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F~ESUMEt·~ 

En células eucariotas, el DNA se asacia a protefnas histon3s 

constituyendo unidades repetitivas denominadas nucleosomas. 

los nucleosomas se encuentran presentes en aquellas regiones 

d e l .3 e r o m a t i n a •: i:: l u l .:; r a et. i v .::. €: n r .:-: p l i •= a e i .-S n o t. r a n s e r i p e i ó n , 

por lo que al parecer no son un obstáculo para las maquinarias de 

síntesis de DNA o RNA. Sin embargo, anal1s1s con DNasa I sugieren 

que la estructura de la cromatina activa es diferente ~ la inac-

ti va. 

Determinar la estructura especifica de l~ cromatina celuJ~~ 

ac:t i 'v'-3 .' t:S difícil d.:; d .3 la complejidad de efta , por lo que se 

empleó e:l sist.E:m,::.: m•'.:)di:::io di;;: ::=;\/40 p .~ra del1.1·=id.:;rla. 

Ei g12nom.::. de: l virus de simio 40, se halla asociado a pro-

t12ínas histonas de origen celular en una estructura nucleosomal 

similar a la de la cromatina celular. 

Evidencias bioquímicas y de microscopía ~lectrónica, mues-

tran qcH:: E:n pE:r-·iodos t.:::irdi.)s di=· infección, una fra•:.ción ( 30%) de: 

los minicromosomas, presentan además de sus 24 nucleosornas una 

región 1 i b r e: de e: s t o s d té r·1 o m i 11 .=.i d .::i " G A P " , 1 a e 1..;.;.; 1 e o m p r e n d e 4 O O p b 

aprox. Esta es hipersensible a DNas~ I y contien12 todas 
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l .3 s s e e u e "e i a s 1 .;t 

o r i gen de re p l i e ::; e i ,_s 1; , :=: i t l C•::; de •.J n i ó n d 12 l A g T , l as e aj as " TATA " 

"CAAT", dos secuencias repetidas de pb 

reconocimiento de la enzima de ~estricción BglI, 12 cual reconoce 

·específicamente minicromosmas con gap. 

En ~ste t.r.::.ba_j o, se propuso al gap corno la estructura de 

cromatina encargada regular los procesos de replicación y/o 

transcripción.. 

di fi::ren-: i .3 l ~~s .• se pudo analizar la sen-

sibilidad a la enzima BglI de minicromosmas inactivos y aquellos 

activos en replicación, encontrando que ambas poblaciones pre-

sentab.:;in un 

z i 111<.'! J e:s decir, solo 30~ aproximadamente presentaban la región 

g .~p' 

Si act i '.JOS en replicación requieren el gap 

para realizar este: evento, se esperaca encontrar que todos fueran 

la enzima BglI, sin embargo, los resultados mencio-

n.ados anteriormEnt€,sugieren que esta estructura no es un requi-

sito para que la síntesis de DNA se lleve a cabo. 

Por otra part.e , empleando un sistema de transcripción in 

vii:ro en la presencia de sarkosyi, se: pudo analizar la sensibi-

la enz i m.:i minicromi:isomas e:n -----

tr.:1nscr i pe i ón, encontrando que 95% de: ellos son accesibles a la 

enzima, lo sug i e:ri:: qi-1.::: la estructura gap se encuentra en 
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un i mped i mente• a la 

quiere que 2:1quE.: 11 as S~CUE:C Í -3S 

d 12 t. r .;;:in ·.:: e r' i pe i ,::, n , t .::i 1 v :;:: z s E: r ~ -
/ 
I 

reconocidas por factores de ini-

ci.3ciéin de la transcripción, no se hallen asociados a proteínas 

del tipo histonas. 

Ya que SV40 fue empleado como modelo de la cromatina celu-

l a r, estos resultados podrían sugerir la presencia de una estruc-

similar al gap en rE:g Í.•::>ne :::: cel•.Jl.:ires en -- ·--

t.ranscripción. 
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IHTRODUCCION 

El DNA es la macromolécula central de la información en los 

sistemas biológicos. La información contenida en éste, esta co-

dificada en secuencias de nucleótidos que tienen la capacidad d2 

dirigir una variedad de reacciones biológicas (i ). 

En c¿lulas eucariotas, el DNA se halla asociado con prote~ 

inas histonas y no histonas (PNH), así como RNA pequeRos en una 

estructura denominada cromatina. 

Las proporciones relativas de los componenetcs de la ero-

matina varían con el método de aislamiento así como con el tejido 

de origen. En promedio, la relación entre las proteínas y el DNA 

es de 2:1. El contenido d~ RNA es menor al 10% de la masa del DNA 

y consiste principalmente de cadenas recién sintetizadas asocia-

das al templado de DNA (2). 

Dentro de los componentes de la cromtina, las histonas son 

las proteinas mayoritaria3; en la actualidad se conocen 5 tipos 

d~ estas proteínas fenominadas H2A, H28, H3, H4 y H1 (que en el 

caso de eritrocitos de aves, reptiles, anfibios y peces, esta 

reemplazada por H5). Estas proteína~ son ált~mente básicas; H1 y 

HS son altamente rica s er1 lisina, H2A, H28, moderad~rnente ricas 
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en lisina y H3, H4 rica5 en arginina (3) 

l.as histonas junto con el DNA forman la unidad básica de la 

cromatina. En 1974, Kornberg postuló que la estru~tura básica de 

la cromatina estj constituida por un octámero de histonas y 200 

pb de Dtü'~ a 1 que denominó nucleosoma. El octámero de histonas 

está formado por dos de cada una de las histonas H3, H4 fuerte-

mente unidas y dos dímeros de H2A y H28 (4). 

El anál.isis con nucleasa rn1crococal, revela que los nucle-

osomas están formados por una partícula central (core), la cual 

contienen el octámero de histonas y solamente 140 pb dE DNA y una 

fracción de DNA eslabón <linker) que une las partículas ucore" 

entre sí; la longitud de estas, varía de 15 a 100 pb dependiendo 

del tejido de origen (5). 

Evidencias existentes, DNA se encuentra 

envo i viendo .:;:¡ 1 octámero de histonas, es decir, que se enrroJla 

por fuera de la partícula dándole dos vueltas (6, 7 ... 
1 •• 1 

El primer 1"riv•::::l d12 or•:;¡.::inización d12 la cromatina est.;;. d.;::ter-

o 

minada por su arreglo nucleosomal adquiriendo un grosor de 100 A 

que compacta al DNA aproximadamente 6 veces (8). Los niveles 

superiores de organizac16n de la cromatina, se generan mediante 

el enrrollamiento de la fibra nucleosornal bjsica. 

En la región del DNA eslabón, próxima a la partícula cen-

t.ra l, se encuentra el sitio de interacción de la histona H1 (9). 

La histon.a H1 rr:ant.ieni:::n el segundo nivel d,:;: org,3nización d·:.: l.3 

cromat. ina, al permitir el enrrollamiento hel{~oidal de la cadena 

nuc:J.iG:o~;ómic:.=i, compactando el DNA unas 40 vece~ y originando una 

9 



fibra de 25 a 30 nm de grosor (10), 

Tanto en nucleos en interfase como en cromosomas en meta-

fase, esta fibra se enrrolla formando hazas o dominios, los que a 

su vez se vuelven a plegar hasta constituir la estructura del 

cromosoma, en el cual el grado de compactación aproximada para el 

DNA es de 7000-fOúOO veces. 

El arreglo b~sico de la cromatina persiste durante todo el 

ciclo celular; la cromatina mitótica altamente condensada, tiene 

el mismo contenido en histonas que las fibras interfásicas siendo 

estas mucho más extendidas. La condensación de los cromosomas, 

puede estar relacionada, sin embargo, con una rnodif icación ci-

clica de las histonas las cuales pueden ser fosforiladas, ace­

tiladas y metiladas (11 ), 

En la cromatina existen, además de l~s histonas una gran 

variedad de proteínas denominadas no histonas <PNH>. En e~te 

grupo se encuentran toda la variedad de enzimas involucradas en 

los procesos de replicación, transcripción, modificación ---

post-transcripcional de las histonas y proteínas involucradas en 

la modulación de la expresión genética y en la organización de la 

cromatina durante la interfase y la división celular. 

El .3niflisis de la fracción de PNH provenientes de células 

Ht:: 1 a, en un sistema de electroforesis bidimensional, muestra al 

rededor de 470 proteínas diferentes (12). El 40% del total de las 

PNH lo comprenden 

( 13). 

la actina, miosina, tubulina y tropomiosina 

Existe otro grupo dentro de las PNH, extraídas de la ero-

10 



matina con NaCl 0.35 M y que tienen pesos moleculares menores de 

30,000d. A este grupo se le c0noce como proteínas de lt~ movi-

lidad HMG (14), 

Se ~onceen alrededor dP 20 proteínas distintas en este gru-

po, de las cuales 4 han sido caracterizadas HMG1, HMG2, HMG14 y 

HMG17. Se sabe que HMG14 y HHG17 tienen afinidad por DNA de ca-

dena sencilla y que se encuentran asociadas a la partícula cen-

tral de los nucleosomas (15). Así, las proteínas no histonas 

pueden ser necesarias para el empaquetamiento del DNA en las 

o 
fibras de 250 A de diámetro, para mantener la estructura en los 

cromosomas metafásicos y regular la expresión de ciertos genes. 

La expresión de la información contenida en !a cromatina es 

gulada, al menos en parte, por cambios locales en la estructura 

de la cromatina. Estas alteraciones estructurales, pueden definir 

la naturaleza de aquellas secuecias que van a ser replic¿daf Q 

transcritas y modular sus niveles de transcripción. 

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA ACTIVA EN REPLICACION. 

En células eucariotas, la replicación del DNA, esta confi-

nada a a la fase S del ciclo celular. 

Para replicar la graA cantidad de DNA celular, este se or-

ganiza en unidades de replicación denominadas replicones; en 

estos, la replicación se origina en un punto específico y con-

tinóa de manera bidireccional y semiconserv~tiva, es decir, una 

de las cadenas es sintetizada de manera continua ( la que tiene 

11 



la mientras que la otra ( con orientación 3' 

-5' ) se sint2tiza de manera discontinua a travás de los denomi-

nados fragmentos de Okazaki (16). 

El evento de replicación es controlado a nivel de la ini-

ciación. Se ha sugerido quE la frecuencia de iniciación est~ 

controlada por l a interacción de proteínas reguladoras con el 

origen de replicación ( 17), como ha sido demostrado para algunos 

virus: (i8). Sin embargo, parece que este no es el dnico factor 

regulador, ya que se ha observado que la eucromatina (formada por 

cromatina transcripcinalmente activa) es replicada antes que la 

heterocromatina (cromatina permanentemente condensada durante la 

lo que sugiere que la estructura de la cromatina 

juega un papel regulador en la iniciación de la replicación ( 17), 

La replicación del DNA está acoplada a la síntesis de his-

tona::: durant.e la fase S, lo que permite que durante la replica~ 

ción la relación proteina-DNA se conserve de manera consante. 

Varios grupos han analizado la estructura de la cromatina en 

replicación por medio del microscopio electrónico y han observado 

que partículas globulares similares a nucleosomas se hallan en 

ambos brazos del tenedor de replicación. Su tarnaRo y periodicidad 

son similares al de la cromatina que no se halla replicando (19), 

(ver Fi,,;¡ura 1 ), 

En el caso de SV40, es incluso posible distinguir que el nivel de 

compactación del DNA en replicación, es básicamente el mismo que 

par.:i e:l DNA que no est~ r2plicando (20). 'Además, análisis en 

geles de poliacrilamida del contenido de proteínas del DNA en 

12 



FIGURA 1 ' Microfotografía electrónica de cromatina activa en 

replicación. 

La cromatina celular activa en replicación, presenta . la 

estructura típica de cromatin~, es decir, SE nota la presencia de 

nucleosomas incluso sobre a~bos brazos del tenedor de replica-

ción,(Tomada de 20) 
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presentes. Estudios de inmunomicroscopia de la cromatina de em-

briones de Drosophila usando anticuerpos dirigidos contra H3 y 

H2B, han demostrado la presencia de estas dos h1stonas sobre las 

dos cromátidas hijas ( 19>. 

Todas estas evidencias relacionadas con la microscopia e-

lectrónica_. sugieren que las partículas globulares presentes en 

los dos brazos del ter; e do r de r E: p i e a e i .:. n s e· n n u e 1 e: o:::·::: m a::=.: .. 1 o:=: 

cuales son similares a los que se encuentran en la cromatina 

inactiva en replicación. Además, estos resultados sugieren que 

las histonas permanecen asociadas al DNA durante la replicación o 

que: si estas se disocian pueden ser reasociadas inrnediatamsnte 

< 16). 

Aón cuando es~os estudios muestran la asociación de nucle-

asomas a la cromatina en replicación, no excluyen que exista U[la 

ligera modificación de la estructura nucleosomal durante este 

eve:nt.o . Esto ha sido demostrado por trabajos basados en la sen-

sibilidad a diferentes nucleasas de la cromatina en replicación . 

Se ha obsevado, por ejemplo, que cromatina celular e~ re-

plicación corno aquella de origen viral, son más rápida y exten­

sivamente degradadas por DNasa I que la cromatina que no se esta 

repl ic.3ndo ( 21). Existen €videncias también, de que esta sEnsi-

bi l id.:id se limita a la regiones m¿s próximas al sitio donde se 

está llevando la síntesis de DNA. Esta sensibilidad es perdida 

une vez que el tenedor de replicación ha pas~~o. adquiriendo una 

sensibilidad similar a la de la cromatina inactiva <22). 

l5 



estos ~esultados sugieren que si bi~n los nucleosomas 

no son un impedimento para que la replicación se efectde, tal vez 

se requi.:::ra de: una estructura nucleosom3l característica aire-

sitios clave para qus la 
. . . . 

r¿p ~ i •:.::ic l •::On 

como podría ser al rededor del origen de replicación. 

En apoyo a esta sugerencia, existen evidencias que muestran 

una región desprovista de nucleososomas alrededor del origen de 

replicación en minicromosomas de 8V40 y Polyoma (23, 24) aunque 

no ha sido determinado s1 esta juega un papel durante la repli-

c.:ición. 

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA ACTIVA EN TRANSCRIPCION. 

Se ha puesto en evidencia que genes activamente transcritos 

e:n un tipo celular determinado, presentan una estructura reps-

ti ti va e:n subun i d.:id.:::s: rt1Jc l eopro t. f na . í .. e .:,, r .;:i e t e r s t . l e .:::: s de l .3 

totalidad de la cromatina (25), Estas observaciones sugieren 

que el DNA que se transcribe activamente, se encuentra sociado a 

prot.e: í nas hist.onas, aunque q1Jeda claro si esta asociación 

forma tipo nuc l eosom .::i. evidencia directa que 

sugiere fuertemente la presencia de nucleosornas en gsnes tran-

scripcionalm;;;nte c•btuvo c:on el C CllTI p 1 E: j O de ---

transcripción del virus de simio 40 (26). Estas observaciones 

muestran que: l .a compact.ac i ón del DNA en nucleosomas de genes 

es pee i f i •:os, no es suficiente p.::irei inhibir su· tr.:lnscripci·5n ( v·~r 

Figura 2). 

16 



FIGURA Microfotografía electrónica de minicrimosoma de SV40 

activo en transcripción. 

En esta. se observa clarament~ la cadena de RNA en síntesis .a-. 

sociada al templado, y la presencia de n~cleosomas a lo largo del 

genoma viral adquiriendo la estructura característica de la ero-

rnatina. (Tomada de 26) 
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Weintraub y ~roudin en 1976 <25), demostraron en cromatina 

de células de ave, qu~ genes que se transcriben son particular-

ment~ sensibles a la acción de la DNasa I, mientas que estos 

mismos genes son resistentes en células donde no se expresan. 

Estos mismos autores, han sugerido que si bien pueden existir 

nuclesosomas en genes activos en transcripción, estos se pueden 

encontrar en una configuración estructural alterada de tal manera 

que faciliten el acceso a la DNasa I. 

En varios sistemas de cromatina que contienen genes activos 

en transcripción tales como el gen de ovalbdmina en células de 

oviducto de gallina (28), en células de Drosophila después~de la 

inducción de la transcripción por calor (heat-shock) en loci 

inducible (29) y en varios genomas virales integrados al genoma 

huésped, transcripcionalmente activos (30), se ha detectado hi-

persensibilidad a la DNasa I, la cuél, adem~s es independiente 

del nivel de síntesis de RNA. 

Actualmente se ha mapeado la posición de los sitios hiper-

sensibles al ataque nucleolitico en la cromatina activa y se ha 

encontrado que cae en el extremo 5' de los genes analizados (31 ), 

La hipersensibilidad de la cromatina trascripcionalmete 

activa a la DNasa !, se ha relacionado con diversos factores: con 

la presencia de proteínas-del tipo HMG (32), con la ausencia de 

histona H1 en cromatina activa (33), con la presencia de especies 

acetiladas de histonas <34), así como con la ausencia de nucle­

osomas en esta región específica del gen, com~ ha sido reportado 

recientemente en SV40 (23, 24). Sin embargo, el significado fun-
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cional de la hiper~ensibilidad a la DNasa no es claro. 

La construcción in vitro de mutantes deletados en el extremo 

5' asi como la generación de mutaciones puntuales in vitro a par­

tir de distintos genes eucariotes, ha permitido e~tablecer la 

existencia de secuencias compartidas entre los genen estudiados 

alrededor de su extremo 5' las cuales son consideradas como 

secuencias promotoras de reconocimiento para la maquinaria en­

zimática de transc~ipción e indispensables para la síntesis pre­

cisa de las moléculas de RNAm. 

Dentro de estas secuencias se encuentran: la caja "TATA" 

(SLTATATAT-3) ubicada a -32 pb del sitio de iniciación,de la 

cadena de RNA, que es indispensable para la iniciación especl-

f ica de la transcripc1ón in vitro dependiente de la RNA polime-

rasa I I (35); la caja CAAT (5LGGTCAATCT-3), que se encuentra 

entre -70 y -50 pb del sitio de iniciación de la transcripción y 

que posiblemente este relacionada con la activación de la RNA 

polimerasa (J6) y por ciltimo, un tercer tipo de secuencias que 

intervienen en la actividad transcripcional y que se conocen como 

aumentadoras o "enhancer". Estas secuencias son capaces de po-

tenciar la transcripción varios órdenes de magnitud independien-

temente de la posición y/u orientación (37). 

El hecho de que el extremo S'de un gen determinado activo en 

transcripción sea hipersensible a la acción de la DNasa I y que 

en esta región se encuentren todas las secuencias necesarias para 

la regulación del mismo, sugiere que si bieri los nucleosomas no 

son un impedimento para que la transcripción se lleve a cabo, es 
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necesario que al menos la región reguladora del gel esté libre de 

ellos para iniciar la síntesis de RNA (38). 

Tratar de determinar la estructura particular en la croma­

tina que confiere a una región la ootencialidad de replicarse y!o 

transcribirse, repr~senta un gran problema si se analiza la ero-

malina celular ya que es demasiado compleja, por lo que se ha 

recurrido al empleo de sistemas modelo como son los virus que 

puEden facilitar en gran medida dicho an~lisis. 

VIRUS DE SIMIO 40. 

El virus de simio 40 (SV40) ofrece un sistema modelo de 

cromatina celular ya que es un virus relativamente simple y em­

plea la maquinaria celular para la expresión de su genoma a nivel 

replicación como transcripción. 

Este virus fue encontrado en 1960 (39), como contaminante de 

vacunas contra la poliomielitis producidas en células de ri~ón de 

mono. Posteriormente a su descubrimiento, se mostró que este 

virus es capáz de producir tumores cuando se inyecta en Hamsters 

recién nacidos (40). 

SV40 pertenece a la familia de los papovavirus y se encuen-

tra entre los más pequ€~os. Originalmente se le conoció como 

agente vacuolizante debido a su capacidad para producir mdlti­

ples vacuolas en el citoplasma de células de rinón de mono verde 

africano. 

Los viriones son casi esf~ricos y se encueNtran formados por 
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DNA y proteina. El di~etro de cada virión es de 45nm. La cápside 

es icosahédrica y se encuentra formada por 72 capsómeros. Los 

componentes protéicos Estructurales del virus los constituyen las 

denominadas Vp1, Vp2 y Vp3. Los pesos moleculares de estas pro-

teínas son Vp1- 45 Kd, Vp2-42 Kd y Vp3-30 kd <40). 

Cada virión presenta una molécula de DNA circul2r de doble 

' cadena, con un peso molecular de 3.6Xi0 dalton constituido por 

5243 pb. El tamaRo pequeRo del genoma de SV40 permitió la con-

strucción de un mapa físico detallado (ver Figura 3) y el cono-

cimiento d~ la secuencia completa del DNA (41 ). 

Durante 1 -~ infección en células permisivas, el DNA de SV40 

se halla en una estructura similar a la de la cromatina celular, 

es decir, se encuentra asociado a histonas de origen celular 

formando nucleosomas, por lo que se le considera un minicromosoma 

(42). Observaciones al microscopio electrónico de minicromosomas, 

muestran que el genoma viral se empaqueta en 24 nucleosomas. 

Adem~s de las histonas, como ya se mencionó, SV40 utiliza la 

maquinaria celular para la expresión de su material genético y 

para su replicación. 

El DNA del virus, puede ser dividido en términos biológicos 

en dos regiones, la temprana y la tardia que se expresan secuen-

cialmente durante el cicio lítico de infección en células per-

misivas. La región temprana que se expresa al inicio de la in-

fección codifica dos genes que son transcritos a RNAm ·en ausencia 

de cualquier proteína viral funcional. Lo~- productos de estos 

genes son el antíqeno T grande <Ag T) de 90 Kd y el antígeno t 
~ 



FIGURA 3. Mapa físico de SV4ú. Se muestra la región que se tran­

scribe tempra~amente y que da origen a los Ags T y t, y la re­

gión que se transcribe Tardiamente cuyos productos son Vpi, Vp2 y 

Vp3. 

Los sitios de unión del Rg T son indicados, así como los de 

reconocimiento por las enzimas de restricción BglI (que reconoce 

mol~culas con gap), 8am HI y Eco RI, empleadas en este trabajo. 

La región donde se forma el GAP es seRalada. 
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pequeRo <Ag t> de 20 Kd. El antígeno T es la ónica proteina viral 

necesaria para la replicación del DNA viral (43). La función del 

antígeno t no ha sido bien definida. 

El momento en el cual la síntesis de DNA viral empieza, 

define el final de la fase temprana y el inicio de la fase tar-

día durante la cual se expresa la región tardía del DNA que tiene 

como resultado la síntesis de RNAm para las proteínas de la c4p-

side Vp!, Vp2 y Vp3 (40), 

REPLICACION VIRAL. 

La replicación del virus procede por un mecanismo semicon­

servativo y bidireccional dando lugar a intermediarios replica­

tivos con estructura Cairns (40). El origen de replicación ha 

sido mapeado en una región de 60-65 pb centrándose en el 6njc~ 

sitio de reconocimiento de la enzima Bgll, este sitio está au­

xiliado por 2 secuencias de 21 pb repetidas que también juegan un 

papel importante durante la transcripción (44) (ver Figura 5). 

La iniciación de cada vuelta de replicación del DNA viral 

requiere de concentraciones adecuadas de Ag T como ha sido de-

mostrado por el uso de mutantes TsA (45). Tetr4meros de Ag T 

reconocen y se unen cooperativamente a una familia de secuencias 

que definen tres regiones. La región I, cae dentro del lado tem­

prano del origen, la región II dentro del origen de replicación y 

la región III se halla en la región tardia del DNA viral (46). 

Además de las sEcuencias de origen y d~l Ag T, el virus 
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requiere para su re~licación de proteínas específicas de la cé-
,·' 
1 

lula huésped. La ~-DNA polimerasa es la encargada de la síntesis 

del DNA de SV40 junto con proteínas desestabilizadoras de hé-

l i e e , to p •:• i s o rn e r .a s a s , p r i m .::is ::i s y 1 i g a s .a s < 4 7 ) . 

El porcentaje de moléculas activas en replicación solo re-

prEsenta el 5% de la totalidad de minicromosomas <48>. 

A medida que se efectóa la replicación, se lleva a cabo el 

desenrrollamiento del DNA de los nucleosomas que se encuentran 

frente al tenedor de replicación y el enrrollarniento del nuevo 

DNA una vez que el tenedor de replicación ha pasado (49). Dado 

que la replicación es semidiscontinua, las evidencias sugieren 

se sintetiza de manera continua, mientras que los octámeros re-

cién sintetizados se asocian al brazo que se sintetiza en frag-

mentes de Okazaki <50). 

TRANSCRIPCION DE SV40. 

La síntesis de los transcritos de SV40 se lleva a cabo por 

l.::i acción dE: la F:t~A polimeras.::i II de l.3 c~lula huésped <51) y 

probablemente por factores celulares necesarios para la inicia-

ción. 

Hay dos tipos de RNAm tempranos que codifican el Ag T grande 

Ag t pequeRo, respectivamente. Ambas clases de mensajeros, 

usan el mismo conjunto de secuencias 5'-3' te~minales y son tran-

scritos de la misma región promotora <52). 
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El extremo 5' de los RNAm viral€s map¿an en sitios cercanos 

< 
al origen de replicación. Aproximamente de 25 a 30 nucleótidos 

del inicio se encuerd:.ra una so:::•:ue:nci.:i que: :iso:::rni:::._i.3 la c.:i.Ja "TATA" 

encontrada en el extremo 5'de la mayoría de los genes eucariotes 

e•;) m o ~,a se m t:: 11 e i o n ó < 5 2 ) . Si se e 1 i rn i na l .3 e a ._i .3 11 TATA ª , no h .3 ~,' un 

bloqueo de la transcripción in vivo o in vitre, pero el sitio de 

iniciación se distribuye a ~ravés de una amplia región de DNA 

( 35). Las secuencias esctrictamente necesar1as para l .3 ----

tr ans1:r i pe i ón in vivo, se encuentran por arriba de la caja TATA. 

Estas secuencias las constituyen dos copias de 21 pb que asemejan 

la caja CAAT y dos copias de ?2 pb (53), 

La eliminación de una de las copias de 72 pb da lugar a 

mutantes viables de SV40, pero si se eliminan ambas copias los 

mutantes no son viables y el daRo causado a la región temprana es 

sumamente drástico. Este daRo puede ser rectificado si se rein-

serta una secuencia de 72 pb ya sea en el mismo lugar o incluso a 

una distancia de 4000 pb de la región que se e x presa temprana-

independientemente de la orientación. Las secuencias re-

petidas de 72 pb son también capaces de estimular la expresión de 

genes diferentes a los de SV40, por lo que se les ha considerado 

como aumentadoras de la transcripción o enhancer (54), 

la expre~ión de los RNAm tempranos es retrore-

gulada por uno de los productos sintetizados durante su expre-

sión, el Ag T, el que al unirse a las regiones I, II y III ya 

descritas, bloquea el paso de la RNA polime~jsa hacia la región 

temprana obligándol& a recorrer la región tardia (55). 
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Como se mencionó anteriormente, el momento en el cual em-
/, 

pieza la síntesis del DNA viral define el final de la fase tem-

prana y el inicio de la fase tarciie, durante la cual se sinte-

tizan los mensajeros que darán lugar a las prote1nas de la cáp-

side viral Vpi, Vp2 y Vp3. 

El porcentaje de mol~culas activas en transcripción en este 

periodo representa solo el 1% (56), 

El la producción de los mensajeros tardíos y su 

regulación parece más complejo que el de los RNA tempranos. Ln~ 

RNAm transcritos tardiamente in vivo, presentan extremos ~ he-

terogeneos (52). El principal extremo 5' se encuentra en el re-

siduo 243 aunque son mdltiples los sitios de iniciación. 

En la actualidad no se ha reconocido una caja TATA a -30 pb 

de: l sitio principal de iniciación de la transcripción, aunque 

mutantes con deleciones viables pueden carecer de 70 pb por a-

rriba o por abajo del sitio principal de iniciación, pero el 

sitio de iniciación se desplaza lo que sugiere que secuencias por 

arriba o por abajo del sitio principal de iniciación pueden de-

finir el extremo S'de los transcritos tardios (57), 

Estudios realizados por Waldeck, W. (58) destinados a de-

involucrados en la replicación a partir de ex-

tractos celulares y empleando a SV40 como modelo de replicación, 

demost.r.::iron l .3 press:nc i a di:: un.::i e.ndo:H"IUC 1 e.as.3 prop i .3 de 1 a cé: 11.1 l .:i 
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qu~ en ocasionEs era purificada con los minicromosomas de SV40. 
/ 
1 

Si un extracto celular conteniendo esta endonucleasa era incubado 

con minicromosomas de SV40, solamente 30% de ellos eran recono-

cidos por la enzima. Se map8o el sitio susceptible a la enzima y 

se encontró que todos los minicromosomas reconocidos por la en-

zima eran cortados cerca del origen de replicación, lo qua su-

gería la existencia de una estructura caracteristica en los mi-

nicromosomas que presentaban accesibilidad a la enzima. 

En ese mismo aRo, Scott A. y Wigmore J, (23) publicaron un 

trabajo en el cual analizaban la susceptibilidad d2 minicrorno-

somas de SV40 para las enzimas DNasa I y Nucleasa estafilococal, 

encontrando que estos eran accesibles a las enzimas en una re-

gión comprendida entre 0.67 y 0.73 UM del genoma viral (Ver Fi-

gura 3), dentro de la cual se encuentra el origen de replicación 

n. 

Trabajos posteriores realizados por Varshasky y col. (59) 

empleando enzimas de restricción que reconocen sitos mdltiples en 

el genoma de SV40, mostraron resultados que corroboraban los ya 

descritos. 

Fue en 1980, cuando Saragosti S., Moyne G. y Yaniv, M. (24) 

empleando el microscopio electrónico para analizar minicromosomas 

de SV40 purificados 40 hora~- después de la infección, encontraron 

que aproximadamente 30% de los minicrornosornas presentaban además 

de sus 24 nucleosomas,una región desprovista de lstos. de casi 400 

pb y que mapeaba en el origen de replicació~ de acuerdo con los 

resultados bioqufmlcos previam~nte citados (ver Figura 4). Esta 
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FIGURA 4. Microfotografía electrónica en campo oscuro de -

minicromosomas de SV40. 

En A se muestran un minicromosoma de SV40 que no presenta 

la región desprovista de nucleosomas (GAP>. 

En 8 se muestra un minicromosoma presentando la región 

GAP. 

El nómero de nucleosomas en ambas moléculas es el mismo. 

(tomada de 26>. 
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regi~·n fue denomin-3da "GAP". 

traba 

/ 
1 

Estos mismos autores, mostraron que la región gap se encon-

in situ ~J que: no era un artefacto provocado durante la 

e:>~tracción. 

An.3 l izando las secuencias comprendidas dentro de la región 

gap, se: encontraron las dos repetidas de 72 pb, los dos juegos de 

21 pb, la caja TATA, dos de los tes s1t1os de reconocimiento del 

Ag T, parte de: secuencias del origen de replicación y el 

ünico sit.io de reconocimiento de l-3 enzima Bg 1 I (5'------

-GCCNNNNNGGC-3'), que en conjunto son la secuencias enc~rgadas de 

regu l-3r i .a transcripción y la replicación como se mencionó an-

teriormente, además de ser las encargadas directas de la forma-

ción del gap como ha sido sugerido recientemente (60, 6i) <ver 

Fig1.Jr.3 5). 

Estudios realizados por Saragosti, y col, ( 62) J 

que esta región presenta in situ hipersensibilidad a DNasa I como 

los extremos 5' de gene:s celulares activos en transcripción. 

En resumen, todas estas evidencias sugieren la existencia de 

una región desprovista de nucleosomas que comprende todas las 

secuecias reguladoras l.:a expre.sión viral .. ia cu.:;l en con-

secuencia pudiera ser considerada como una característica estruc-

tural en la cromatina vira~ para que los procesos de replicación 

S€ 11 e ven a cabo, dada la implicación que la 

estructura tiene en la activación genética, como ha sido mencio-

nado de antemano. 
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FIGURA 5. Secuencias comprendidas dentro de la región GAP. 

A) Se muestra la locali~ación de las secuencias reguladoras 

de la transcripción viral como son las repetidas de 21 pb que 

asemejan la caja CAAT; las repetidas de 72 pb con actividad 

aum€ntadora de la transcripción y la caja TATA que da --

especificidad a la iniciación. Todas ellas localizadas dentro del 

GAP. 

Dentro de esta región, se localizan también parte de las 

secuencias reguladoras de la replicación, como son el origen de 

replicación y ·dos de los tres sitios de unión del Ag T. 

B) y C), muestran el bloqueo a la RNA polimerasa producido 

por la unión del Ag T a sus 3 sitio de reconocimiento sobre el 

genoma viral. 
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OBJETIVO. 

Datos aportados a través de análisis con DNasa I de la cro­

matina celular, sugieren que la estructura juega un papel impor-

la regulación de la expresión genética a nivel repli-

cación y transcripción. 

El hecho de encontrar en 30~~ de m1ncromosomas de SV40 una 

región desprovista de nucleosomas en la que se hallan las secuen-

cias reguladoras de la expresión viral, sugieren la posibilida 

que esta estructura sea la encargada de regular la replicación 

y/o transcripción. 

Determinar la presencia del gap en minicromosmas activos.en 

replicación o transcripción es el objetivo de este trabajo, lo 

que haría posible sugerir que una estructura similar se encuentra 

dentro de la cromatina celular para regular la replicación y/o 

transcripción en regiones específicas. 
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MATERIALES Y METODOS. 

CULTIVO DE CELULAS CV1. La línea celular establecida a partir de 

células de riffdn de mono, se cultivaó e:n monocapa en medio Eagle 

modificado por Dulbecco (63), suplementado con suero fetal de 

ternera al 10~. Las células se mantuvieron en incubación a 37°C y 

en atmósfera de co~ al 6%. 

Para los pasaJes de mantenimiento, las células fueron sem-

~ 
bradas a una densidad de 5X1ú células en 20 ml de medio con 

s:ue:ro, t~r----- d- 7~ -~3 •;:f =· '- l_t ,;;.• e 1 "'I '- 11! , 

PROPAGACION DEL VIRUS SV40. Para infectar con el virus SV40 (cepa 

777) J las células fueron sembradas en cajas de 35 cm
3 

a una den-

si d.:id de ..,,, 1 .& . , 1 . 1 . 
~A u ce . u as por caJ2 con u ml de medio suplementado 

con sueron al 10%. 72 horas después , las monocapas se lavaron dos 

veces con solución P8S <tampón fosfatos 10 mM pH 7.4, NaCl 150 

mM > y SE: infecta r on con el virus SV40 a una multiplicidad de 
. .., 

infección de 1X1ú UFP/c~}ula, en un volumen de 0.5 ml de medio 

Eagle modificado por Dulbecco sin suero. Se permitió la adsor-

ción del virus por 90 minutos a 37°C y posteriormente se adicio-

nó a cada caja 10 ml de medio suplementado crin 2% de suero fetal 

de ternera. Las células infectadas fueron mantenidas en incuba-
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ción a 37°C durante 12 días, tiempo en el cual se pudo observar 

el efecto citopático. 

El contenido de las cajas fue vertido a una botella estéril 

después de raspar el fondo de las cajas con un fragmento de hule; 

posteriormente se centrifugó el contenido a 8,000 rpm por 30 

minutos en un rotor GSA Sorvall a 4°C. El sobrenadante se guardó 

y la pastilla obtenida se resuspendió con el mínimo volumen de 

P8S, le dieron tres ciclos de congelación-descongelación en 

una mezcla de etanol-hielo seco. La pastilla resuspendida ~e 

volvió a centrifugar bajo las condiciones anteriores. Se juntaron 

los sobrenadantes obtenidos en ambas centrifugaciones y se cen­

trifugaron nuevamente a 25,000 rpm durante 4.5 horas a 4°C en un 

rotor 8eckman SW28. El sobrenadante se descartó y la pastilla que 

contenía el virus fue resuspendida por 16 horas en medio con 

suero al 1~. Se t6maron alícuotas de 1 ml para almacenarlas a r20 

~C. La conc~ntración del virus en la suspensión se determinó cuan-

tificando el ADN por el método de Hirt (75). 

EXTRACCION DE DNA POR EL METODO DE HIRT. Células CV1 fueron in-

fectadas y marcadas segdn requerimient6 del experimento con 

3H-Timidina o '~C-Timidina como se describe más adelante. 40 horas 

de5pués de la infección, las monocapas se lavaron 2 veces con 2.5 

ml de PBS y se aRadió a cada caja 2.5 ml de solución de Hirt 

<Tris-HCI 10 mM pH 7.9, EDTA 10 mM y SOS 0.6%), se mantuvieron 20 

minutos a temperatura ambiente, tiempo en que se forma un gel que 

fue cuidadosamente raspado con una concent~~ción final de 1 M. 

Los tubos se mantuvieron a 4°C por 16 horas y s~ centrifugaron a 
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8,000 rpm por hora en €1 rotor SS34 Sorvall a 4°C a fin de 

precipitar el DNA celular. Se recuperó el sobrenadante y se u-

tilizó para cuantificar DNA por el rn~todo de Burton o bien, para 

extraer DNA con fenol. 

CUANTIFICACION DE DNA POR EL METODO DE BURTON (64). Se preparó 

una solución de DNA de timo de ternera de 0.4 mg/ml en 5 rnM NaOH. 

De esta solución se prepararon las utilizadas para construir 

una curva patrón. Se mezcló un volumen igual de solución stock 

con HCl09 1 N y se calentó a ?OQC por 15 minutos. Estas solucio-

nes se prepararon a una concentración de 10, 20, 30 y 40 ug/ml y 

para el ensayo, estas correspondieron a 2, 4, 6 y 8 ug/ml res-

El reactivo de difenilamina se preparó disol-

vi..::ndo 1 .5 g de difenilamina en 100 ml de ácido acático y se 

adicionó 1 . 5 m i de i1 c i do su l f 1~ r i e o ( se a 1 m .a e en ó E: n i:::i se: u r .i d .::id ) , 

En el momento de usarse, se tomó O. 1 ml de acetaldehido acuoso. 

(16 mg/ml) y se adicionó por cada 20 ml de soluci6n de difeni-

lamina. 

Para el ensayo se tomaron 200 ul de la muestra, se le adi-

cionó 200 ul de HClO 0.5 N ~ 800 ul del reactivo de difenila-

mina-acetaldehido. 

Los tubos conteniendo la muestra se mantuvieron en la os-

curidad y en agitación suave por un periodo de 24 horas a tem-

peratura ambiente. Se determinó la absorvancia a 600 nm en un 

espectrofotómetro Zeiss. De la cantidad de DNA determinada por 

este método y de; se: determinó la 

actividad específica (cpm/ug DNA>. 
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PURIFICACION DE DNA DE SV4ú. Un volumen de DNA se mezcló con un 

volumen igual de fenol saturado en Tris-HCl .2 M pH 7.4. Se cen-

trifugó a 8,000 rpm por 10 minutos en un rotor Sorvall 3834; se 

tomó la fasE acuosa (superior) y se separó en un tubo. 

A la fase inferior se le adicionó medio volumen de amorti-

guador Tris-HCl 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM (TE). Se centrifugó bajo 

las condiciones descritas y se volvió a tomar la fase superior 

que se mezcló con la obtenida anteriormente. A la mezcla se a-

dicionó un volumen igual de cloroformo-alcohol isoamflico (25:1 ). 

Se dejó reposar por 5 minutos después de mezclar. Posteriormente, 

se tomó la fase acuosa, en la que se encuentra el DNA y~se le 

adicionó 2.5 volómenes de etanol absoluto frío, dejando a 4°C 

toda la noche. Posteriormente se centrifugó a 10,000 rpm por 60 

minutos en un rotor SS34. Se eliminó el sobrenadante y lapas-

tilla de DNA se secó y resuspendió en el volumen mínimo de amor-

EXTRACCION DE COMPLEJOS NUCLEOPROTEICOS DE SV40, A) Infección: Se 

llevó a cabo como se describió anteriormente solo que se emple-

aron de 10 a 50 UFP/célula. Después de 90 minutos de adsorción 

de:l virus, se aRadió medio suplementado con suero al 2% y se 

consideró entonces el tiempo cero de infección. 

8) Marcaje de células CV1: Se emplearon tres tipos 

M.~rcaje largo: 

fue: ron marcadas 

Entre 24 y 40 horas de infección, las células 

con .-, C" 
.:. , ~' µCi/caj:3 de '"'C-Timidina (56mCi/mmol) o 

bien con 25-50 µCi/caja (46 Ci/mmol) de 3 H-Ti~idina. 

Pulso: 40 horas después de la infección, las células se 
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marcaron por un ~ulso de 5 minutos can 3 H-Timidina. Para dar el 

pulso, las células se lavaron dos veces con 2.5 ml de medio pre-

calentado con suero al 2% y entonces se adicionó a cada caja 2 ml 

de medio suplementado con suero al 2% y 100 µCi/ml de 3 H-timidina 

~J se 

cando 

incubaron por 5 miniutos a 37°C. El marcaje se paró colo­

las cajas en hielo, retirando rápidamente el medio y adi-

cionando 2.5 ml de amortiguador Tris-HCl 1 mM ph 6.8, NaCl 140 mM 

(amortiguador t ), 

Pul so-C.3z.:i: 4 O horas después de 1.:i i nf ecc í ón, l .3s cé-

lulas se marcaron por un pulso de 5 minutos con 3H-Timidina como 

se describió anteriormente, se eliminó el medio y se lavaron dos 

veces con 5 ml de medio precalentado suplementado con 2% suero, 

100 µg/ml de timidina y 10 ~g/ml de deoxicitidina. Se adicionó a 

c.:ida caja 1 O mi de medio y se incubaron a 37ºC por un periodo 

,::;idicional de 1 o, 30 y 45 minutos. Al finalizar el periodo de 

caza, las cajas con las células se colocaron en hielo, se retiró 

el medio y las monocapas se lavaron dos veces con amortiguador 1. 

Se procedió inrnendiatamamente a la extracción de com-

piejos nucleoprotéicos. 

El método empleado para la extracción de los minicromosomas 

fue el descrito por Varshavsky, A. (65), que emplea 0.14 M NaCl. 

Las cajas con las célu}as se lavaron dos veces con 2.5 ml de 

amorti9uador 1 • A cada caja se adicionó 2 ml del amortiguador 

TEA-HCl 10 mM pH 6.8, Tritón x-100 0.25%, EDTA-Na 10 mM, PMSF 

1mM, y se mantuvieron 10 minutos a 4cc, Posteriormente se adi­

cionó NaCl a una concentración final de 120 mM. El lisado obte-
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FlGURA 6. Esque~ a general para la d e tección de sensibilidad a 

enzimas de restricción en minicrom oso mas de SV40 acti v os en 

Replicación. 

' · 
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nido se raspó de las cajas con un fragm€nto de hule y se centri-

fugó a 6,500 rpm durante 5 minutos a 4°C en el rotor Sorvall 

SS34, La pastilla l t. t ·- ~ d :l - r:- .::. '·" 1 i'J '° nuc 2.3r o '_.i:;:n... a ' :=: ._.-._ •• .-.• 

suspendida en 20 ml del amortiguador TEA-HCl 10 mM pH 6.8, Tri-

tón X-100 0.25%, NaCl 120 mM, EDTA 10 mM, PMSF O. 1 mM; se cen-

trifugó en las condiciones descritas. La pastilla de núcleos se 

resuspend i 1:5, para la extracción de complejos nucleoprotéicos, en 

ml del amortiguador TEA-HCl 10 mM pH 8.0, Tritón X-100, NaCl 

12ü mM, EDTA 10 mM, PMSF O. 1 mM y se incubó en eagitación a 4°C 

por 3 horas. Posteriormente se centrifugó 15 minutos bajo con-

diciones ya mencionadas y el sobrenadante se colocó sobre un 

gradiente lineal de sacarosa de 5-25% con colchón de 40% en a-

mortiguador TEA-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM. Toda la 

extracción se efectuó a 4°C. Las muestras se centrifugaron en el 

rotor SWS0.1 a 45,000 rpm por 53 minutos a 4°C. 

Después de la centrifugación se colectaron 20 fracciones de 

250 µl. Se tomaron alícuotas de cada fracción y se colocaron 

sobre: papel Whatman 3 MM. La muestra ~ue precipit~da de 3 a 5 

veces por periodos de 5 minutos a 4°C con TCA al 5% y lavados dos 

veces con etanol al 95%. Los papeles se secaron y colocaron en 

viales que: cont~ní.=in 5 mi de una s1::ilL1c.ión di::; PPO 1.25~-: '.>' POPOF' 

0.04% en tolueno. Los viales se contaron un minuto en el contador 

de centelleo líquido modelo C2425 Packard, bajo condiciones au-

·, 

DIGESTION DE COMPLEJOS CON ENZIMAS DE RESTRlCCION. La digestión 

se realizó directamente en una alícuota del gradiente preparativo 
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de sacarosa. 

La composición iinal del amortiguador de digestión fue: 10% 

aproximadamente de sacarosa, NaCl 100 mM, EDTA 1 rnM, TEA-HCl iO 

m M p H 7 • 5 , C 1.t M g 4 m M , D T T 1 m M V P i'1 S F ü . 1 m M . 

Las enzimas de restricción provenían de Bethesda Research 

Laboratories Inc. o de Amersham International, con una actividad 

di:: 5-1 O U/µ 1 . La digestión se llevo . - - . . -- o-ª caco por ~u minutos a ~( ~. 

En cas~ necesario, cuando la cantidad de enzima a adiconar 

e: r a menor de j • 5 µ l , se d i i u~,.· ó en amor t i i;,i 1.i .::id i::i r TE A- H C 1 1 O m M p H 

7 ,5_, NaCl 100 mM y EDTA i mM al volumen deseado. Al finalizar la 

i ncub.::i•: i ón, los tubos se colocaron inmediatamente en hielo y se 

aRadió EDTA a una concentración final de 15 mMJ o bien se adi-

cionó mezcla de reacción y sarkosyl al 1% final para los ensayos 

de transcripción. 

TRANSCRIPCION IN VITRO DE MIHICROMOSMAS DE SV40. La mezcla.de 

reacción estandard ( 115 µl) contenía de 1 a 1 .5 µg de minicro-

mosomas de SV40, 88 mM de TEA-HCl pH 7.5, NaCl 288 mM, PMSF 0.08 

mM, t:O 'I ( NH;t) 15 O mM .. MnC l 2, 2 mM, DTT 1 . 7 mM, (.:iTP .• CTP '.:,. GTP 1 

mM, o<.
3t.P-CTP 10 Atm. (410 Ci/mmol) ~.,, :::.::irkos>·'i al 1~~. L-3 re.::icción 

se llevó a cabo a 32ºC por 5 minutos y la síntesis se paró por 

enfriamiento de los tubos en baRo de hielo, además de agregar 

EDTA a una c•:incent.rac i ón - fina 1 dE: 15 mM. En .3 J 9unos casos, 1 a 

síntesis de RNA se determinó midiendo la incorporación de 3 tp al 

material retenido sobre filtros DE/81 después de 6 lavados con 

0.5% (P/V) y SDS 0.01% (P/V), seguidos por dos l~vados con agua y 
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FlGURA ~ 

i'. Esquema general para la detección de sensibilidad a 

enzimas de restricción en minicromosomas de SV40 activos en 

Transcripción. 
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etanol. Los filtros fueron secados y contados en una solución de 
/ 
i 

PPO-POPOP-Tolueno ya descrita. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA. Se prepararon dos Eistemas de 

geles, uno para resolver la migración de complejos replicativos y 

otro para complejos transcripcionales. En el primero, se utilizó 

una solución de agarosa Tipo II (Sigma) al 1% en amortiguador 

Tris -Acetatos 40 mM pH 7.9, Acetato de Sodio 20 mM y EDTA 1 rnM. 

Se disolvió calentando en horno de microondas y se dejó enfriar 

troforesis horizontal. Las muestras se prepararon adicionando SDS 

a una concentración final de 1%, azul de bromofenol 0.01% y sa-

carosa al 15% en caso de que las muestras carecieran de ella, se 

c.::i l ent..::ir on en baRo maría por 5 minutos a h<:::J ºe· I} ·=,::· 
- * -· )' -· -

coi ocar•:Jn 

los carriles del gel. La Electroforesis se llevo a cabo durante 

· 1::: horas a 100 volts y a temperatura ambiente recirculando el 

Cuando el colorante llegó al frente del gel, este se sumer-

gi6 en una solución de Bromuro de Etidio ( 1 µg/ml) durante 20 

minutos. El gel se observó con luz ultravioleta en una c~mara 

oscura y se tomó una fotografía con película pol~roid tipo 55 ó 

57. 

Para los complejos tr~nscripcionales, el gel fue al . 2~! E:n 

un amortiguador Tris-Acetatos 40 rnM pH 7.6, Acetato de Sodio 20 

mM y EDTA 1 rnM. Se disolvió calentando en un horno de microondas 

y se dejó enfriar para agregar Bromuro de Etidio a una concen-

tración final de 0.01%. 
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La muestra Ee colocó directamente en el c~rril del gel. La 

electroforesis se llevó a cabo de i6 a 20 horas a 70 volts y a 

temperatura ambiente recirculando el amortiguador. Una vez con-

la electroforesis, el gel se lavó de 4-5 veces con agua 

bidestilada estéril, se fotografió y se secó directamente bajo 

presión reducida sin calor por dos horas y con calor 1 hora y se 

-=:xpuso sobr-=: una película X-Omat AR (Kodak) 

FLUOROGRAFIA DE GELES DE AGAROSA. L~ fluorografia se llevó a caco 

empli:::ando e:l método propuesto por Laskey, W. (66). los geles se 

sumergieron en metanol y se mantuvieron durante 30 minutos en 

agitación y temperatura ambiente por dos períodos. Posteriormente 

se cambió a un baRo de solución metanol-PPO 10% y se dejó en 

agitación por 3 horas. Transcurido este tiempo, se eliminó el 

exceso de PPO con metano! y se dejó precipitar el PPO impregGado 

Whatman en las condiciones ya mencionadas. Los geles desecados se 

expusieron sobre películas presensibilizadas X-Omat AR (Kodak) a 

--?oºc. 

PRESENSIBILIZACION DE PELICULAS. la película X-Omat Ar se expuso 

a des te: 11 os luminosos producidos por una unidad'fotográfica de 

destellos que contaba con un filtro naranja YA3, tomo se descri-

El ajuste para la intensidad luminosa se logró variando la 

distancia entre la película y la fuente de luz y/o el di4metro de 

. ~pert.ura sobre: el filtro . 

película tomando regiones de 

Se determinó l~ absorvancia de 1 -
! ·::I 

la misma preexpuesta a distintas 
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condiciones y midiendo la densidad óptica a 540 nin ~n un espec-

trofotómetro La distancia y apertura de la fuente de luz 

qu~ se hizo incidir sobre la pel!cula se eligió cuando se regis-

tró una densidad óptica de 0.15. La pelfcul3 presensibilizada se 

puso en contacto con el gel previamente secado y se mantuvieron a 

-70°C durante el tiempo necesario. 

• 
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PRESENCIA DE LA ESTRUCTURA GAP EN MINICROMOSOMAS ACTIVOS 

EN F:EF'L l C.1'.:\C I OH. 

I.- Purificación de minicromosomas de SV40. 

la primera parte del proyecto destinada a determinar si 

existía una relación directa entre la estructura gap y el 

proceso de replicación, requería de contar con minicromosomas 

con una estructura 

Para lograrlo, se procedió como primer objetivo a desarrollar 

la metodología propuesta por Varshavsky A.(65) para extraer 

minicromosoma de SV40 a partir de células infectadas; dicho 

método se basa en el empleo de concentraciones fisiológicas 

de sal (0.14M NaCl). 

La Figura 8, muestra el perfil de sedimentación de los 

minicromosomas maduros- de SV4ü extraídos bajo condiciones 

fisiológicas y purificados a través de un gradiente lineal de 

sacarosa del 5 al 25%. 

Como se puede apreciar, los minicrornosomas maduros (a-

qwéllos inactivos en replicación y/o trans~ripción) se con-
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FIGURA 8. Patrón de sedimentación de complejos nucle o protéicos de 

SV4ú. 

Células CV1 fueron crecidas e infectadas con SV40 como se 

describe en Materiales y Métodos y marcadas por un periodo de 16 

horas con 3 H-Timidina (5µcilml ), 

40 horas después de la infección, los minicrornosomas se 

e x trajeron con la metodología descrita por Varshavsky, A (65) y 

se sometieron a centrifugación por sedimentación en un gradiente 

iineal de sacarosa del 5 al 25% a 45,000 rpm por 53 min. en un 

rotor SW50.1 a 4°C. 

Se colectaron 20 fracciones de 250 µl y se tomaron alí­

cuotas ,de 25 µl para determinar radioactividad TCA precipit~ble. 

•, 
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centran en ~na región especifica del gradi2nte que comprende 
/ 
1 

a las fracciones encerradas por el corchete. Este patrón de 

sedimentación se reprodujo en todas las purificaciones 

re.al iz.::idas. 

Oe 1 gradiente, se tomaron las fracciones indicadas, se 

mezclaron y se cuantificó el DNA obtenido mediante el método 

de Burton descrito en Materiales y Métodos obteni~ndose un 

rendimiento de 6 a 7 µg de DNA por cad~ 7 millones de e~-

lulas infectadas con SV40. 

11.- Patrón de restricción de minicromosomas ma-

duros con las enzimas ECO RI Y BAM HI. 

Bajo las condiciones de extracción empleadas, se ha 

reportado que sólo el 30% aproximadamente de los minicromo-

somas maduros presentan la región desprovista de nucleosomas 

(gap) ( 24). 

La ónica secuec1a de reconocimiento de la enzima 8gl I 

sobre el genoma de SV40 se halla en la región donde se forma 

el g.:ip (0.67 U.t'L>. Dado que esta enzima solo es capaz de 

cortar el DNA en· regiones del mismo desprovistas de nucle-

se empleó como~etector de complejos nucleoprotéicos 

con gap. 

Inici.::ilmi:::nte, se decidió realiz~r una cinética de res-

tric•:ic:.n us.::indo concentraciones v.:iri.::;¡bJe·.=::· de l.:i enzima B9l I 

m.:1nt. en i end o con..s: tan ti;: la cantidad de minicromosoma, con el 

53 



fin de determi~ar la concentración óptima de enzima para una 

determinada ~antidad de minicromosoma, 

Se purific~ron minicromos0mas maduros, se tomaro~ las 

fracciones indicadas ~ alícuotas conteniendo 2 µg de DNA se 

ajustaron a las condiciones descritas en Materiales y Mé-

todos para restringir con la enzima BglI a concentraciones de 

a 15 U/µg de DNA. Una vez restringidos los minicromosomas 

se sometieron a electroforesis en gel de agarosa. En la Fi­

gura 9 se muestra la fotografía del gel. Como se-observa, al 

utilizar concentraciones de enzima entre 5 a 15 U/µg de DN~, 

se encontró que solo el 30% del total de las moléculas pa-

saban a la forma lineal de] DNA (forma IIl) mientras que el 

70% restante permanece en la fo~ma circular (forma 11) o en 

la forma super€nrrollada (forma I ); es decir, solo el 30% de 

los minicromosomas maduros son acc~sibles a la enzima. 

El control en este caso. fue minicromosomas incubados en 

ausencia de enzima (carril 3) y DNA desprovisto de proteínas 

(carriles 1 y 2), el cual se lineariza en casi un 50% cuando 

solo se emplearon 0.5 U DE BglI/µg de DNA (carril 1 ); se 

decidió emplear 10 U de BglI/~g de DNA para ensayos poste-

riores. 

En resumen, esto~ resultad0s muestran que 30% de las 

moléculas de minicromosomas presentan la región gap como ya 

ha sido reportado (24). 

Por otra parte, se decidió analizar el patrón de res-

tricci6n d~ minicromosom2s por enzimas que reconocen secuen-· 
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FIGURA 9. Sensibilidad de minicromosomas maduros a la enzima de 

restricción Bgl I. 

Las fracciones limitadas por el corchete en la Figura 8, 

se mezclaron y se tomarorl alícuotas de 70 µ1 para restringir con 

concentraciones crEcientes de la enzima Bgll. 

Carril 1 DNA de SV40 r8stringido con O.SU de BglI/~g de 

DNA. 

Carril 2 DNA de SV40 sin restringir. 

Carril 3 minicromosomas de SV40 sin restringir. 

Carriles 4, ~, 6, 7, 8 y 9 minicromosomas maduros de SV40 

digeridos con 1 / 3, 5, 7, 10 y 15U de Bgll/µg de DNA respecti-

vamente. 
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cias fuera del gap. 

Se: emplearon 

./ 

" 
las enzimas de restricción EcoRI y Bam HI 

las cuales tienen una sola secuencia de reconocimiento en el 

genom.3 viral pe: ro qui::: diferencia de: BglI se: encuentran 

fuera de la región donde se forma el gap. 

Se purificaron minicromosomas maduros, se restringieron 

con 1 o u . . . 
enzimas menc1onadas y $()ffit:=.:-

tieron a electroforesis en gel de agarosa. La Figura 10 mues-

tra la de este gel donde se aprecia que el por-

cent aje de moléculas que pasa a la forma lineal y que por 

consecuencia es accesible a 
. . . 
las enz1m.::is, representa alrededor 

independientemente de la enzima empleada, lo que su-

g i ere: un.a dist.r:ibución azarosa de nucleosomas en los mini-

cromosomas restringidos. 

hasta aquí se contaba con un método de pu-

r i f i •: .3 e i ó n de minicromosomas de SV40 en su forma nativa, se 

su patrón de restricción par~ las enzimas 8gl I, Eco 

RI y 8am HI y se contaba con la enzima Bgl I como detector de 

minicromosomas con gap. 

II Purif'ic.::ición m 1 n l crom.;:i~;omas .:ict i 'v'OS 

r.zplicación. 

Para determinar si m i n i •:romo somas .::1 e t i ·,¡os o:: n re p 1 i e .a -

prt:s•:::nt.ab.ari o no la estructura ga~~ fue necesario im-

p 1 em E:nt..::ir la se_p.::iración p.:;;1"'cial d.;:: mini•:romosomas maduros di:: 

57 



FIGURA 10. Patrón de restricción de minicromosomas madures de 

SV40 digeridos con las enzimas 8g1I, EcoRI y BamHI. 

De las fracciones comprendidas en el corchete de la Figura 

8, se tomaron alícuotas de 70 µl y se restringieron con las en­

z1mas BglI, EcoRI y BamHI. 

Carril y 6 minicromosomas maduros sin ser restringidos. 

Carril 2 y 3 minicromosomas digeridos con iOU de BglI/~g de 

DNA. 

Carril 4 minicromosomas digeridos con 10U de EcoRI!pg de 

DNA. 

Carril 5 minicromosomas digeridos con 10U de 8amHI!~g de 

DNA. 
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lograr la separación fue necesario marcar diferen-

cialmente las dos poblaciones. 

Se decidii:'.i suministrar T . "d" l'f-lffil ina- t_: por 

cultivos de células infectadas para marcar todas aquellas 

moléculas sintetizadas durante este periodo y a las 40 horas 

postinfección, dar un pulso .de 5 minutos con Timidina- 3 H para 

marcar solo aquellas moléculas activas en replicación en ese 

ya que se ha reportado que la replicación del mi-

nicromosoma viral toma 15 minutos ( 16). 

InmEdiatamente después del pulso, la extracción de los 

minicromosomas se realizó bajo el procedimiento descrito y la 

purificación de estos se hizo a través de un gradiente lineal 

de sacarosa del 5 al 25X. 

En la Figura 11 se muestra el perfil de sedimentación de 

los minicromosomas maduros y dE los intermediarios replica-

t.ivos, observándose una ~edimentación diferencial de dos 

poblaciones de DNA con coeficientes de sedimentación repor-

tados de 75S para los minicromosomas maduros y 90 S para los 

activos en replicación (67). 

La separación entre ellos no es óptima dado que se tras-

lapan en una región -10 que podría ocasionar problemas en 

posteriores análisis. 

Optamos por marcar a las célula~ infectadas ónicamente 

con Timidina~H durante 5 minutos, extraer minicromosomas y 

purificarlos atrave~ del gradiente lineal de sacarosa, y de 
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FIGURA i 1 . Perfil de s€dimentaci6n de minicromosornas ~aduros y 

activos en replicación. 

Cé li..1 las C\! 1 infectadas con SV40 fueron marc~dai por un 

periodo d•:::: 16 horas con 1"'C-Timidin.;;i <2.5 µci/c.::i._i.3), 

40 horas daspués de la infección, las células se marcaron 

por un período d2 5 minutos (pulso) con 

3 H-Timid:ina, inmediatamente se extrajeron los minicromosomas y.se 

sedimentaron a través de un gr~diente lineal de sacaros3 del 5 al 

co 1 e:ct.arcn 20 fr,::icc iones de 25 O pi ~' ~:;;.:: tomaron a 1 í-

cuotas de 15 ~l para determinar radioactividad TCA precipitable. 
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esta manera evi·tar la con t aminación de radiactividad aportada 

por los minicromosoma~ maduros. 

En el panel A de la Figura 12, se muestra el perfil de 

sedimentación de las molécula3 marcadas durante el pulso, con 

una sedimentación similar a la obsevada para los complejos 

activos en replicación en la Figura i1. 

Contando ya con el s1s~ema de purif icaci6n parcial de 

minicromosomas activos en replicación, se procedió a analizar 

presentaban la estructura gap utilizando a la enzima BglI 

como detector. 

IV.- Relación entre gap y los minicromosomas 

activos en replicación. 

Ya que la población de moléculas activas en replicación 

es heterogenea dado que la infección no es sincrónico, fue 

.necesario implementar una ~strategia que permitiera analizar 

por separado a las mo!éculas en cada paso de la replicación. 

La estrategia empleada se eligió tomando en cuenta que 

la sedimentación los intermediarios replicativos está 

relacionada lo avanzado que se encu~ntren en el proceso 

de replicación, ducir, tendrán un mayor coeficiente de 

sedimentación aquellas moléculas que estén terminando de 

replicarse, mientras que aquellas que estén iniciando su 

replicación sedimentaran más lentamente que éstos, mientras 

que aquellos que no r e plican sedimentarán en la región de los 
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minicrornosornas maduros. 

Los complejos ~ctivos en replicación durante el pulso 

con 
3 H T. . d . - l!rll in.::i Si;; extrajeron y sedimentaron a trave± dsl 

gradiente de sacaros5. Posteriormsnte a la sedimentación, el 

gradiente se fraccion6 como se indica (mediante corchetes) en 

la Figura 1 ., ' .:.. ' las diferentes fracciones fueron mezcladas y 

ajust.adas .~ las condiciones de restricción para la enzima 

Una vez digeridas las moláculas, se sometieron a 

electroforesis en gel 1% en amortiguador 

Tris-Acetatos pH 7.9, ya que este sistema permite la sepa-

ración de los intermediarios replicativos de las otras formas 

de:l Dt~A <I .. II .. III). 

La fotografía del gel se muestra en la Figura 12 p~nel 

B, donde se puede apreciar la migración de las moléculas 

maduras pero no l~ de los Intermediarios replicativos ya que 

estos solo representan el 5% de la totalidad de los minicro-

mosomas. En el gel se aprecia sin embargo, el incremento 

en la cantidad de DNA a medida que l~s fracciones tomadas se 

acercan al tope del gradiente, donde se encuentran los mi-

n i e r o m os i:• mas maduros ( ver F i 9 u r a i 1 ) , 1 o s e u .:i l .;; s mu e: s t r a n e J. 

patrón de restricción característico para la enzima BglI, es 

decir, 30% se hallan- en 1.::i forma 1I I 

restricción si se compara con el que no fue restringido. 

Con este gel se determinó que tan~o la migración del DNA 

como la restricción eran buenas. Sin embargo, ya que el a-

nálisis iba dirigido a determinar la pres~ncia de la región 
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1 '" • Patrón de restricción de minicrornosmas activos en 

replicación digeridos con la enzima BglI. 

Células CVi fueron marcadas por un pulso de 5 minutos con 

3H-Tin1idina 40 horas después de la infección, se extrajeron los 

minicromosomas y se sedimentaron en un gradiente lineal de sa-

carosa del 5 al 25% (A). 

las regiones comprendidas entre corchetes, fueron mezclad~s 

y se tomaron alícuotas de 70 ~l para r2stringir con I~ enzima 

Inmediatamente después, los complejos fueron sometidos a 

electroforesis en gel de agarosa (8). 

El gel fue sometido a tratamiento fluorogr~fico y se secó 

en condiciones de vacio y calor; posteriormente se puso en con-

tacto con una película para rayos X presensibilizada tipo OMAT-AR 

durante 8 días (C). 

Las i et.ras a, b, e, d y e, representan las fracciones a-

na 1 i z.adas. 

(-) Minicromosomas sin ser restringidos. 

(+) Minicrornosomas digeridos con 10 U de Bgll/µg de DNA. 
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g3p e:n minicromosomas activos en replica¿ión, se obtuvo la 

del gel despu{s de un tratamiento fluorográ-

1 .-, .::.. panel C> .. 

Al e •:om p .::ir .:s r las moléculas sin restringir con a~uellas 

re:stringid~s, observ.::i que sólo del 20 al 30% presentan 

a la e:nzim-::i, lo q•.ie sugiere que sól•:::> esto:: po1~-

cent.aje pr12senta l.:;i re9ión •;1 ·3P, independientemente de la 

etapa de replicación en la que se encuentren . 

. :mal izó t.::imb:iér, - . . . .. . . . . !a acces1c111dad ce ios i rct ... ~rmed i a-

ri C•S repl ic.=:stivos a las enzim3s EcoRI Y BamHI. En esta oca-

sión, solo se tomó la región b que se muestra en la Figura 12 

para hacer la restricción. 

Después del tratami~nto con cantidades excesivas de cada 

una di::: 1 a:!:: los complejos activos en r~::p1 ic.:ición 

fueron sometidos a electrofor~sis en gsl de agarosa. La Fi-

gur.::i 1 3 muestra la autoradiograf ia del gel la cual fue ana-

!izada por densitometrfa, 

Es de esta Figura, que el acceso para las enzimas 

BamH I y EcoRI es diferente al de BglI tanto cualitativa como 

cuantitativamente, sugiriendo que alguna forma de maduración 

de nucleosomas en la cromatina viral se lleve acabo alrededor 

de los sitios EcoRI, DamHI. 

En re:sumE:n, ln~ resultados sugieren que la estructura 

gap no se halla pr2sente en minicromosomas activos en repli-

cación corno un requisito para que el evento se lleve a cabo, 

sin emb.;:irgo 1 .a posibilidad que esta estructura sea 
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FlGURA 13. Complejos nucleoprotéicos acti~os en replicación di-

geridos con las enzimas 8gli, EcoRI y BamHI. 

Las fracciones comprendidas en el corchete b de la Figura 

12, se mezclaron y se tornaron alfcuot~s de 70 ~l para someter a 

digerir con las enzimas 8glI, EcoRl y BamHI. Posterio~mente, se 

incluyeron en un sistema de electroforesis sobre gel d e agarosa 

al 1% con amortiguador Tris-Acetatos pH 7.9 ( ver Materiales y 

Métodos). 

L~ autoradiografía del gel después de 7 días de exposición 

es mostrada. 

Carril co~plejos digeridos con iOU de BglI!µg de DNA. 

Carri 1 2 con i ou d e EcaRI/pg de DNA 

Carri l 7 
~ con 1 ou de BamHI!µg de DNA . 

Carri 1 4 complejos sin ser digeridos. 
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formada inmedi~tamente después de finalizar la replicación 

por lo que se decidió continuar con la siguiente estrategia. 

V.- Anjlisis de minicromosomas que recién comple-

taron su replicacion 

40 ' 1JE.: i nf-.~cc i ón, célul.::is CV 1 fuer1:in mar-

cadas por un pulso de 5 minutos con 3 H-Timidina , Se retiró el 

€Xceso de marca y se mantuviEron en medio de caza (el cual se 

describe en Materiales y Métodos) por 10 ó 45 minutos. 

En 1-=i F i 9 u r a 1 4 p ~ r¡;;:: l A , s E: m u e s t. r a e l pe: r f i 1 d E:.· s e d i --

ment.:ic i ón minicromosomas luego de 10 minutos de caza. Se 

puede observar como los minicrornosomas que se hallaban más 

avanzados en su replic~ción en el momeGto del pulso, llegan 

al est.:;"jdo maduro durante el período de caza acumulandose en 

la re:gión de los rninicromosomas maduros, mientras que aque-

llos muy tempranos en replicación durante el pulso permanecen 

en los intermediarios - . . . rep l 1 c.~t J. '•/C1S , 

Se tomaron las fracciones que se muestran entre corche-

tes se anali z aron por restricción con la enzima Bgl I y se 

sometieron a electroforesis en gEl de agarosa. En el panel 8, 

se mu•2::::tra 1 -~t 

lisis densitométrico mostrando que la enzima reconoce apro-

xi mad.::1mente el mismo ndmero de molé~ulas activas en repli-

cación como aquellas que terminaron de replicarse. 

El .=in-:H is is de una caza de 45 minutos se muestra en la 

70 



FIGURA 1 4. Sensibilidad a la enzima 8glI de minicromosornas ac-

tivbs en replicación después de una caza de 10 minutos. 

Células CVi fueron marcadas con un pulso de 5 minutos 40 

horas después de la infección; el medio con la marca fue retirado 

y se adicionó medio de caza conteniendo un exceso de Timidina no 

m.~rc:ad.3, por un periodo de 10 minutos. Posteriormente, los com-

piejos fueron extraídos y pu1'if icados a travez dE un gr~diente 

lineal de sacarosa de 5 a 25%. 

En <A), se muestra el perfil de sedimentación de los corn~ 

p1ejos. las fracci6nes entre corchetes se mezclaron y se tomaron 

alícuotas de 70 µ1 para restringir con la enzima t\;¡l I. Inmedi.;;i-

tamente ·despu2s, los minicromosomas fueron sometidos a electro-

foresis en gel de agarosa. En (8), se muestra la autoradiograffa 

dE:l gel. 

"Las letras a, b, e y d representan las fracciones analizadas. 

(-) Minicromosomas s~n ser digeridos. 

( +) Mini cromosoma::::: d io;;¡e:r i des con 1 O U de 8g 1 I/¡J•;J de: DMA. 
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Figura 15. En el p3nel A, el patrón d~ sedimentación muestra 
~ 

que todas las moléculas que se hallaban replicando y que par 

lo tanto s~ marcaron durante el pulso de 5 minutos, han com-

pletado su maduración, conce~trjndose en la región de los 

complejos maduros. 

Se hizo un análisis de las moléculas distribuidas en el 

gradiente tomando las fracciones que se muestran entre cot·-

chetes, la enzima BglI y sometiéndolas a 

electroforesis en gel de agarosa. La autoradiograffa del gel 

se muestra en la Figura 15 panel 8. El patrón de restricción 

observado para las moléculas analizadas, es el mismo que para 

los minicrornosomas maduros ( ver Figura 9), como lo reveló el 

análisis densitométrico, por 1 ¡~ que la posibilidad que la 

estructura g~p se forme en los minicromosmas durante la ma-

duración es poco probable. 

En resumen, se obs~rva que, tanto las moléculas que se 

hallan activas en replicación, como aquellas que recién re-

plicaron, muestran el mismo patrón de restricción para la 

enzima Bgll que aquel mostrado por los minicrom0somas madu-

ros; es decir, solo el 30% aproximadarn~nte de las moléculas 

es sensible a la acción de la enzima. Estos datos por tanto 

sugieren que la estructura gap no se halla presente de manera 

preferencial en moléculas que estan replicando por lo que tal 

vez esta estructura no se¿ un requisito para que el proceso 

de replicación se lleve a cabo. 
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FIGURA 1 5. Sensibilidad a la enzima de restricción 8glJ d~ mi-

nicromosomas que recién terrnina~on de replicarse. 

Células ci,,11 fu•:::ron infectadas con SV40. 40 horas después 

las células se marcaron por un pulso de 5 minutos con 100 ~ci/ml 

de 
3 H T. . .. - im1d1n.? y cazadas por un período de 45 minutos en medie 

conteniendo un exceso de Timidina no marcada. 

En (A ) , se mu€stra e] patrón rle sedimentación minicrom0-

Las fraccion~s mostradas entre corchetes, se mezclaron y 

alícuotas de 70 µl se digirieron con 10U de BglI/µg de DNA. Los 

minicromosomas después de ser digeridos se sometieron a electro-

de agarosa al 1%. En (B), se muestra la autora-

diograffa del gel. 

Las 

(-) Minicromosomas sin ser digeridos. 
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PRESENCIA DEL GAP EN MINICROMOSOMAS ACTIVOS EN ---

TRAM'.3CR I PC l Of·~, 
/ 
I 

Los siguientes experimentos estuvieron encaminados en tratar 

de determina si la estructura gap se halla pres e nte en moléculas 

transcripcionalmente activas Se ha reportado, que sólo el 1% 

de los minicromosomas de SV40 presentes en una cálula se hallan 

activas en transcripción (56), por lo que se requiere de candi-

ciones adecuadas para detectar este bajo porcentaje de moléculas 

y analizar de manera eficiente si presentan o no la región gap. 

La estrat~gia desarrollada se basó en un sistema propuesto 

por Gariglio (68) que emplea el detergente aniónico sarkosyl. 

Este detergente desplaza casi todas las proteínas asociadas al 

DNA pero deja unida a la RNA polimerasa que ha iniciado la tran-

scripción, impidiehdo además, que nuevas mol~cula s de polimerasa 

se: unan al DNA, para reiniciar sfntes1s. En este sistema, las 

cadenas de RNA ya iniciadas in vivo pueden ser alargadas y mar-

cadas rad i o.act i \1 .:Jrr112nt..:: in •,1 i t.ro ,..!>J.,F· -f·-1 D) 
\ - · · l . I siendo fácilmente i-

dentificables dado que la mayoría de las proteínas unidas al DNA 

son solubilizadas por el sarkosyl, permitiendo que el c o mplejo 

terciario (DNA-RNA polimerasa-RNA), sea analizado através de 

electroforesis en g~les de agarosa. 

Células C'·/I, fue:ron infectada s con· SV40 y marcadas por un 
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localizar a los minicromosomas maduros por su sedimentación en un 

1 
gradiente lineal de sacarosa. 

En la Figura 16 panel A, se muestra el perfil de sedimen-

tación característico de los complejos nucleoprotéicos maduros y 

el corchete indica las fracciones que se mezclaron para realizar 

los ensayos de transcripción. Estas f raccionss s~ tomaron hacia 

e: i fondo d12i gradientes ya que se ha reportado (36) que ei co-

eficiente de sedimetación de moléculas activas en transcripción 

es ligeramente superior que el coeficiente 75 S de los minicro-

mosomas maduros debido a la RNA polimerasa <PM 500,000 d) y a la 

cadena de RNA que se est~ sintetizando. 

Se tomaron alícuotas de la me z cla de fracciones conteniendo 

minicromosomas transcripcionalment€ activos, y se restringieron 

con concentraciones crecientes d e las enzimas Eco RI y BglI, 

posteriormente se transcribieron in vitro en presencia de 1% de 

di:::tergene Hf. -T-~I o( - -' - I_: f-' y Métodos) por un pe-

ríodo de 15 minutos a 32 C. 

Inmediatamente después de qu e la reacción in vitre fue de-

te:n id .':! por la adición de EDTA, los minicromosomas fueron sorne-

se muestr ~ en el panel 8 de la Figura 16, 

donde se aprecia la migración el~ctroforética de las moléculas 

maduras de SV40 y el patrón de restricción característico para 

cada una de las enzimas empleadas. Dicha· patrón responde direc-

la concentración de la enzima hasta que se alcanza el 

límite de res tricci~n para c a da u n a de ellas, es decir, que solo 
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FIGURA 16. Sensibilidad da complejos nucleoprotéicos tran-

scripcionalmente activos 
. . . . . . 

a enzimas ae restr1cc1on. 

Minicromosomas dP SV40 ~e extrajeron y purificaron a tra-

vés de un gradiente lin8al de sacarosa del 5 al 25% en las con-

diciones descritas en Materiales y Métodos. En (A) se muestra el 

perfil de sedimentación. 

ciadas; se .tomaron alícuotas de 70 ~1 y se digirieron con las 

e:nz i m.:-i:; EcoR I durante 20 minutos a 37°C. Después de la 

restricción, a estas mismas alicuotas se les agregó una me~cla de 

transcripción conteniendo sarkosyl 

incubaron durant .. ::.: i5 minut .• :::is a 32ºC, Inmedi.at.ame¡yi:.•2 despr.Jés, los 

minicromosomas se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 

al 1 .2% en amortiguador Tris-Acetatos pH 7.6. En (8) se muestra 

la fotografía del gel. 

El gel se secó y se expuso sobre una película para rayos X 

tipo OMAT-AR durante 2 días. En (C) se muestra la autoradiogra-

fía. 

Carriles 1 y 10 minicromosomas sin ser digeridos, pero en 1 

fueron sometidos a transcripción in vitro. 

Carriles 2, 3, 4 y 5 minicromosomas restringidos con i -i 
1 .1 ._. ·' 

5 y 15U de EcoRI/µg de DNA ~espectivamente. 

c.:::irr í 1 es 6, 7, 8 y 9 minicrornosomas restringidos con 1, 

5 y 15U de 8glllpg de DNA respectivamente. 
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el 30% de la población total de minicromosomas es digerido. 
/ 
1 

La determinación de las moléculas activas en transcripción 

se logró al secar el gel y exponerlo sobre una película de rayos 

X, de esta manera la radioactividad asociada a ellas se imprimió 

en dicha película. 

En el cuadro C de la Figura 16, se muestra la autoradiogra-

fía del gel, la cual fue sometida a análisis densitométrico. El 

patrón de restricción con Eco RI de las moléculas activas en 

transcripción, muestra que sólo un bajísimo porcentaje de ellas 

(aproximadamente 10%) es digerida con la enzima adn a concentra-

e iones de 15U de enzima/µg de DNA. Sin embargo, el efecto pro-

vocado por la restrición con la enzima BglI es totalmente dife-

rente, observándose una linearización de una alto porcentaje de 

las moléculas a una concentración de sólo JU de enzima/rg de DNA. 

El que solamente un bajo porcentaje de minicromo~omas ac-

tivos en transcripción sea sensible a la enzima EcoRI, sugiere 

que la mayoría de ellos presentan probablemente un nucleosorna que 

bloquea las secuencias de reconocimiento para la enzima. El 

que se emplee a la enzima BglI como det~cto¡ de moléculas con gap 

y la evidencia presentada en este trabajo, sugieren que las rno-

léculas activas transcripcionalrnente presentan la región gap. 
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ha que la actividad genética depende de las 

del DNA y de la estructura de la cromatina (69), por 

lo que parece probable qu€ la estructura determine, al menos en 

donde y cuando la transcripción y replicación deben ocu-

rrir. 

Ei ht:cho 

t r a n s e r i p e i ó n ~' r 12 p 1 i c.::i e i ó n ( ~~ (l .• 5 6 > , rr o d e s c.:w t .:i 1 ::i p o s i b i 1 i d .:;:i d 

que: una estructura clave de cromatina se requiera en las re-

g1ones necesarias para la ir1iciación de la sintesis d2 DNA o RNA. 

La e:::~:truct.ur a gap encontrada en aproxi madamente 30% de lo s 

minicromosomas maduros de SV40 (24), se consideró como un posible 

f .:ictt::ir regulador de la expresión viral, concediendo a los que la 

presentaban cualidades para replicarse y!o transcribirse. 

Por medio d s un marcaje diferencial, se logró identific3r 

m.::,duros y minicromosoma activos en r e plicación 

(Figur.a 1 1 ) • anal i zarlos mediant~ el empleo Je enzimas de res -

tricción y de esta manera d~finir s1 presentab~n l~ región gap. 

Los presentados en las Figuras 9 y 12, muestran 

qu~ minicromosomas maduros asl como aqu~Ilos activos en repli-

rn u es t t' a n un.;:, •:::: s t. r u et u r a s í m i 1 ::ir , ;:, s d €:.:.: i r , ~ ó l o un a p o-

blación representando el 30~ del t o t a l, presentan accesibilidad a 
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la Enzima 8gll, s~giriendo qu~ sólo este porcentaje de moléculas 

presentan el gap, por lo que tal vez una ¿structura de este tipo 

no dEtermine que el proceso de repicaci&n se lleve a cabo. 

el hecho de emplear a la enzima BglI corno de-

tE:o::tor, a considerar la posibilidad de que el efecto ob-

servado no sea realmente el existente in vivo. 

Se ejempio, de la participación en el evento de 

iniciación la replicación do::.: enzimas t.::iles como i.;i DHA poli·-

factores de iniciación y en el 

caso de SV40 del antígeno T. (18), que pudieran estar asociados 

di r•::: e: t .:;im .;:n t:.•2 la región gap , bloqueando el acceso de la ~nzima 

de restricción 8g11, impidiéndole disernir entre las dos pobla-

ciones de minicromosomas. Dentro de estos elementos, tal vez 

uno de:: 1 o:=: más importantes a nivel de replicación viral sea el 

Antígeno T. Esta proteína se halla asociada al menos a 50% de las 

moléculas activas en replicación (70), y al parecer solo se re-

qui •:::re al inicio de la síntesis de DNA. Una de sus tres secuen-

e j -3 s de reconocimiento sobr~ el DNA, se traslapa con el sitio de 

restrición de la enzima BglI. Un reporte reciente, prueba que el 

T asociado a minicromosomas, bloque el acceso a enzimas de 

rr::stricción (7i ), lo que apoya la sugerencia planteada. 

Como se obseva en la -~igura 13, e l porcentaje de moléculas 

activas restringidas con EcoRI y 8amHI, con se-

cu•::nc i .35 de rec:onoc:imi.;::nt.o a la mitad y final de la cadena en 

replicación (ver figur~ J), es superior que el observado para la 

E:l"IZ i ffi -3 BglI por lo menos 1 .5 veces. Estos resultados apoyan la 
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$Ug~-:;t~E:nc i a planteada sobre el impedim~nto d~ restricción para la 

8g 1 I por factores involucrados e la iniciación de la re-

piicación. 

Sin e:mb.::irgo .. 1 C•S resultados obtenidos a partir de los en-

sayos de pulso-caza <Figuras 14 y 15), que permitirían detet·minar 

si esta región se desbloqué una vez que factores de iniciación de 

l.:; r>:::plicación no se requieren, muestran que m1n1cromosomag 

qu~ recién .terminaron de replicarse no son restringidos prefe-

rencialm-=:nte por la enzima BglI como era de esperarse si se con-

sidera que la maquinaria de replicación ha abandonado el gap. 

Este efecto se puede deber sin embargo, a que el porcentaje 

de moléculas que no fue dig€rido con la enzima reingresaron al 

proceso de ri:::pl ic.:ic:ión, asoci~ndose nuevamente con factores de 

Por •.'.Jltimo, ha propuesto que la cromatina celular as! 

CC•ITIO 

( 72)' El hecho de emplear una concentración fisio-

de sal durante la extracción de los minicromosomas, po-· 

drí -~ impe:dir el contar con la totalidad de las moléculas en re-

plicación ya qu€ e~t a s condiciones de salinidad no desprenderían 

a las moláculas que se hallan estrecham en~e unidas a proteínas de 

provocando un análtsis parcial de minicromosomas activos 

en replicación. 

Tod.as estas posibilidades planteadas: requieren de sist~mas 

adEcuados para ser descartadas. El empleo de ~Gtantes TsA de SV40 

l .:is cu a 1 es sintetizan un Ag T s~nsible a la t~mperatura podrían 
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responder en parte estos planteamientos. 

SCRIPCION Y LA ESTRUCTURA GAP. 

· Varios estudios dirigidos a delucidar la estructura de genes 

activos en .transcripción han sido reportados, pero ninguno de 

ellos muestra claramente una estrucura especifica que se asocie 

con el evento de síntesis de RNA (27), 

Evidencias acumuladas, 

lulares transcripcionalmente activos pueden ser detectados corno 

cromatina expuesta, cuando se prueba du ensibilidad a nucleasas. 

En particular ha sido d2rnostr2do que el extremo 5'regulador de 

los genes de la globina, insulina e histonas, muestran una sen~ 

sibilidad incrementada a nucleasas en células que transcriben 

mientras que aquellas que est~n latentes para ex-

prEsarlos, no muestran tal sensibilidad (28, 29). 

Mediante el método descrito en este trabajo, se logró marcar 

de manera diferencial moléculas que estaban transcribiendo in 

vivo a través de un sistema de transcripción in vitre en presen-

detergente anióni~o sarkosyl y del precurcr radioactivo 

ll. 
P<~)-CTP, de tal manera qu8 se pudo analizar la estructura nativa 

de estas moléculas y definir si presentaba~ la estructura gap. 

Los resultados en la Figura 16, muestra~ que minicromosorn3s 

activos en transcripción, son preferencialmente accesibles a la 
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acción de la enzima BglI, lo que sug ere que la región gap se 

halla presente en estas moléculas. 

El que la región gap sea hipersensible a la acción de nu-

cleasas y d2do que esta estructura se halla en minicromosomas 

activos en transcripción, hace posible sugerir que una estructura 

similar se encuentra en genes celulares activos, siendo la for­

mación de esta estructura uno .de los primeron pasos en la acti-

vación de un gen. 

En apoyo al posible función de esta región durante la tran-

scripción, viene de experimentos que demuesrtran la eficiente 

iniciaión de la transcripción del RNAm tardío de SV40 a partir de 

esta región cuando RNA polimerasa de E. coli fue incubada con 

minicromosomas virales y no asi cuando se incubó con DNA desnudo 

de SV40 (73). 

Una posible función de la región gap, podria estar relacio­

nada directamente con alguna de las secuencias comprendidas en 

ella. 

Como ya ha sido mencionado (introducción), dentro del gap se 

hallan además de l3s secuencias promotoras, las secuencias re-

petidas de 72pb con actividad aumentadora de la transcripción a 

través de su unión a factores de iniciación de la transcripción 

como ha sido sugerido rscientement2 por Jongstra, J. (61 ), por lo 

que parece posible que se requiera una estructura del tipo gap 

para que la maquinaria de transcripción se una al templado e 

inicie la sfnt~sis de RNA. 

Por dltimo, el hecho de que solo el 1% de ln~ minicromosomas 

85 



SV40 se encuentren activos ~n transcripción, mientras que 

existe un 30% de moléculas potenciales para transcribir, sugiere 

que la estructura gap no es el ónico requisito para que el evento 

de transcripción de lle\1e a cabo, requi~iéndose tal vez de con-

centraciones adecuadas de un factor específico de iniciación o 

bien d~ la misma RNA polimerasa Ilo responsable de la síntesis in 

vivo de los RNA mensajeros (74) .. 

bajo, 

esta 

En re~umen, los resultados obtenidos a través de este tra-

muestran que la presencia del gap en minicromosmas de SV40 

asociada directamente con el evento de transcripción, no 

asf con el de replicación, apoyando que la estructua de la ero-

matina juega un papel crucial en la regulación de la expresión 

genética. 
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