue la única enzima en mamíferos capaz 
de llevar a cabo la sfntesis de DNA mediante la elongación de 
los RNA cebadores sintetizados por la DNA primasa (ver: "Enzi
mologia de la elongación. DNA primasa"). La interacción de 
la DNA pol a con el sustrato respectivo fue un proceso secuen
cial y ordenado, en el cual la enzima se unió primero a la re
gión cebador-templado de DNA. El reconocimiento de la región 
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antes mencionada, por la enzima, requirió un fragmento de cad! 
na de DNA de cadena sencilla (producido por la separación de 
las integrantes de la hélice) de longitud mínima de 12 nucleó
tidos, para registrar acción de la enzima sobre el templado y 
una. longitud de cadena sencilla entre 30-70 nucleótidos, para 
obtener su actividad máxima (revisado por Pritchard et al 1983). 

La mayoría, si no el total, de las DNA pola activas en c! 
lulas humanas y de mono han sido extraídas como un complejo con, 
al menos, 2 cofactores proteicos (denominadas c1 y c2) que ju~ 
tos permitieron a la DNA pola utilizar DNA desnaturalizado tan 
efectivamente como un DNA activado por DNAsa l. c1 y c2 inte
ractuaron solamente con enzima de la misma fuente (Pritchard et 
al 1983). Este autor definió un papel específico para c1yc 2 
como favorecedores del reconocimiento de cebadores en sustratos 
de DNA que contienen extensas regiones de cadena sencilla en el 
templado de DNA. Los cofactores mencionados no incrementaban 
la afinidad de la pol a por la región cebador-templado, más 
bien favorecían la unión a dicha región mediante la prevención 
de enlaces no productivos de la DNA pol a a DNA de cadena sen
cilla. Los enlaces no productivos reducen la velocidad de rea~ 
ción al disminuir la concentración de enzima disponible. 

También se han descrito factores estimuladores para leva
dura y Te~Aahymena, los que estimularon específicamente sus 
DNA polimerasas homólogas en la iniciación de la elongación de 
cadenas de DNA sobre sustratos con baja proporción cebador/te~ 
plado. 

En cuanto a la región del cromosoma que codifica para la 
DNA pol a es poco conocida. Recientemente Wang et al (1985) 
aplicaron ensayos basados en el uso de anticuerpos monoclona
les que discriminan la actividad de la DNA polimerasa a humana 
para identificar un locus genético, que fuera necesario y su
ficiente para la expresión de la DNA pol a. Este locus fue ma
peado en la rama corta del cromosoma "X" humano, pero la natu
raleza del ensayo no permitió esclarecer si el locus identifi-
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cado era el gene estructural de la enzima. o bien un gene re
gulador cuya expresión fuera requerida para la actividad de 
la DNA polimerasa a. 

DNA polimerasa S.- El nivel de actividad para polimerasa a en 
células en crecimiento, fue solamente una décima parte de la 
actividad de polimerasa a registrada en las mismas células y 
por lo tanto no se correlacionó a esta enzima con la replica
ción; en cambio se le relacionó con funciones de reparación 
y recombinación de DNA (Kornberg 1980), pues los niveles de a~ 

tividad más elevados para esta enzima se registraron en peri~ 
dos de máxima actividad de reparación en linfocitos. 

La DNA polimerasa e consiste de un polipéptido sencillo 
con peso molecular de aproximadamente 40 Kd y un coeficiente 
de sedimentación de 4 S. La enzima es menos sensible que las 
polimerasas a y y a la acción de agentes que bloqueen grupos 
sulfhidrilo y es estimulada por sales (Tabla# 2). 

Ni la DNA pol a ni la DNA pol a exhiben actividad de nu
cleasa asociada con su capacidad de polimerización y la e no 
es capaz de extender cadenas de DNA a partir de un cebador. 

La DNA polimerasa e aparentemente no se encuentra en euc! 
riotes inferiores, tales como hongos y protozoarios (ver Tabla 
# 3) pero está presente en erizo de mar. 

Los detalles enzimáticos de la reparación por escisión en 
células de mamíferos son poco conocidos. La etapa susceptible 
de análisis enzimológico está representada por la síntesis de 
nuevo DNA, que se requiere para substituir los nucleótidos que 
son removidos durante la reparación. 

Se han obtenido varios datos acerca de los agentes que 1~ 

sionan al DNA y su consiguiente reparación. Muchos de estos 
ensayos utilizaron radiaciones UV (a dosis de 5-40 Jtm2) con
tra el DNA, observándose la necesidad de DNA p~l a para el pr! 
ceso de reparación. Dosis moderadas de agentes alquilantes 
como N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina o N-mettl-N-nitrosourea 
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inducían síntesis de reparación dependiente de DNA pola {revi
sado por Mosbaugh y Linn 1983); en cambio, la síntesis de re
paración inducida por bleomicina involucró DNA polimeras1 B. 

Atendiendo a estos datos controversiales, Dresler y Libe~ 

man (1983) realizaron un estudio en el cual inducían stntesis 
de reparación en fibroblastos humanos mediante diferentes age~ 
tes daninos, cada uno administrado en un rango de dosis. Es
tos autores encontraron que la reparación por escisión invol~. 

eró DNA pola y una polimerasa diferente de a (probablemente 
polimerasa 6). El grado en que cada una fue responsable de 
la reparación del daño fue dependiente del agente dañino utili 
zado y la dosis administrada del mismo. Los agentes usados 
fueron: radiaciones UV, N-acetoxi-2-acetilaminofluoreno, 
N-metil-N-nitrosourea y bleomicina. Las 4 sustancias, a dosis 
bajas, promovieron la reparación mediada principalmente por 
una DNA pol distinta de a, en tanto que a dosis elevadas la 
principal enzima de reparación fue DNA pol a. 

Utilizando células HeLa permeables, que habían sido expue~ 
tas a bleomicina, Seki y Ohashi {1982) mostraron que la repa
ración del DNA involucró tanto a la DNA.pol a como a la a . 

DNA polimerasa y.- Probablemente la DNA polimerasa x sea la 
respónsable de la replicación del DNA mitocondrial en forma 
preponderante, as1 como también de la síntesis de las RF inv~ 

lucradas en la replicación del DNA de parvovirus y adenovirus 
(Kollek y Goulian 1981, van der Werf 1980) ~n vit~o. La de
mostración de que pol y pueda llevar a cabo la stntesis de las 
RF para parvovirus y adenovirus ~n vlt~o no establece que 
esto ocurra también in vivo. 

El peso molecular de la DNA pol x es de aproximadamente 
150,000 y, al igual que las otras polimerasas para mamíferos, 
no presenta actividad de exonucleasa asociada. 

DNA polimerasa 6.- El primer reporte que se tuvo de esta enzi 
ma fue dado por Byrnes et al {1976), quienes detectaron acti-
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vidad de exonucleasa 3'-5' asociada con la capacidad de poli
merización. Similar a la DNA pola, la pol6 presentó también 
un peso molecular elevado y alta sensibilidad a inhibidores 
que bloquean grupos sulfhidrilo (Tsang et al 1980). El peso 
molecular de la enzima fue estimado en 152,000 y su coeficie~ 
te de sedimentación en 7 S (igual que para DNA pol a). Si la 
DNA pol 6 es un precursor de la DNA pol a a si es una enzima 
distinta la cual tiene una función especial, aún no se escla
rece; pero posiblemente con propiedad adicional de exonuclea
sa 3'-5', su función principal esté relacionada con la fideli 
dad de la replicación en eucariotes (Abbots y Lawrence 1984). 

En la Tabla # 4 (Kornberg 1980) se resumen algunas carac
terísticas de las polimerasas a,a y y acerca de las cuales se 
tiene mayor información en mamíferos. 

Los inhibidores han sido de gran utilidad para dilucidar 
las funciones de las polimerasas, especialmente en vertebrados 
y mamíferos. El principal argumento para discutir los inhibi
dores de las DNA polimerasas es su acción selectiva entre 
ellas. 

En la Tabla # 5 se establece la acción de algunos de los 
inhibidores más utilizados sobre las 3 principales polimerasas 
en eucariotes (HUbscher 1983). 

De acuerdo a los datos en la tabla, la DNA pol a es inacti 
vada por todos los inhibidores, excepto 2'-3'-didesoxinucleós! 
dos trifosfatados; en cambio, éstos fueron eficaces para inhi
bir la acción de las DNA pol B y y. Para distinguir entre es
tas dos enzimas puede utilizarse la resistencia de la pol e 
a altas concentraciones (lOmM) de N'-etilmaleimida. 

Los 6-(arilamino)uracilos y N2-arilguaninas son análogos 
de dGTP y pueden ser catalogados como inhibidores específicos 
de las DNA polimerasas. La potencia de estos inhibidores de
riva principalmente del sustituyente arilo, el cual se une 
fuertemente a la polimerasa sensible en la vecindad de su si
tio activo, secuestrando a la enzima en un complejo no produ~ 
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tivo. 
La selectividad de las arilguaninas y los arilaminouraci-

los, por una DNA polimerasa específica, es determinada por la 
naturaleza del arilo sustituyente, mostrando mayor relevancia 
en posiciones para y meta (Fig. # 13). 

6(arilamino)uracilos N2-(aril}guaninas 

citosina 

FIG. N2. 13.- Estructura de inhibidores prototipo de las DNA 
polimeras~s que muestran subustituyentes involu 
_erados en apareamiento de bases con templados -
de citosina y en la determinación de la selec
tividad por la enzima (representados como X y 
Y} (Khan et al 1984). 

Los inhibidores 6-(p-n-butilanilen~)uracilo (BuAu) y Ng(p

n-butilfenil )guanina (BuPG), en los cuales X :n-butilo y Y =H, 
fueron inhibidores altamente selectivos para la DNA pol a en 
mamíferos, sin actividad específica contra otras polimerasas 
de eucariotes o procariotes. 

Posteriormente Khan et al (1984) desarrollaron la conver-
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TABLA N!:!. 4, 
Características distintivas de las DNA polimerasas ª• f3 y 
y de mamíferos. 

a f3 y 

Localización nuclear nuclear mitocondria 
Función propuesta replicación reparadón rep.mtDNA 
Peso molecular ( Kd) 120-220 30-50 150-300 
Coef. de sedimentación 6-8 3-4 7-9 
Punto isoeléctrico ácido básico ácido 
pH óptimo 7.2 8.5 a.o 
Catión preferido Mg Mg ó Mn Mg ó Mn 
Nucleasas no no ? 

Actividad relativa en: 
células en crecimiento 100% 7 10% 2% 
células estáticas 0-5% 100% 10% 

TABLA N!:!, 5. 
Acción de algunos inhibidores sobre la'ai::tividad de las 
DNA pol imerasas a, f3 y y , 

Inhibidor a DNA . 

Arabinosil NTP's ++ 

Didesoxi NTP's 
Afidicolina ++ 

N'-etilmaleimida ++ 

Fosfonoacetato ++ 

Nota: ++ sign (ica fuerte inhibición 
+ sign fica inhibición ligera 

sign fica sin inhibición. 

Pº! imerasas y 

++ ++ 

++ 



69 

sión del inhibidor BuPG a su correspondiente 2'desoxirrinobu
cleósido 5'-di y trifosfatado, creando así un inhibidor de 
gran potencia especifico para la DNA pol a: BuPdGTP. Este 
compuesto pudo inhibir pol a en modo tal que no involucró el 
secuestro de la enzima como un complejo no productivo. 

La polimerasa a de células HrLa utilizada en el experimen. 
to por Khan, fue sensible al inhibidor formado en el rango n~ 
nomolar, en tanto que las polimerasas B y y fueron completa
mente resistentes a concentraciones mayores de 400 micromoles. 

Estudios sobre la cinética de las polimerasas durante el 
ciclo celular, así como sus condiciones óptimas de temperatu
ra, pH y fuerza iónica, fueron reportados por Delfini et al 
(1985). La mayoría de los ensayos para las DNA polimerasas 
a, By y se llevaron a 
a 37ºC, usando 20-40 mN 
cher 1983). 

cabo por 30-60 minutos de incubación 
de solución amortiguadora Tris (Hübs-

~ 
Los datos aportados por Oelfini mostraron que Cdda una 

de las polimerasas de mamíferos tiene condiciones óptimas pr~ 
pias para temperatura y pH, así como una cinética especial d~ 
rante el ciclo celular. Los datos para condiciones óptimas 
fueron: a) para la DHA polimerasaa, 4 horas de incubación a 
38.lºt y pH 8.0 en 60 mM Tris/lOmM MgC1 2; b) para la DNA poli 
merasa B, 1 hora de incubación a 36.2ºC y pH 7.4 en 60 mM 
Tris/10 mM MgC1 2; c) para la DNA polimerasa y, 1 hora de inc~ 

bación a 38.lºC y pH 7.7 en 60 mM Tris/lOmM MgC1 2. 
Los datos presentados para la cinética de las enzimas du

rante el ciclo celular mostraron que la actividad de polime
rasa a aumentó conforme la célula avanzaba a través de la fa
se S y disminuyó cuando entraba en la fase G2. En la etapa 
temprana de la fase S se detectó una actividad de polimeriza
ción semejante a la de polimerasa B. Durante el resto del 
ciclo celular tanto pol a como pol B estuvieron presentes con 
la enzima B en forma preponderante. A la mitad de la fase 
G2 se observó un incremento apreciable en la actividad total 
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de polimerización, el cual posiblemente se debía a pol y, 
aunque un incremento de esta enzima durante la última etapa 
de la fase S no puede ser descartado, ya que la actividad de 
la polimerasa a durante esa etapa podría oscurecerlo. 

Las levaduras son de especial interés para el estudio de 
la actividad de las DNA polimerasas, pues las características 
presentadas por estas enzimas en levaduras son completamente 
distintas de los patrones reportados para eucariotes superio
res. 

Chang (1977) reportó la existencia de 2 tipos de DNA poli 
merasas en Saeeha~omyeea ee~evi6iae, que no presentan reacción 
cruzada con antisuero preparado contra una de ellas. 

Ambas polimerasas de levadura, denominadas DNA pol I y 

DNA pol II, tuvieron un peso molecular elevado (~ 100,000) y 
necesitaron de la presencia de un templado previamente formado 
y de un catión divalente. La actividad máxima para las enzi
mas se registró en presencia de los 4 dNTPs, con un pH óptimo 
de 8.2 para la enzima I y de 7.6 para la enzima II. La enzima 
I no presentó asociada ninguna actividad de nucleasa pero la 
enzima II si mostró una actividad 3'asociada, lo cual podría 
permitirle actuar en procesos de reparación. Si la DNA pol I 
tiene un papel biológico similar al de DNA pol a, esto aún no 
se conoce. 

Los huevos del anfibio Xenopua laevi6 presentan otro patr6n 
de polimerasas interesante, debido a los cambios que sufren 
estas enzimas durante la formación del embrión. 

Zierler et al (1985) determinaron la cantidad de cada 
una de las 4 formas de DNA polimerasas (a1, a2,a y y) presen
tes durante la oogénesis, maduración del oocito y embriogéne
sis de X. laevi6, observando que la síntesis de las polimera
sas no estuvo acoplada a la síntesis del DNA durante la oogé
nesis y etapas tempranas de la embriogénesis. Al parecer el 
oocito almacena enzimas relacionadas con la replicación del 
DNA, para usarlas en etapas específicas de su desarrollo. De 
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acuerdo a las conclusiones de los Autores, el almacenamiento 
es un mecanismo universal aplicable a cualquier producto gen! 
tico necesario durante las primeras etapas del proceso de re
plicación, ya que el requerimiento del producto tendrá una 
demanda muy elevada, difícil de compensar si su síntesis co
mienza en el momento que se necesite su acción. Estas concl~ 
siones necesitan ser apoyadas por más experimentos en éste y 
otros organismos eucariotes. 

Mientras que los patrones de DNA polimerasas en vertebra
dos y en eucariotes inferiores han sido relativamente bien C! 
racterizados, la naturaleza de las DNA polimerasas en plantas 
superiores presenta muchas confusiones. Algunos investigado
res (revisado por Bryant 1980) sugirieron que las plantas su
periores semejan a eucariotes inferiores en cuanto a sus DNA 
polimerasas, ya que ellas no poseen una enzima semejante a 
DNA pol a, pero que tienen una o más enzimas que guardan hom~ 
logia con DNA pol a y DNA pol y. Otros investigadores esta
blecieron equivalencias directas entre las DNA polimerasas de 
plantas y las polimerasas a, a y y de vertebrados. 

De acuerdo a la técnica descrita por Castroviejo et al 
(1982), 4 DNA polimerasas fueron aisladas de embriones de tri 
go: la DNA A, B, C I y C La DNA pol C fue separada en 2 frac 

IIº -
ciones, después de ser centrifugada en gradientes de glicerol: 
Algunas propiedades de estas polimerasas se resumen en la Ta
bla # 6. Conforme a estos datos, la DNA pol B y la c11 pudi~ 

ron ser clasificadas como semejantes a la DNA pol a de verte
brados, en tanto que la DNA pol A tiene muchas características 
semejantes a la DNA pol y de los mismos. El hecho sorprende~ 
te fue que ninguna de las dos enzimas semejantes a la polime
rasa a pudo elongar la cadena de DNA naciente a partir de un 
cebador; en cambio, la DNA pol A de plantas superiores si 
fue capaz de hacerlo. La cuarta enzima, la DNA polc 1 es una 
polimerasa de bajo peso molecular (50 Kd) que no debe ser con 
siderada como una polimerasa a, ya que es extremadamente sen-
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TABLA N2, 6 

Algunas propiedades de las DNA polimerasas de embriones 
de trigo (Litvak 1984). 

DNA pol imerasas 

A. B 

(y) . (a) 

Peso molecular (Kd) 140 üo : 50 ;/'J'.150. 
Reconocimiento de polirA-oligodT + 
Reconocimiento de polidt-oligorA ·+ 

% de inhibición 
Afidicolina (50µg/ml) 
ddTP (ddTP/TTP = 10) 
Bromuro de etidio (lOµM) 
N-etilmaleimida(l mM) 

o 
78 

65 

55 

83 o 
o 66 

10 5 
61 94 

92 

o 
14 
54 

e -
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sible a N-etilmaleimida. 

La DNA polimerasa A podría ser la enzima encargada de la 
síntesis del DNA en forma preferencial pues, aparte de que 
pudo extender la cadena del DNA a partir de un cebador, esta 
enzima se encontró asociada con la actividad de primasa {ver 
"Enzimologia de la elongación. DNA primasa"). 

Para poder establecer otras comparaciones son necesarios 
mayores estudios con respecto a plantas y sus patrones de re
plicación. 

Recientemente se encontró que una etapa de transcripción 
reversa estaba involucrada en la replicación del virus del m~ 
saico de la coliflor {CaMV). Este virus ha sido de particular 
interés, siendo uno de los pocos virus capaces de infectar 
plantas que presenta DNA en vez de RNA. Para el proceso de 
replicación, la RNA polimerasa II del hospedante transcribió 
el DNA del CaMV que se encontraba dentro del núcleo, en la 
forma de un minicromosoma, produciendo un mRNA de 19 S y 

uno más largo de 35 S {Guilley et al 1982). Aparentemente, 
el CaMV se replica por transcripción reversa del RNA de 35 S, 
aunque no es claro todavía si la transcriptasa reversa invo
lucrada en el proceso es codificada en el genoma celular o en 
el genoma viral {Litvak et al 1984). Sin embargo, Tho et al 
{19~3) y Volovitch et al {1983) reportaron una extensa homo
logía entre la secuencia de aminoácidos de la transcriptasa 
reversa de retrovirus y el polipéptido codificado por el ge
ne V de CaMV. 

Más tarde Pfeiffer et al (1984) mostraron que la poli
merasa asociada con la replicación de CaMV tenta un peso mo
lecular aproximado de 75 Kd, pero sin llegar a concluir que 
dicha polimerasa fuera ciertamente la responsable, pues la 
enzima no fue aislada en forma homogénea. Esta interrogan
te puede contestarse mediante el uso de identificación inmu 
lógica. 
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4.3.2. DNA PRIMASAS 
Ninguna DNA polimerasa en procariotes y eucariotes ha sido 

reportada que catalice sintesis de DNA de novo (Kornberg 1980). 
En procariotes una enzima conocida como DNA primasa ha 

mostrado sintetizar pequeños oligorribonucleótidos cebadores, 
que normalmente son extendidos por la DNA polimerasa para for 
mar Fragmentos de Okazaki (Ogawa y Okazaki 1980). 

En células eucariotas, el mecanismo de cebado ocurre a 
través de la sintesis de secuencias heterogéneas de oligorri
bonucleótidos, con 9-10 nucleótidos de longitud (DePamphilis 
y Wassarman 1980). Enzimas que sintetizan cebadores (DNA prl 
masas) han sido aisladas recientemente de estos organismos. 

Las DNA primasas difieren de las RNA polimerasas dependie~ 
tes del DNA en que las primeras: a) poseen un peso molecular 
bajo, b) los productos de las primasas son cadenas cortas de 
oligorr1bonucleótidos, y c) son insensibles a a-amanitina, un 
inhibidor especifico de las RNA pol II y III (ver "Síntesis 
discontinua y RNA cebadores"). Adem~s. las DNA primasas son 
capaces de incorporar dNTPs en cierto limite, en tanto que 
las RNA polimerasas nucleares son especificas para ribonucle~ 
sidos trifosfatados (revisado por Graveline 1984). 

La relación entre las DNA primasas y la síntesis disconti 
nua en la cadena del dúplex del DNA que corre en dirección 
5'-3' es muy importante, pues con estas enzimas que ceban al 
DNA en regiones especTficas puede explicarse la elongación 
en ambas integrantes de la doble hélice a la vez. 

La mayoría de las DNA primasas de células animales han si 
do encontradas asociadas con la DNA pol a, la enzima respons! 
ble para la replicación del genoma nuclear. Al ensamblaje 
funcional de la DNA primasa y la DNA polimerasa se le denomi 
nó DNA replicasa (Yagura y Tanaka 1983). 

Recientemente, diversos Autores han reportado actividad 
de DNA replicasa en diferentes organismos eucariotes, tales 
como levaduras, anfibios, vertebrados y plantas. 
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La levadura Saccha4omycea ce4euialae es un organismo muy 
útil para estudiar la replicación del DNA cromosomal en euca
riotes. Avances bioquímicos permitieron aislar y caracteri
zar una DNA polimerasa principal en levaduras (revisado por 
Badaracco 1983), Singh y Dumas (1984) reportaron una acti
vidad de DNA primasa que copurificó con la actividad de la 
DNA polimerasa antes mencionada; En presencia de precursores 
de RNA y DNA de cadena sencilla, la DNA primasa sintetizó 
oligorribonucleótidos de longitud discreta (8-12 nucleótidos), 
así como cadenas largas de RNA múltiplos de un segmento pro
medio de 11-12 nucleótidos. La DNA primasa de levadura pudo 
distinguirse cromatográficarnente de las RNA polimerasas tran~ 
cripcionales en virtud de que aquélla coeluye y cosedimenta 
con la DNA polimerasa principal. Estas características sugi
rieron la asociación de la polimerasa y la primasa en un com
plejo físico, el cual puede funcionar en la síntesis de Frag
mentos de Dkazaki. 

Estudios realizados in vlt4o, a partir de huevos inferti
lizados del anfibio X,laevla, detectaron 4 polimerasas para 
este organismo (a1, a2, B, y), demostrando que una de ellas 
catalizó la síntesis de DNA dependiente de ribonucleótidos s~ 
bre templados de DNA de cadena sencilla (Shioda y Nelson 1982). 
Esta síntesis fue dependiente de ATP y copurificó con la DNA 
polimerasa a1 durante todos los estados de purificación. Los 
Autores postularon que la DNA primasa de X.laevia está aso
ciada con la DNA pol a1 y no con alguna otra de las polimera
sas presentes en este organismo. En apoyo a estos datos, 
Konig y Riedel (1983) purificaron una DNA polimerasa de huevos 
de X.laevia, la cual eficientemente convirtió el DNA de cade
na sencilla de fagos a una forma de doble cadena, mediante una 
reacción que requirió la mezcla de los 4 rNTPs. 

La replicasa (DNA pol-DNA primasa) presentó una estructura 
cuaternaria compleja y consistió de una subunidad con peso m~ 
lecular mayor de 100,000 y 3 ó 4 subunidades en un rango de 
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.. 
20,000 a 65,000; la actividad de primasa asociada reside pro-
bablemente sobre la subunidad catal1tica mayor de la polime
rasa de Xenopu6, pues una proteólisis en la subunidad con ma
yor peso molecular destruyó una parte esencial de la función 
cebadora, pero no afectó la función polimerizadora. 

El DNA complementario sintetizado por la replicasa de 
X.laevi6 tuvo una longitud promedio de 600-2,000 nucleótidos 
(Chambers et al 1982). Además, los sitios del genoma con una 
estructura secundaria fuerte (por ejemplo, estructuras en fo~ 

ma de gancho) bloquearon la acción de la enzima. Incidental
mente, Konig et al encontraron un doble papel para el ATP en 
la replicación: 1) se requiere para la síntesis del cebador y 
2) para la elongación de cadena, probablemente para sortear 
estructuras secundarias en el templado. 

Kaguni et al (1983) aislaron una DNA replicasa de embrio
nes de V~o6ophila melanoga6te~ la cual consistió, al menos, 
de 3 subunidades con valores de peso molecular de 182,000 
(a), 60,000 (a) y 50,000 (y). Al parecer, la subunidad a se 
requirió para la actividad de polimerización. En estudios 
posteriores, Kaguni et al (1984) mostraron que la actividad 
de DNA primasa no residió en la subunidad a sino que estaba 
asociada con la subunidad a y/o y. 

Ensayos de inmunoabsorción, usando dos anticuerpos mono
clonales que reaccionaron con la DNA pol a de mieloma de ra
tón, dieron evidencias de una estrecha asociación entre acti
vidad de DNA primasa y una subespecie de la DNA pol a de ra
tón. Más aún, los resultados de Yagura et al (1983) sugirie
ron que el sitio catalítico de la actividad de primasa y el 
de la actividad de polimerasa residieron en diferentes por
ciones de la enzima. Es probable que la DNA primasa (o una 
subunidad con el sitio catalítico para iniciar síntesis de 
RNA) sea asociada temporalmente con la polimerasa a para 
iniciar síntesis de DNA sobre templados no cebados (Yagura 
et al 1983 bis). Si esto es un hecho, la asociación y diso-
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ciación de esta primasa (o subunidad) puede reqular las fun
ciones de la DNA polimerasa en células eucariotas. Los resul 
tados de estos Autores no necesariamente indican que la DNA 
primasa esté asociada con la polimerasa a sobre la horquilla 
de replicación. 

Tseng y Ahlem {1983) purificaron una DNA primasa de célu
las de ratón en forma casi homogénea. La actividad enzimáti
ca coincidió con 2 proteínas de 56 y 46 Kd que copurificaron 
en una proporción estequiométrica de 1:1 y registraron un co~ 
ficiente de sedimentación de 5.5 S en gradient~s de glicerol. 

Ninguna actividad de polimerasa fue detectada en la frac
ción de mayor pureza. Tampoco fue detectada ninguna activi
dad de ATPasa. Los rATP y Mg 2+ fueron absolutamente necesa
rios para la acción de esta enzima, la- cua-1 -sintet-izó oligorrj_ 
bonucleótidos en segmentos de 9-10 nucleótidos o múltiplos de 
los mismos. La mayoría de la actividad de la DNA pol a de r! 
tón fue separada de primasa mediante hidroxilapatita, en con
traste a la copurificación de polimerasa-primasa en VhoaophLLa 

me.lanoga&teh, 

El timo de carnero ha sido la fuente original para la pu
rificación de la DNA pol a de eucariotes a gran escala, lo que 
permitió demostrar: a) su alto peso molecular, b) la necesidad 
de oligorribonucleótidos de iniciación que permitan la acción 
de esta enzima y c) la ausencia de actividad exonucleasa asoci! 
da (revisado por Chang et al 1984). 

Los métodos tradicionales de purificación demostraron múl 
tiples especies de la DtlA pol a. Yoshida et al (1983) repor
taron 3 especies distintas de las DNA pol a de timo de carne
ro, denominadas 10 S a, 6,5 S a 1 y 6.5 a2• Estas enzimas vari! 
ron en su tamaño, en su capacidad para utilizar poli (rA)-olig~ 

(dT) y su antigenicidad a un anticuerpo monoclonal. La activi 
dad de primasa fue reportada por estos Autores en asociación 
con la especie 10 S o solamente. La longitud de los produc
tos sintetizados por la primasa fueron entre 3-20 nucleótidos, 
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aunque predominaron los de 9-10. 

Masaki (1982) mostró que la DNA pal 10 S a de timo de 
carnero estaba compuesta principalmente de varias subunidades, 
con peso molecular entre 140-150 Kd y 43-50 Kd. 

HÜbscher (1983) detectó la actividad de polimerasa y la de 
prtmasa asociadas con un polipé~tido de 125 Kd que forma par
te de la DNA pal a de timo de carnero. 

Recientemente Chang et al (1984) sugirieron que la repli 
cación del DNA en timo de carnero se lleva a cabo mediante la 
acción de un complejo multipolipeptídico, en donde la subuni
dad catalítica para la polimerización estuvo asociada con un 
péptido de 160 Kd, siendo un péptido de 68 Kd el responsable 
de la actividad de la DNA primasa. 

Utilizando preparaciones de células HeLa humanas, fue p~ 
sible aislar actividad de la DNA primasa, capaz de iniciar 
síntesis de DNA sobre homópolimeros de pirimidina de cadena 
sencilla mediante la síntesis de pequeños RNAs cebadores 
(Gronostajski et al 1934). Dicha actividad no pudo ser sep~ 
rada físicamente de la DNA polimerasa a, pero es menos estable 
al calor que esta última. La longitud de los RNAs cebadores 
sintetizados (10-15 nucleótidos) fue similar a los producidos 
por primasa de embriones de V.melanoga~tek, células de ratón 
y linfocitos humanos. Solamente ATP y GTP soportaron la si~ 
tesis del DNA in vitko por la primasa de células Hela. Has 
ta el momento se desconoce si la primasa mencionada es una s~ 

bunidad de la polimerasa a, capaz de trabajar en ausencia del 
fragmento responsable de polimerización en la enzima, o bien 
ambas actividades son localizadas en la misma cadena polipep
tídica o si son diferentes. 

En estudios m§s generales, Yagura et al (1983 bis) repo~ 
taron una forma de la DNA pol a asociada con la DNA primasa 
que fue parcialmente purificada para varios vertebrados: anf.i 
bias, salmón, erizo de mar, aves y células humanas. En todos 
los vertebrados examinados, 2 formas de la DNA pol a fueron sep~ 
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radas por cromatografia de intercambio iónico; una forma (la 
DNA replicasaj estuvo asociada con primasa, pues utilizaba 
DNAs de cadena sencilla que carecian de cebador como templado. 
El coeficiente de sedimentación de ésta nueva forma fue liger~ 

mente mayor al de la polimerasa carente de actividad de prima
sa excepto en los embriones de pollo, donde el coeficiente de 
sedimentación para ambas formas fue semejante. 

El RNA iniciador sintetizado por primasa y obtenido de 
salmón, aves, erizo de mar y células HeLa tuvo una longitud de 
8-10 nucleótidos. 

Estos Autores también reportaron un factor estimulador o~ 
tenido de células de ascitis de Erlich, que es una proteína 
que consiste de 2 subunidades de aproximadamente 63,000 dalto
nes, la cual estimula la sintesis de DNA y RNA cebador para 
replicasa de ratón sobre DNAs de cadena sencilla, pero no asi 
la actividad de la DNA pol con DNA de timo de carnero activado. 

Este factor estimulador también incrementó marcadamente t.Q. 
das las replicasas de los vertebrados estudiados por los Auto
res. Ante esta evidencia, puede concluirse que existe un me
canismo común para iniciar la sintesis de DNA en el núcleo ce
lular de Yertebrados. 

Ensayos sobre extractos parcialmente purificados de embri.Q. 
nes de trigo (Graveline et al 1984) demostraron la presencia 
de una actividad enzimática similar a las DNA primasas encon
tradas en procariotes y otros eucariotes. Esta enzima pudo 
sintetizar pequeños oligorribonucleótidos (2-15 nucleótidos) 
que sirvieron como cebadores para la DNA polimerasa A de trigo. 
Algunas de sus caracteristicas se encuentran en la Tabla # 7. 

De acuerdo a la tabla, la primasa de trigo tuvo un peso m.Q_ 
lecular de 110,000 y fue completamente resistente a a-amanitina, 
indicando que esta actividad que sintetiza RNA es diferente a 
las RNA polimerasas conocidas. 

La primasa de trigo pudo ser separada de la masa de las 
DNA polimerasas mediante cromatografia en fosfocelulosa, mien 
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tras que en el caso de sistemas animales, el complejo DNA pol
DNA primasa copurifica a través de múltiples etapas de croma
tografía. 

Los resultados de Graveline et al apoyan la idea de que es 
la DNA pol A la encargada de llevar a cabo la síntesis del DNA 
nuclear en plantas superiores. · 

4.3.3. PROTE1NAS QUE DESDOBLAN EL DNA DÚPL~X. 
·Para permitir el ai~eso de. la maquinaria enzimática a la 

información contenida en el interior de la doble hélice, es 
necesario.desenrollar el DNA dúplex para poder, posteriormente, 
separar la doble cadena del DNA, quedando así la secuencia de 
bases expuesta a la acción de las enzimas necesarias para la 
síntesis del DNA. Las enzi~as encargadas de desdoblar el 
DNA fueron aisladas de mamíferos, anfibios, insectos y de le
vaduras (Champoux 1978). En estos casos, las enzimas fueron 
capaces de relajar positiva y negativamente la superhélice del 
DNA, algunas veces sin la hidrólisis concomitante del ATP y 

otras mostrando actividad de ATPasa dependientes del DNA~ 

La relajación del DNA se llevó a cabo mediante un corte. 
transitorio y el subsecuente resellado de una cadena de la do
ble hélice. 

Posteriormente, debido a su modo de acción, estas enzimas 
fueron consideradas como un tipo de DNA topoisomerasas involu
cradas en las etapas iniciales de la replicación del DNA en 
eucariotes (ver más adelante). 

4.3.4, PROTEiNAS DESESTABILIZADORAS DE LA H~LICE, 
Una vez desdoblada la porción del DNA por replicar, es ne

cesario separar ambas cadenas del DNA unidas por un puente de 
hidrógeno y evitar que estas cadenas vuelvan a unirse. Estas 
acciones son llevadas a cabo por un grupo de proteínas que 
desestabilizan la conformación dúplex de la hélice y está for-



TABLA M~ .• t. ALGUNÁS PROPIEDADES DE PRIMASA DE TRIGO. 

Peso molecular (Kd) 

Tamaño del RNA cebador 

Inhibición de síntesis de DNA 
(dependiente de primasa) por 

Resistencia a 

Síntesis de RNA por DNA primasa 

resistente a 

110 

2-5 nucleótidos 

DidesoxiTTP 

{ 

Afidicolina 

a-amanitina 

{ 

a-amanitina 
Rifampicina 
Afidicolina 

DidesoxiTTP 
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mado por dos tipos de enzimas: aquellas que promueven la ruptu
ra de los puentes de hidrógeno entre bases (equivalente a heli
casas en procariotes) y aquellas que mantienen las cadenas se
paradas, por unirse al DNA monohebra formado (Fig. # 14). 

Dentro del primer tipo de enzimas, ATPasas dependientes d~ 

DNA de cadena sencilla con pesos·moleculares alrededor de 130, 
000 y 110,000 fueron purificadas de células de Lilium y célu
las humanas respectiyamente (Geider y Hoffman-Berling 1981). 
La enzima de L~lium se unió al extremo 3'-0H dúplex y abrió 
400 a 500 pares de bases, por extremo de dúplex en presencia 
de ATP. Ninguna estimulación para la DNA polimerasa fue repor 
tada. Aparentemente la enzima realizó la separación de bases 
en dirección 5'-3'. 

Las proteínas de unión a DNA de cadena sencilla o SSB 
(single strand binding protein) son enzimas que previenen la 
realineación de cadenas de DNA complementarias por unirse a 
DNA unicatenario. Estas proteínas estimularon la síntesis del 
DNA efectuada por la DNA polimerasa del mismo organismo, debido 
a que disminuyen la velocidad de disociación de enzima-templado 
y aumentan la fidelidad de muchas polimerasas in vit~o. En 
mamíferos, esta estimulación fue confinada a la DNA pol a (Bry
ant 1980). 

También fueron reportadas de levadura, hongos, roedores, 
carnero, células humanas y de una planta superior, Lilium (r~ 
visado por Heider y Hoffman-Berling 1981). Su peso molecular 
varió entre 20,000 y 36,000 Da. La actividad de estas enzimas 
fue modulada en algunos casos por el grado de fosforilación de 
las mismas. 

No obstante, aún no se esclarece si estas enzimas se unen 
o no en forma cooperativa al DNA y -en ausencia de mutantes
poco se conoce acerca de su papel in vivo. 
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FlG, N2, 14,- i~OTEfNAS NECESARIAS PARA LA APERTllRA DE LA H~LICE, 

A =Proteínas que desdoblan la doble hélice me
diante corte y resellado de una cadena de 
la doble hélice (recientemente catalogadas 
como topoisomerasas) 

B =Proteínas que separan las bases de la doble 
hélice por ruptura de puentes de hidró~eno 
(tipo helicasas de procariotes) 

C =Proteínas de unión a DNA de cadena sencilla 
(SSB) Que estabilizan el DNA monocatenario. 
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4.3.5. DNA ToPOISOMERASAS. 
Las DNA topoisomerasas son enzimas que catalizan la con-

versión de un isómero topológico del DNA a otro .(Fig. # 15). 
Se describió la existencia de esta clase de enzimas hace 

varios años, pero su importancia en la mayoría de los procesos 
genéticos solamente ha sido elucidada en fechas recientes. La 
primera etapa en el estudio de estas enzimas fue el aislamien
to de las enzimas que desdoblan el DNA (ya antes mencionadas) 
en el proceso de replicación. Así, un número de isómeros top~ 
lógicos del DNA fueron descubiertos, realzando'su importancia 
biológica. 

Estas conversiones, descritas en la Fig. # 15, incluyen: 
la remosión o introducción de giros en el DNA circular (A); la 
formación o remosión de "nudos" en círculos de DNA bicatenario 
o unicatenario (B); le reasociación de anillos de cadena senci 
lla de secuencias compleffientarias (C) y finalmente la formación 
de cadenas o el desencadenamiento de anillos de DNA dúplex (D). 
Todas estas diferentes reacciones pueden ser catalizadas por 
un rnecanisrr.o general, que consiste en la introducción de cortes 
trJnsitorios dentro del DNA (Duguet 1981). 

Dos tipos de enzimas pyeden ~er distinguidas, dependiendo 
del corte realizado: to~oisomerasa tipo I, que involucra cortes 
temporales sobre cadena sencilla y topoisomerasa tipo II, que 
implica cortes en cadena doble. 

Topoisorerasa tipo 1.- La idea inicial acerca de cómo esta 
enzima relaja DNA superhélice infería un corte temporal en una 
de las cadenas, acompañado de la rotación del extremo libre al
rededor de la otra cadena y el sellado posterior; este mecanis
mo estuvo basado en la ausencia de un cofactor energético. In
formación reciente, así como el estudio dP. la topoisomerasa tipo 
11, sugirieron un nuevo modelo de acción para topoisomerasa J. 
Este modelo supone que la enzima se une a las dos cadP.nas del 
DNA y una de ellas es cortada de tal manera que ambos extremos 
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FIG, ifa, 15.- IsóMERos roP0Lóri1cos EN DNA c1Rcur.AR. 

(A): 
( 8): 

( C): 

( 0): 

Relajación y superenrollamiento 
Formación de "nudos" o extensión de cfrculos 
de DNA con una o dos cadenas. 
Asociación y complementación de círculos de 
cadena sencilla complementarios. 
Formación de cadenas o desensamblaje de las 
mismas. 
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permanecen unidos a la proteína y la otra cadena pasa a través 
del corte temporal; finalmente, la cadena es resellada y la en
zima liberada del DNA (Duguet 1981). 

La mayoría de las DNA topoisomerasas tipo 1 detectadas en 
eucariotes presentaron un peso molecular de aproximadamente 
70,000. Análisis con gradiente~ de sacarosa demostraron la pr! 
sencia de una cantidad menor de topoisomerasa 1 con peso mole
cular de 140,000. 

La enzima relaja la superhélice de DNA en forma positiva 
o negativa en ausencia de ATP y Mq, y con una actividad máxima 
cuando la fuerza iónica presente es moderada. Ya que topo I 
puede cortar y unir DNA sin necesidad de un cofactor energéti
co, un intermediario que conserve la energía del enlace fosfo
diester del DNA fue propuesto por Gellert (1981). 

Adicionalmente, se ha reportado que la topo 1 de Saccha~o
myce4 ce~evi~iae es capaz de catalizar la formación de largas 
cadenas de DNA doble. 

Topoisomerasa tipo 11.- Esta enzima cataliza varias isome
risaciones, mediante el uso de cortes transitorios en moléculas 
de DNA bicatenario. El descubrimiento de esta nueva clase de· 
enzimas fue a consecuencia de un estudio extenso de las propie
dades de DNA girasa (Gellert 1981), una proteína que puede tra 
tarse como un caso especial de topoisomerasa 11, ya que es la 
única descrita hasta el momento, capaz de introducir giros en 
la molécula de DNA (Fig. # 15, parte A). 

La enzima topo 11 parece estar en todas las células de pr~ 

cariotes y eucariotes; fue aislada de V~o~ophila melanoga6te~, 
Xenopu4 laevi6, células Hela y células de timo de carnero. A 
pesar de que las enzimas reportadas en estos organismos no fue 
ron capaces de producir espirales a partir de un círculo exten
dido de DNA, todas las demás topoisomerisaciones representadas 
en la Fia. I 15 las pueden realizar. 

Una topoisomerasa dependiente de ATP fue purificada de 
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embriones de VJt.olioplt.U.a {Hs ieh y Brutl ag 1980), mostrando 
que relajaba la hélice del DNA mediante un corte en- '1a doble 
cadena, aunque no necesariamente este corte fue simultáneo en 
ambas cadenas. Esta enzima pudo relajar al DNA, tanto positiva 
como negativamente superenrollado. En presencia de un segundo 
componente protéico, la topo 11 fue capaz de formar largas cad~ 
nas de DNA circular; el componente mencionado no ha sido puri
ficado pero su acción es remplazada por la histona H-1, la cual 
se sabe que posee la capacidad de condensar al DNA (Gellert 1981) 
y posiblemente funcione aumentando la concentiación local de 
las cadenas sobre un punto determinado, incrementando la prob~ 
bilidad de unión entre ellas. La acción de esta enzima fue 
inhibida por novobiocina pero no le afectó el 8cido nalidix1co 
(Hsieh y Brutlag 1980). 

Una topoisomerasa dependiente de ATP fue parcialmente pu
rificada de vesículas germinales de Xe11opuli .eael•.lli (Baldi et 
al 1980), la enzima necesitó Mg 2+y, en presencia de espermidina, 
estimuló la formación de cadenas de DNA. La misma fracción ta~ 
bién llevó a cabo la disolución de cadenas y esta acción fue f~ 

vorecida por una fuerza iónica elevada en el medio. 
Topoisomerasas tipo II fueron reportadas en fracciones Pª! 

cialmente purificadas de células HeLa y de timo de carnero (Ge
llert 1981) y, al parecer, este tipo de enzimas se encuentran 
distribuidas ampliamente en eucariotes. El papel del ATP en la 
actividad de las topoisomerasas tipo II descritas hasta el mo
mento no ha sido esclarecido aún. 

Recientemente DiNardo et al (1984) reportaron, mediante el 
uso de mutantes, que la DNA topoisomerasa 11 es necesaria para 
la segregación de cromosomas en la etapa final de la replicación 
del DNA de levaduras (ver "Terminación. Papel de la topotsome
rasa tipo II en la etapa final"). 
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4.3.6. RrnoNUCLEASA H (Hrn.RIDASA) 
Como se mencionó anteriormente, la existencia de fragmentos 

cortos de oligorribonucleótidos cebadores en el extremo 51del 
DNA naciente, indica asimismo la presencia de una enzima que 
elimine los cebadores de la cadena del DNA. Esta función es 
llevada a cabo por la ribonucleasa H, una enzima que especffi
camente degrada moléculas de RNA, las cuales están unidas por 
puente de hidrógeno a DNA monocatenario. Esta enzima fue de
tectada por primera vez en timo de carnero (Hausen y Stein 
1970) y a partir de entonces varios reportes se hicieron acer 
ca de su hallazgo en organismos eucariotes, tales como mamíf~ 
ros, insectos, levaduras y zanahoria (revisado por 8ryant 1980). 
La enzima presentó un peso molecular de 7-15 x 104 Da dependie~ 
do del organismo estudiado, requirió cationes divalentes para 
su actividad y tuvo un modo de acción endonucleolítico. 

No existen evidencias directas de que la ribonucleasa H 
degrade oligorribonucleótidos cebadores en el extremo 5' de fra¡ 
mentos nuevos de DNA. Solamente en tejido linfoideo de bovino 
(Busen 1976) y en hígado de rata (Sawai y Tsukada 1977) los ca~ 
bios en la actividad de ribonucleasa H ocurren en forma parale
la con los cambios en la síntesis de DNA. Del mismo modo, en 
cultivo de células de zanahoria (Sawai 1978), la actividad de 
la hibridasa fue parale)a con la de la DNA pol soluble, la cual 
a su vez es un reflejo de la replicación del DNA. 

Cabe senalar que en bacterias no es absolutamente necesaria 
la acción de esta enzima sobre los cebadores, ya que la activi
dad de exonucleasa 5'-3' de la DNA pol 1 tiene esta función. 

4.3.7, DNA LIGASA. 
La DNA ligasa es una enzima que une los fragmentos nacien 

tes de DNA al formar un enlace fosfodiester entre el extremo 3' 
terminal de un fragmento y el 5' terminal del siguiente. 

El primer reporte de la existencia de la DNA ligasa en 
eucariotes fue realizado por Lindahl y Edelman (1968), quienes 
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detectaron la enzima en núcleos preparados de médula y bazo de 
conejo. Al igual que otras enzima.s asociadas con la replica
ción, su actividad se incrementó en periodos precedentes a la 
síntesis de DNA (Sawai 1977). Su actividad requirió la pre
sencia de iones magnesio y ATP (Fig. # 16). 

En todas las especies de vertebrados estudiados, 2 pobl! 
ciones diferentes de ligasa fueron distinguidas: una con peso 
molecular de 8 x 104 daltones, ubicada en la fracción molecular, 
y otra con peso molecular de 17.5-20 x 104 daltones, que apa
rentemente es soluble en el citoplasma, aunque no se excluye 
su presencia en el núcleo .i.n v.lvo (Bryant 1980). 

En vista de que la DNA ligasa se requirió tanto en replic! 
ción como en reparación del. DNA, algunos Autores especularon 
que las dos diferentes ligasas operan en situaciones diferen
tes, aunque hasta el momento no se tengan evidencias para ello. 

Estudios real izados con huevos infértiles de ajolote (Si_g_ 
noret et al 1981) revelaron que la actividad de ligasa en este 
sistema correspondía a una forma ligera con coeficiente de se~ 
dimentación de 6 S, pero cuando estos huevos in1ciaban su divi 
sión mediante una activación, la ligasa presente era remplaza
d3 por una forma pesada con coeficiente de sedimentación de 
8.2 S, la cual es caracter,stica del desarrollo. El cambio 
mencionado ocurrió entre 3 y 9 horas después de la fertiliza
ción y solamente el genoma materno gobernó este cambio. 

4·).8. DNA METILASA, 
Después de su síntesis, el DNA es sujeto a modificación por 

adición de grupos metilo a una porción de los residuos de cit~ 

sina. Esta reacción es llevada a cabo por la enzima denomina
da DNA metilasa. El donador de grupos metilo es s-adenosilme
tionina. 

Poco se ha estudiado a esta enzima pero se sabe que está 
presente en el núcleo de varios mamíferos y de algunas plan
tas superiores. La metilasa es eficiente sobre DNA homólogo 
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La enzima ligasa forma un complejo con el AMP 
(derivado del ATP por eliminación del pirofos
fato). El AMP se transfiere al grupo S'P sobre 
el lado 3' del corte. El corte se sella por e
liminación de H O para formar un enlace fosfo
diester entre d~soxirribonucleótidos adyaceni~s. 
La racción requiere la presencia de iones Mg 
(Bryant 1980), 
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y aquellos provenientes de otras fuentes. 
La especificidad de la metilaci~n parece regularse por algo 

más que la secuencia de bases; posiblemente algunos aspectos 
estructurales en la cromatina determinen la posicidn de los 
sitios de metilación de tal manera que, para que ocurra la m! 
tilación, debiera formarse primero el complejo DNA-histonas 
(Bryant 1980). 

La importancia del proceso de metilación sobre el DNA n! 
ciente es que de esta manera la célula modifica su propio DNA, 
para protegerlo de la acción de enzimas restrictivas que pu
dieran destruirlo. Una vez que el DNA de la célula se ha me
tilado, las enzimas capaces de degradar DNA no tienen acceso 
a él (Lehninger 1978). 

Como se puede observar, cada una de las enzimas citadas 
tiene una acción específica, que conduce a la formación de las 
cadenas de nuevo DNA a partir de la horquilla de replicación. 

A pesar de que la elongación ha sido la etapa mas accesi
ble a ensayos bioquímicos y genéticos en células de eucariotes, 
son necesarias muchas más investigaciones para tener una idea 
más clara del proceso. 
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_ --· V:-__ Tl;R~l~.~CION D_E _LA_ CADENA ______ _ 

Se entiende como terminación a la serie de eventos que pe~ 
miten completar replicones y separar los cromosomas hijos pro
ducto de la replicaci6n del material genético. Hasta el mome~ 

to, es poca la informaci6n que se posee con respecto a esta ú! 
tima etapa. 

El mecanismo mediante el cual los cromosomas humanos reali 
zan este proceso terminal es desconocido. Más aún, en eucari~ 
tes no se han detectado sitios específicos para la culminaci6n 
de la síntesis. 

Tomando en cuenta que existen varios sitios de origen para 
la replicación del cromosoma en eucariotes y además considera~ 
do la naturaleza bidireccional del movimiento de las horquillas 
de replicaci6n, es de esperarse diversos sitios de terminación 
ubicados a lo largo del genoma celular¡ pero hasta el momento 
se desconoce la o las señales reconocidas por la maquinaria e~ 
zimática para dar fin al proceso de elongación de la cadena. 

Uno de los hallazgos mas importantes para la terminación 
es el descubrimiento de intermediarios de segregación, a tra
vés de los cuales se lleva a cabo la separación de las moléc~ 
las de DNA formadas. 

5,1, INTERMEDIARIOS DE SEGREGACIÓN. 
Una de las estructuras mas estudiadas para los estados fi

nales de la replicación es el DNA de SV 40. Durante el proce
so de infección lttica, el DNA de SV 40 prolifera dentro del 
núcleo de la célula hospedante semejando un replic6n de crom~ 

soma de mam,feros. La caracterlstica particular de este "min! 
cromosoma", es que presenta histonas de la célula que lo hos-



peda arregladas a lo largo del DNA viral, formando patrones 
an~logos a los establecidos para la cromatina celular. 

Como ya se mencionó anteriormente, la replicación de SV 
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40 se inicia sobre un sitio espec~fico, prosigue en forma bi
direccional y las 2 horquillas avanzan a velocidades semejan
tes, hasta que al menos el 90% de la molécula es replicada 
(Shortle et al 1979). El cese de stntesis en la cadena disco!!. 
tinua se observó que ocurre en un intervalo localizado en el 
sitio de acción para Hind G, que se encuentra a 180º aproxima
damente del sitio de inicio; la longitud de este intervalo 
fue entre 22-75 nucleótidos (Farred y Davoli 1977). La sepa
ración de moléculas hijas no ocurrió sobre una secuencia única 
del DNA y esta variación en el punto de terminación parece re
sultar de la llegada desincronizada de ambas horquillas. El 
tiempo que transcurrió entre el inicio de la replicación y el 
encuentro de ambas horquillas fue aproximadamente de 10 minu
tos (Sundin y Varshvsky 1981}. 

Moléculas de DNA de SV 40 circulares, separadas, pero con 
uniones covalentes (100-200 pares de bases de DNA no replici
do), aparecieron poco después de que las horquillas convergi~ 
ron. Estas estructuras tipo Cairns (Fig. # 18) sufrieron co.!!. 
tracciones topológicas, las cuales dieron origen a intermedi~ 
rios de replicación de SV 40, 

Sundin y Varshavsky (1980) descubieron y analizaron estos 
intermediarios y los agruparon en 3 familias (llamadas A, By 
C} que comprendían múltiples dimeros de DNA encadenados y en
trelazados. 

DNAs con forma A.- Consisten de 2 circulas abiertos, man~ 
méricos de DNA de SV 40, entrelazados mediante un cor 
te o un intervalo. 

DNAs con forma B.- Poseen un circulo abierto y otro covale.!!. 
temente cerrado y superenrollado. 

DNAs con forma c.- Ambos cfrculos son cerrados y superenr~ 
llados. 
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Para poder describir mejor la estructura de los intermedi! 
rios de segregación, los Autores añadieron un número que repr~ 

sentará las veces que los dfmeros que forman el intermediario 
son entrelazados uno con otro (Fig. # 17). Así pudo definir
se, sin anbigUedad, la estructura de los intermediarios que 
fueron observados con microsco~fa electrónica. 

El descrubrimiento reciente de estos intermediarios es de 
particular importancia en las etapas finales de la replicación, 
pues su existencia y conducta proveen mecanismos para la segr~ 

gación de los 2 cromosomas hijos celulares. 
La Fig. # 18 ilustra las principales formas de DNA de SV 

40 que se presentaron durante el ciclo replicativo en el núcleo 
de una célula infectada. La forma 1 de esta figura es tanto 
la que inició la replicación como el producto de la misma. Es 
tructuras de replicación tipo Cairns crecieron progresivamente, 
conforme el movimiento de las horquillas se extendió. Una vez 
que ambas horquillas se encontraron, la última estructura ti
po Cairns presentó entre 100-200 pares de bases del DNA sin 
replicar. Mediante cambios topológicos, esta última estruct~ 
ra se convirtió direciamente a dfmeros entrelazados. La sín
tesis del DNA sella el intervalo que no habfa sido replicado, 
convirtiendo los dímeros tipo A en dfmeros con forma 8 y post~ 
riormente a forma c. 

Una topoisomerasa catalizó la conversión final de la forma 
CI a dos monómeros separados superenrollados. · Esta última e
tapa en la segregación de células hijas {CI_. Forma I en di~ 
grama) pudo ser inhibida en forma selectiva por medios hiper
tónicos (Sundin y Varshavski 1981). Aparentemente el shock 
hipertónico bloquea selectivamente una topoisomerasa tipo 11, 
cuya actividad está involucrada en desenredar los .2 cfrculos 
presentes en la estructura. 

Las posibles alternativas que dieron los Autores para esta 
inactividad de la enzima fueron: 

a) El shock hipertónico actuó solamente sobre la enzima, ya 
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Intermediario de segregación Al: 
círculos abiertos de DNA entrel! 
zados una sola vez. 

Intermediario de segregación A2: 
círculos abiertos de DNA entrel! 
zados 2 veces. 

Intermediario de segregación Bl: 
un circulo abierto y el otro 
superenrollado de DNA, entrela
zados una vez. 

FlG, NQ , 17,- DESCRIPCIÓN DE INTERMEDIARIOS DE SEGREGACIÓN 
(SUNDIN Y VARSHAYSKI 1980), 
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sea provocando su disociación en subunidades inact~vas, por 
proporcionar un ambiente iónico incompatible con la catálisis 
o bien por privar a la topoisomerasa II de cofactores necesa
rios para su acción. 

b) El shock interfirió en el reconocimiento de la enzima, 
por la región del DNA que sirve como sustrato para la misma. 

c) La enzima permaneció totalmente funcional y reconoció 
los sitios adecuados de unión en el sustrato, pero este sus
trato era inactivo. El término "inactivo" se refiere a aue el 
intermediario de segregación presente no es capaz de llevar a 
cabo ningún movimiento requerido para desenredar las cadenas 
del dímero. 

SV 40 es el primer sistema replicativo en el cual múlti
ples dímeros entrelazados han sido implicados directamente 
como intermediarios de segregación. Es posible que mecanis
mos análogos operen durante los estados finales ~e replica
ción en una variedad de replicone~ de eucariotes. 

5,2, PAPEL DE LA TOPOISOMERASA TIPO 11 EN LA ETAPA 
FINAL, 

El esnuema de intermediarios de segregación, demostrado 
por Sundin y Varshavski (1980) para la etapa final de la repli 
cación del DNA en SV 40, implicaba la necesidad de una enzima 
que permitiera el paso de una doble hélice de DNA a través de 
un corte transitorio en cadena dúplex. Enzimas de tipo topoi 
somerasas II pueden desarrollar tal actividad; por lo tanto, 
existen fuertes evidencias para involucrar a estas enzimas en 
la terminación de la replicación del DNA. 

La identificación y caracterización de un mutante, sensi
ble a temperatura para la topoisomerasa II (Dinardo et al 1984), 
vino a reforzar los datos que se poseían acerca del papel de 
esta enzima en la etapa final de la replicación. La mutante 
aislada mostró un defecto en la segregación de los cromosomas 
hijos, cuando fue observada por microscopía electrónica. En 
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FIG. N2, 18,- Dfmeros encadenados de DNA durante la replica
ción del DNA en SV 40. 

La forma I inicia la replicación formando estruf 
turas tipo Cairns intermedias; ·una vez que cesa 
la replicacian en las horquillas, la última estruc 
tura Cairns se altera topológicamente para formar
dimeros tipo A, By C formándose de est~ último 
las 2 cromátidas hijas. 
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ausencia de la topo 11 la separación de las cromátidas herma
nas no ocurrió y por lo tanto la división celular no se llevó 
a cabo. 

La disponibilidad de mayor cantidad de este tipo de muta~ 
tes, para la terminación de la cadena sintetizada, aportará 
valiosa información respecto a Jas enzimas implicadas en el 
proceso que -semejante a los anteriormente descritos- debe 
estar finamente regulado dentro del ciclo celular. 

La relajación del DNA debida a la acción de las topoisome
rasas conduce a una disminución en el número de enlaces entre 
las cadenas por separar, Este mecanismo puede provocar la 
ausencia de tensión torsional en el DNA nuclear de eucariotes 
y quizá reducir su funcionalidad. 

Los procariotes pueden también llegar a tener este proble
ma pero ellos lo resuelven gracias a que poseen la DNA girasa, 
una enzima capaz de introducir giros en la molécula que se está 
sintetizando (ver "Generalidades1, para que esta tensión no 
se pierda. 

Hasta el momento, la DNA girasa o una topoisomerasa capaz 
de "enrollar" el DNA no ha sido detectada en eucariotes. Al 
parecer, la tensión torsional en el DNA de eucariotes se man
tiene gracias a la unión entre histonas y el DNA (Gellert 1981). 

5.3, ENSAMBLAJE DE LA CROMATINA, 
La organizacion del DNA por histonas en el material cromo

somal (cromatina) es crucial en la duplicación del DNA, su se
gregación y su modo de expresión en el ciclo celular. 

Las diferencias entre la replicación del DNA de eucariotes 
y la de procariotes (tales como movimiento de la horquilla de 
replicación más lento, fragmentos de replicación más cortos y 

limitación del proceso a solo una parte del ciclo celular), 
pueden ser explicadas por la presencia de histonas en los pri
meros (Kornberg 1980). 

Nucleosoma ha sido el término generalmente aceptado para 
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~ Histo'.as 2A,2B, 3 y 4. 

DNA 

Histona H 1 

FIG, N2, 19.- DIAGRAMA DE UN NUCLEOSOMA. 

El DNA se enrolla alrededor del octámero de his 
tonas compuesto por 2 moléculas de cada una de
las histonas H2A, H2B, H3 y H4. 
A pesar de que se represente la histona HI de 
esta manera en la figura, ~u localización es 
aún incierta (Kornberg 1980), 
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designar la subunidad de cromatina. El nucleosoma está com
puesto de un "cuerpo del nucleosoma~. bien protegido y una 
región sensible a nucleasa de longitud variable (Fig. # 19). 
El cuerpo consiste de aproximadamente 146 pares de bases de 
DNA enrollado alrededor de un grupo de 8 histonas. El grupo 
de histonas comprende dos de cada una de las protetnas H2A, 
H2B, H3 y H4 (lgo-Kemenes et al 1982). La histoma H I apare~ 
temente se encuentra localizada en la región existente entre 
un cuerpo del nucleosoma y otro. 

Los nucleosomas son desensamblados para el progreso de e
ventos en la replicación del DNA, tales como la separación de 
cadenas. Este desensamblaje puede ser una etapa limitante P! 
ra el movimiento de la horquilla de replicación, lo cual per
mite explicar por qué las regiones sin replicar (intervalos de 
cadena sencilla) y los fragmentos de Okazaki -formados sobre 
la horquilla de replicación- son más pequeños en eucariotes 
(aproximadamente 200 bases) que sus homólogos en procariotes 
(aproximadamente 1,000 bases) (Kornberg 1980), 

La desintegración de los nucleosomas es solamente parcial, 
ya que las histonas permanecen asociadas entre st como octám~ 

ros sin permitirse la mezcla de histonas "nuevas" {producto de 
la replicación del cromosoma) e histonas "viejas" en el mismo 
complejo. La distrjbución de los octámeros entre las cadenas 
del DNA mostró que las histonas "nuevas" tuvieron cierta pre
ferencia por las cadenas de DNA recientes y, consecuentemente, 
se vió favorecida la unión de cadenas progenitoras con histonas 
"viejas". 

El principal factor para el ensamblaje del DNA con las hi! 
tonas fue la nucleoplasmina, una proteina ácida, termoestable, 
aislada por primera vez de huevos de Xenopu~ (Laskey et al 
1978) y presente en grandes cantidades en el nucleosoma de V! 
rios tipos de células (Krohne and Franke 1980, Mills et al 
1980). La nucleoplasmina formó un complejo con los 4 tipos de 
histonas e intervino en su asociación con el ONA. Si el ensam 
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blaje de la cromatina ocurre sobre la horquilla de la replica
ción o en un lugar alejado de la misma, es todavía controver
sial. 

La cromatina naciente presentó una mayor sensibilidad a 
la acción de DNAsa 1, que aprentemente se debió a la acetila
ción de histon1s (lgo-Kemenes et al 1982). 

Recientemente Annunziato y Seale (1983) demostraron que la 
desacetilación de histonas era un proceso necesario para la 
maduración de la cromatina y -ala vez- la acetilación y desa
cetilación de histon3s regulaba transiciones ~eversibles en
tre estructuras complejas del DNA y fibras de DNA extendidas. 

Acerca del esquema de ensamblaje de la cromatina, estudios 
con V~o~ophila mostraron que las histonas H3 y H4 fueron las 
primeras en unirse a la nueva cadena de DNA sobre el sitio de 
la síntesis; conforme la replicación continuaba, las histonas 
H2A y H28 eran añadidas, produciéndose el cuerpo del nucleos~ 

ma. Finalmente, la histona H 1 se asoció con los nucleosomas 
hijos. Un esquema similar también fue propuesto para el en
samblaje en células de mamífero (revisado por DePamphilis y 
Wassarman 1980). 

la separación de las células hijas y la maduración de la 
cromatina en ambas cromátidas representan la culminación del 
proceso de replicación en eucariotes. Los mecanismos bioquí
micos y genéticos relacionados con la síntesis del DNA en es
tos organismos permanecen aún en la oscuridad, pero las inve! 
tigaciones al respecto cada día toman más relevancia. Por lo 
tanto, grandes avances se esperan sobre este tema en los pró
ximos años. 
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CONCLUSIONES 
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Se establecieron algunas de las principales caracteristi
cas de la replicación del DNA en procariotes y eucariotes, d~ 
rante la Introducción y el desarrollo de este trabajo, encon
trindose grandes semejanzas y diferencias entre los mismos. 
Del estudio realizado, pueden obtenerse las siguientes concl~ 
siones: 

• 1) Los procariotes pueden ser estudiados directamente, 
debido a la relativa simplicidad de la estructura de su genoma 
y a la posibilidad de obtener los mutantes apropiados, en ta~ 
to que para estudiar a los eucariotes es necesario recurrir a 
sistemas más sencillos (virus o plásmidos), en los cuales la 
maquinaria de replicación utilizada por estos sistemas sea la 
misma que replica al cromosoma de la célula eucariota que los 
contiene. 

• 2) Algunos de los sistemas utilizados para el estudio del 
DNA en eucariotes guardan homología con ciertas regiones del 
cromosoma celular, éste es el caso específico del DNA de parv~ 

virus y los extremos del croraosoma de levaduras. Por tal ra
zón es importante conocer los eventos en la duplicación para 
parvovirus y establecer semejanzas con levaduras. 

• 3) La iniciación de la duplicación del genoma en proca
riotes está bastante más estudiada que en eucariotes. En al
gunos virus y bacterias ya ha sido asignado el origen de la r~ 

plicacion a un segmento dado del cromosoma. Por otro lado, 
para eucariotes no puede considerarse un solo punto de origen, 
pues esto implicaría mucho tiempo para completar la duplica
ción. Por lo tanto, y de acuerdo a estudios con microscopía 



104 

electrónica, el cromosoma celular debe iniciar la replicación 
en varios puntos a la vez y aparentemente el reconocimiento 
del origen en cada' punto está estrechamente relacionado con 
la estructura de la molécula. 

• 4) Acerca de la enzimolog1a de la iniciación, los estu
dios más recientes senalan una serie de enzimas agrupadas en 
un complejo que interviene directamente en el reconocimiento 
del origen en levaduras. 

Para procariotes también se ha seftalado la posible inte
racción de mas de una proteína (DnaA + proteína a' + RNA poli 
merasa en E. col~) para el reconocimiento del sitio de origen. 

• 5) En eucariotes y algunos procariotes _se propone un 
modelo de síntesis para el DNA semicontinua; es decir, una de 
las cadenas será sintetizada en forma continua (la que lleva 
dirección 3'-5') y la otra (la que corre en dirección 5'-3') 
en forma discontinua, mediante fragmentos cortos de DNA (fraR 
mentos de Okazaki) que después darán origen a largas cadenas 
al unirse uno con otro. 

1 6) El punto anterior es consecuencia de que todas las 
polimerasas registradas ·hasta el momento, sólo ejercen su ac
ción polimerizante en sentido 5'-3'. 

1 7) Otro aspecto general de las DNA polimerasas es que 
requieren un extremo 3'-0H para poder iniciar su acción. 

1 8) El extremo 3'0H citado es proporcionado, tanto en 
E.col~ como en el cromosoma celular, por un oligorribonucle~ 

tido llamado RNA cebador que varía en longitud entre bacterias 
y eucariotes y más aún su composición es totalmente distinta 
aunque se trate del mismo tipo de organismos. Esta carencia 
de homología en las bases que forman el cebador hace suponer 
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que lo importante de este RNA no es su secuencia de bases y 

más bien podría ser la longitud del mismo. 

• 9) La síntesis del RNA cebador está a cargo de una enzi 
ma denominada primasa, tanto en procariotes como eucariotes. 
Esta enzima es diferente de las RNA polimerasas descubiertas, 
pues su acción no es inhibida por rifampicina ó a-amanitina 
y puede utilizar rNTP y/o dNTP para la síntesis del cebador. 
En la mayoría de los organismos estudiados se.encuentra aso
ciada la primasa con la polimerasa replicativa. 

• 10) Una gran diferencia que existe entre las polimerasas 
de procariotes y las de eucariotes es que las primeras general 
mente tienen asociada·una actividad de exonucleasa, en tanto 
que las segundas carecen de ella. La excepción está represe~ 
tada por la DNA pol o de células eucariotas con actividad de 
exonucleasa asociada. La DNA pol o presenta propiedades fisi 
coquímicas semejantes a la DNA pol a, pero la relación entre 
ambas aún no está bien definida. 

• 11) Las DNA polimerasas de vegetales superiores (DNA pol 
A, B, c1 y c11 de trigo) tienen características propias, que 
no permiten identificarlas totalmente con alguna de las poli
merasas de procariotes o de mamíferos conocidas. Es decir, 
que aunque presenten homologías fisicoquimicas con alguna de 
ellas, el papel que desempeñan durante la replicación es dif~ 
rente al de la enzima homóloga, desde el punto de vista fisic~ 
qufmico. 

• 12) Con respecto a las enzimas que modifican la config~ 
ración del DNA para permitir el acceso a la información cont! 
nida en él (las topoisomerasas, helicasas y SSB), éstas se han 
detectado en E.coll y en organismos superiores, guardando cie~ 
ta homolog1a entre s1, pero un aspecto peculiar se encuentra 
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en el caso de las topoisomerasas tipo II. 

• 13) Las topoisomerasas tipo 11 se encuentran represent~ 
das por la DNA girasa en bacterias y la característica disti!l 
tiva de esta enzima es su capacidad de introducir giros a la 
doble hélice del genoma, cosa que las topoisomerasas tipo 11 
en eucariotes no pueden realizar. La razón aceptada para in
troducir giros en el DNA es mantenE~ una adecuada tensión to~ 
sional en la doble hélice, necesaria para el desarrollo óptimo 
de la replicaci6n. En eucariotes se presume que esta tensión 
torsional se mantiene mediante la unión de histonas al DNA, 
las cuales no permiten su total relajación. 

• 14) Acerca de los mecanismos de terminación de la sín
tesis del DNA, poco se sabe para bacterias y menos aún para 
el cromosoma de eucariotes. Secuencias especificas son des
conocidas para ambos casos y sólo la existencia de intermedi~ 

rios de segregación ha sido observada. Las enzimas hasta hoy 
relacionadas con esta última etapa son las topoisomerasas ti
po II, que realizan los cambios topológicos.requeridos para 
poder separar las cadenas de DNA ya sintetizadas. 

o 

Si se relacionan las observaciones anteriores con la hip-ª. 
tesis evolutiva sobre el origen de la vida, pueden explicarse 
las semejanzas entre las enzimas relacionadas con la replica
ción tanto en procariotes como en eucariotes. pensando que ª!!! 
has provienen de un solo tronco evolutivo, en tanto que las 
diferencias estarian relacionadas con los cambios a que estu
vieron sujetos los organismos para poder acoplarse al ambie! 
te que los rodeaba, 

Es lógico suponer que entre mayor sea el grado evolutivo, 
la complejidad de la duplicación del DNA aumente, pues la in-
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formación que contiene es ~ás abundante y requiere de un pro~ 

ceso más minucioso para poder ser transmitida sin errores a la 
progenie que de él se derive. 

Por lo tanto las enzimas existentes en eucariotes deberán 
ser más especializadas en sus funciones, as1 como estar sujetas 
a un mecanismo de regulación mas fino, pues en este tipo de 
organismos ya no solamente se trata de dar origen a 2 células 
hijas iguales a la célula madre, sino que también entra en 
juego la ulterior diferenciación que de ellas se realicen para 
delimitar aún más su papel fisiológico. Un caso representati
vo sobre los efectos que ocasiona la ausencia de control sobre 
la replicación del ONA en eucariotes es el cáncer, padecimiento 
en el cual las células se dedican a reproducirse en forma al
terada, sin control alguno sobre su crecimiento, provocando 
graves daños al organismo que las contiene. 

Se necesitan muchas investigaciones más para poder llegar 
a conocer cómo se maneja la sintesis del ONA por la célula, 
pero es importante recordar que no estamos tratando con un pr~ 

ceso en el cual cada enzima trabaje ajena a las demás, sino 
que -por el contrario- el trabajo conjunto de todas ellas es 
quizá el principal regulador presente durante la replicación 
del material genético en eucariotes. 
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