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RESUMEN 

Loe mecanismos implicados e• la replicaCiÓll de los cro­

mosomas eucarióticos aun no son bien entendidos. Los virus ~ 

males representan sistemas modelo muy dtilee para el estudio -

de tales mecanismos, pero se tiene que lograr la purificación 

total de los cromosomas activos en replice.ción para caracteri­

zar a las proteínas que pe:nnanecen unidas a esos c·romosomas y 

demostrar su fUneión en la replicación del DNA. En ~ste traba­

jo se describen. las bases de Wl m~todo para lograr la purific~ 

ción total de complejos replicati vos de SV40 que han sido pa?'­

cielmente purificados en un gradiente de sacarosa. El mhodo -

consiste en un sistema de i:mnunoprecinitación con anticuerpos 

y proteína 32. Se montaron las condiciones Óptimas de concen -

tración, temperatura y tiempo de incubación para la proteína -

32 as:! como para los anticuerpos. .El porcentaje máximo de 

precipitación obtenido fU~ de un 60-70~. 
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IN1'RODUCCION 

A nivel bioldgico, el estudio de los organismos vivos ha 

conducido a tres grandes generalizaciones: (A) La teoría de la 

evolución por selecei6n natural segu.n la cual las plantae y an!_ 

males de hoy derivan de los primeros organismos rudimentarios 

mediante un proooso continuo y evoluti"IO; (:&) La teoría celular. 

es decir, el reconocimiento de que todos loe organismos están 

constituidos por c4lulaa; y (C) La teorfa cromosómica de la he­

rencia, la cual plantea que la función de los cromosomas es la 

de controlar la herencia. 

Actualmente está bien establecido el concepto de que toda 

la información necesaria para el funcionamiento, el desarrollo, 

la adaptaci6n, 7 la perpetuación de loe organismos está almace­

nada en los cromosomas, y que 'stos son mol~culas de DNA. Además 

se ha confirmado que los cromosomas se encuentran divididos en 

unidades más pequeffas a las que se ha denominado genes, aiendo-

6stos considerados como la unidad fundamental de información -­

bioldgiea (1). 

Bn general, el flujo de la informacidn gen,tica va desde 

el DNA, a travls de la producción de RNA (transcripción}, hasta 

la síntesis de proteínas (traducci6n). Los productos de la ex­

presi6n gen,tioa determinan estructuras y actividades celulares 

que permiten la organización de los organismos vivientes (1,2). 

Esta infonaacidn contenida en los genes, habr' de ser preserva­

da a tra~s de las generaciones en las diferentes especies, con 

lo que se dá el evento de la replioaci6n del DNA. 



En los organiemos procari6tes, los cuales tienen la ca­

ractorí~tica de presentar solamente un cromosoma, el evento de 

la replicacidn resulta de la interacción de una proteína regul! 

dora con una secuencia de origen en su DNA, y est' directamente 

en funcidn del medio ambiente (3). 

En las ct$lule.e d·e loe organiemoe eucariotes, la cueeti6n 

es mucho m'e compleja debido a que en ~etoe organismos existe -

una mayor cantidad de material gen~tico (Pig. 1), ha.y una sepa­

raoi6n tísica ent,re la transcripci6n y la traducei6n, el DNA se 

encuentra acomplejado a proteínas y RNA fonnando a la cromatina, 

y existen fenomenos asociad.os a la diferenciaci6n. Además, la­

inform.acidn gen,tica de &etas c~lulas está contenida en varios 

cromoeomae,y el genoma completo tiene que ser replicado precie~ 

ment,e una vez por cada di viei6n oelulsr, surgiendo la incógnita 

de como es regulado el acto de la replicaci6n del DNA a trav~s­

del cíclo celular (3). 

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA. 

Las proporciones relativa.e de los componentes de la cro­

matina, y su estructura, depende• críticamente del m6todo de 
• 

aislamiento así como del tejido de origen (4). En promedio, la 

relaoidn entre las proteínas y el DNA es 4• 2:1. El conte.nido -

de RNA es menor al 10~ de la aaea de DN! y coaaiste principal-­

mente de cadenas nacientes aaocl'iadas al templado de DNA. Las -­

proteínas de la cromatina se di'Yiden en histdnioas y no hist~n!, 

cae (3). 

2 



Plg. l. Bll bta 11icrografia electrcSnioa se aprecia la ene>rme 

oanti4ad de aaterial. genltico que contiene taa solo uno de los 

oromoeomaa (sin histoaa8) de una oUula eucari6tica (47). 
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Las histonae son proteínas btisicae 'JUe s;, "ncunitran e11 

la misma proporción (peeo:peso) al DNA, y una de aue caracte-­

rísticas es que están lllnplia11ente conservadas en tod0e los eu­

cariote•. Las hi$tonae H3 y H• {rica$ en arginina) ee~lln entre 

las proteínas m's conservadas ea la eTOluci6n, mientras que las 

hietone.s H2A 7 H2B (ricas en lisina), aunque conserva4ae, pre­

sentaa liceras variaciones intereepec!ficae ~n sus secuencias. 

'Por su parte, la histona Hl ee muy variable entre las eepecies 

e incluso entre los tejidos (1,3,5). 

Estudios tanto de microscor:iía electronica como bioqu!m!. 

coe, muestran que la cromatina eet& organizada ea unidades ee­

tnicturales que compactan al DNA y se r•piten regulanaente 

como "cuentas de collar". A tales unidade• se lee ha denominado 

nucleosomas, los cuales contienen aproximada.mente 200 paree de 

baeea de DNA asociado a un octilmero de hietona.s que consiste -

de dos copia• de cada un.a de las hietonas H2A,H2B,H3 y H4. El 

DNA nucieosomal. puede ser dividido en dos regiones: el DNA 

central ("core") con una longitud invariable de 146 pe.res de -

be.eee (que se enrrolla en el octúero de hietonu dandole dos­

vueltas); 1 el DlJA eslabón ("linker") que puede variar en lon­

gitud desde 8 hasta 114 paree de bases y al cual se encuentra­

asociada la histona Ha (1,3,4). 

La secuencia de nucleosomaa regularmente espaciados 

organiza a la cromatins en una fibra de aproximadamente 100 A.. 
Esta fibra de 100 Á ae puede enrrollar en e:! misma dando ori--

o 
gen a la fibra de 250 A, la que a eu v~z se enrrolla formando-

los oromomero•, 1 'stoe al empacarse alin m,s, forman el cromo-



soma metafia1co (1,3,4). 

Las proteínas no hieton&s son un gnlJ>O bastant• hetero­

~eo de proteína• ac{dicaa, constittqendo al menos 150 espe-­

eif!la distintaa, con pesos moleCNlare• que oacilan entre 15,000 

a 225,000 daltone• (en el. caso de laa lid.atonas, &etas oeoilaa­

entre l?,000 a 23,000 daltonea). Cerca del 50~ de la• no hi•t2., 

nu lo forman proteínas est:nioturale• tales como alfa 7 beta-

1:ubu.lina, aotina, aiosina, troponina 7 tropomiosina. Entre el-

2 'I el 4,C de lle.a pro'tefnas no Id et6nicas son proteínas que re­

conooell secuencia• eepec:!ficae ea el DMA. Entre lae prote:!nae­

reatantea,. se encuentran 1111etleaau, aetila-, fostorilasu ,­

DltA 7 BNA polimerasaa, proteínas del gru.po de al.ta movilida4 -

(IRG}, ubiquitina, nucleoplaamina, proteasac, 7 tal ves muehu 

eaz{mae a'8 (1,J,4). 

Bll general el material croaoe<fmico ha sido dividido en 

dos al.ases en base a observaciones citoldgicas durante el c{clo 

celular. La cromatina que sigue un c{clo, n.riando de un est~ 

clb extendido ea iatertase a uno condensac!o en mi to sis se 11-a 

eucromatina, la cual representa entre el 2 7 el 20~ del DNA, -

eat4 constituida principal.aente por la fibra de 100 i;yes rica 

en proteínas no hist6nicaa 7 en secuenciae qu~ :forman parte de 

la poblaci6n del mu. aensajero. ~la croaat1- que se mantiene 

con4en•ada en interfase, conocida como heterocromatiaa, que •!, 
o . t' formada por la fibra de 250 A 'I ea pobre ea proteína• no 

histcSnica•. Bs'ta heterocromatina a ea riz, inol~e dos tipos -

de material: la heterocromatiaa constitutiva, que se encuentra 

•iapre condenaa4a ttlll las distintas eflulu de W1J organiaao 12_ 

' 



aalisa4a •• zoaa• bien definidas de los cromosoma• (bandas C), 

carece 4• genes eatruoturale•, ooatiae eecuenoiaa altllllente -

repetit~YaS (DNA satelite), 7 se replica tardíamente en el 

período S; 7 la heterocromatina facultativa, que contien• se-­

ouencias de DNA que en otros tejidos o cflulas est4n presentes 

como . eucroma~iaa, es 1naot1va en s~ eXpresidn gen~tica, no fo!, 

aa parte de lu ban4as a, 7 'habien ea un replicador tard:!o en 

•l pert6do S (1,3,4,6). 

Bntoaoee la estructura de la cromatina juega un papel -

iaportante en la expre•16n de los genes. Ahora bien, collO es -

que •on mantenidos loe e•tados de ooD4enaaci6n y deecondenea-­

oi6n de la cromatina durante la replicaci6n de loe cromosomas, 

sin que se altere el patr6n precl•o de expreeidn gen,tica que 

oaracterl•a a la• o&lulaa de cada tejido, a trav&a de la divi­

•i6a celular? (3). 

La duplicaoi6n del DNA ee generalmente un proceso compl~ 

30 qae inYoluora W1! conglomerado de acti vidadea enzim,tica11, y 

que aotualaente eet' mejor entendido en los organismos procari~ 

tes graeiaa a los estudios ~ !11!:2. de algunos de los componen­

tes purificados, 7 su implioaci6n !!!_ !!.!2. por el efecto de la.s­

mutaciones en sus respectivos genes. Sin embargo~ en el caso de 

los organiemos euoariotee, los ooaocimientos son mucho más limi 

tados ( Pig. 2) 1 la ma;rorfa de ellos so han obtenido por varias 

t'onioaa a partir de sis.temas !.!, !1t!:2_ (3,5,6), contandose hasta 

7 



Pig. 2. llbdelo de un tenedor de replioac16n eucari6tioo. Existe 

al menos una evidencia de cada uno de los componentes presenta-­

dos, sin embargo la verdadera estructura del tenedor con todos­

sus componentes es at1n desconocida (7)- HD-Prot., proteína des­

estabilizadora de helioe. oc-POl., DNA polimerasa ~. Lig-1, lig! 

ea I. 



Brazo Adelantado 

.. /"', . ~ü (()(. ~ ·1rull' /¡~'""\ ~?\.r<:J. 
~e/~ >~ff]J \8 ·~V ~c»/.rt j< !ff /" l' ' .J ·'o ~~. j.}.2/ 

r-188-1 / r 
Jn~rA4f:.'~~.)r, ... -: .. ~~~ª"c~.~~~~~=! 

tf. ) ' 'i ":< <¿, (/i (' ~~· ~;(!'' 5-40 Kb 
L'-~v)..j "b-:'x)" l t\,~ '¡·\~ ..... ""' 

L:-i .1· '\''-' . 1 · 1 1 · ~~ a-Poi . 
1 1 . '" ~ . 1 . l (\ :cz~- ) p-:=115;:::- • r!=l 

Nucleosoma L-23ot5o-1 \:-~~~~\ ___ . . \:W&.\~ fi .... r~rf'C'\/f;f\4 
Maduro Pares de! ~..../.·. \J',, . J l . {[ '/)~~ 1:"r\ .. ··.··· /1 ¿·\ rj (()~ 

bases '---t23ot~o1--~"'--r/ ~~.r4 ""~0 -~? 
DNA Llg·l 

Brazo Retrazado 



hasta el momento con la prasencia de algunas mutantes en leva.­

dura, raton, y virus SV40 (7,17,55). 

Estudios de autorradiografía y de microscopía electr6n1 

ca han revelado la presencia de varios replicones a lo largo -

de cada cromosoma eucari6tico, lo que hablaría de una secuencia 

específica de origen distribuida en varios puntos de cada cro­

mosoma (3,7,8). Si la distancia entre cada replic6n est' entre 

100 a 200 kilobasee, en un genoma de mamifero (haploide) debe­

ría de haber entre 20,000 a 30,000 secuencias de origen, y &e­

ta secuencia podría ser un miembro de UJJ:a familia de secuencias 

repetitivas. Sin embargo, el orden preferencial de iniciacrl6n­

en varios sitios implica una regulaci6n, lo cual sugiere la 

presencia de señal.es dnicas de origen en el DNA. As! por ejem­

plo, la heteroc.romatina representa un replicador tardío duran­

te la fase s, aunque ~sto tambien podría consideraree como una 

consecuancia de su estructura mis condensada, y no necesariame~ 

te como una asociación con un simple tipo de eecueacia (3). 

En el gen6ma mitoeondrial y del virus SV40 existe un -­

'dnico origen de replicac16n {Pige. 4 y 5) de cerca de 75 paree 

de basee (7,9), y en el caso de ~ste '11ltimo, se sabe que se r~ 

quiere del antigeno T para que d& inicio la repl1caci6n de su­

DNA (7,9,10,11,12,13). Adem!s, se sabe que &eta proteína tam:.­

bi~n estimula la síntesis del DNA celular, aunque su preciso -

mecanismo de acci6n es atin desconocido {7,9,14,15). Adicional­

mente, en el caso de Adenovirus se ha encontrado que una pro-­

te{na de origen celular denominada factor nuclear l se une es­

pecíficamente a su origen de replicación, y se cree, que la -­

secuencia reconocida por ~ste factor en el DNA de Adenovirus -

ILO 



Pig. 3. DNA de sv40. a) Minicromoeomae visualizados mediante 

la Ucnica de Duboohet (49), x 90,000. b) Minicromosoma ea el 

cual ee aprecia la regi6n desprovista de nucleoaol!laB ("gap~), 'i 
en la cual se encuentra el origen d~ replicaci6n, x 180,000o­

c) DlfA de SV40 sin proteínas preparado según la técnica de -­

Kleineobiaidt (50)p x 90,000. (Chavez P., Garoia A.). 
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eet~ también presente en la c~lula (16)~ 

Respecto a la síntesis del DNA~ se ha encontrado que es 

bidireccional :¡ de tipo semiconservativo (F:tg. 2), quedando aún 

en debate si ásta procede de manera semidiscontínua (con frag-~ 

mentos de Okazaki dnicamente en uao da los brazos del teaedor -

de replicaci6n), o si CA totalmente discont!nua (con fragmentoa 

de Okaza.ki en ambos brazos del tenedor de replicaci6n). Sobre -

los fragmentos de Okazaki, se ha demostrado que al igual que en 

procariotes, se requiere de la s!•tesis de un RNAprimer para su 

fome.ci6n (3, 7). 

En cuanto a lat1 proteínas involucradas en la e{ntl!'si~ -·­

del DNA, la• eVidenciae iadican que la DNA polimerasa <:>(es la -

enz:!~~ responsable de la iniciac16n y la elongaci6n en la repl~ 

caci6n de la cromatina celular y de los Virus SV40 y Polioma -­

(3, 7, 8, 17,18,24), preeentando una tasa de síntesis estima.da (en 

mamiferos} en 1,000 a 3,000 pares de base~ por minuto, y siendo 

hte un valor muy bajo en relacicSn con la tasa de replice.ci6n -

del DNA bacteriano (~ 50,000 paree de basee por minuto)( 3, 7, 8). -

Sin embargo algunos aspectos como serían los de su peso molecu­

lar, su localizaci6n (nuclear o aitoplasmica), y su acompleja-­

miento con otras prote!nas durante la síntesis aún no han sido­

bien dilucidados (17). Una característica que llama le atenci6n. 

es el hecho de que &eta enzíma es praoticamente ubicua en la e!5 

C9la tilogen~tica, conteniendo una subunióad catalítica que 

incluso ee eaouentra en 1~ DNA polimer~ea !lI de !:..2211. (17}. 

Otra de las cosas que se han encont:re.do ultimruner1te ea una co-­

rrelaci6n entre los diferentes ntvttles de ~sta e:nzÍDla., y ls. di-

13 



lig. 4. Mapa de SV40. Or, Origen de replicaci6no SLT, Secuen­

cia lider tard{a. VPl, VP2 y VP3, regiones que codificen para­

proteínas de la c'pside. T, secuencia.o que codifican para los­

ant!genoe de tranef'orma.ei6n celular. 
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ferf'nciacion o.dular (17). 

La DNA polimerasa f. en; contraete 9 ea un~ enzfme. ausente­

en proca.riotes y ple.ntas, y ciertas eVidericies indican que 6sta 

polimers.ea participa en procesos de repar!l.ci6n del DNAJ aunque­

ta.l funcidn tambUn le ha sido atribu:Ída a la DNA polimer .. eao<. -

(17). Otra DNA polimerasa muy conservada entre los eueariotee -

es la '1 , la cual se encarga de la replicacidn del DNA mi tocon-­

drial, pero que tambi&n hfi, sido encontrad¡¡ en el n'dcleo con fun 

ci6n adn desconocida. Su presencia nuclear f'u6 detectada porque 

ah! realiza l• repl1.eaei6n deil DNA de Adenovirue (17). As! mia­

mo se ha descrito l& presencia de otra DNA polim.erasa euca.ri6t!_ 

oa (la Ó ) la cual es pra.cticamente similar en cuanto e. suf:l co.-­

racter!eticae y f'unci6n a la DNA polimeraea0< (17)º 

Se han eneontrEt.do evidencias sobre la presencia de otras 

proteín~s {P'ig. 2) como son l~s proteínas desestabilizadora.a de 

h~lice (3,7,19), las topoiaomerasas (3~25), las proteínas gira.si\ 

y ligaea (7,25), y alguno~ otros factor•® necesarios para la re 

plicaci6n que no han podido aer earaeterize.doe, pero que han 

sido detect2dos por su labilidad ante el calo~ (7,20). Así, la­

infonnaoión de oue se dispone sobre todae estas proteín~a y fa~ 

to res ( asi como de las DNA polimeraeas menciona.de.e), no provee-­

de une. ee.tief'actoria explicaci6n sobre el funcionamiento de loe 

complejos de replicaci6n y reparacidn del DNA dentro de la c'lu 

la (17). 

Con respecto al ensambla.je de las hietones con el DNA du 

rante la repl1caci6n, adn existe debate en cuento a que si 6ete 
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sucede al azar o de manera conservativa (3,7,14t2l,22). No ob!:!,. 

tante, se ha CO!llprobado que tal ensamblaje sucede de un8. brma 

muy rápida, y que existe una maduración de los nucleosomas 

{Pig. 2) reflejada en una modificación de las histonas (desac! 

tilaoión) confo:rnie procede la síntesis del DNA (7,23). También 

se ha visto que el ensamblaje de las histonas con el DNA puede 

ocurrir libremente y no necesariamente asociado con el acto de 

la replicación, siendo independiente de la secuencia nucleoti­

dica en el DNA, y requiriendo de un factor al que se ha denomi 

nado nucleoplasmina (3,7). El mecanismo preciso de sep'8.ración­

de las dos mol~culas hijas al final de la replicación es aún -

desconocido (7). 

AISLAMIENTO DE LA CROMATINA ACTIVA EN REPLICACIONo 

El primer paso que se debe de dar para poder estudiar -

la cromatina activa en replicación es purificarla. 

Uno de los principales problemas que se presentan al i~ 

tentar separar la cromatina activa en replicación en eucariotes 

es la carencia de una sincronía en el cíclo celular, y aún 

cuando se lograra resolver ~ste problema, durante la fase S la 

replicaci6n se va dando a diferentes tiempos, con lo que siem­

pre existirá una contaminación de la cromatina celular que no­

está replicando, sobre la que si lo está haciendo en un momento 

determinado (3,18). No obstante, ee ha conseguido la purifica­

ci6n de algunas de las proteínas que forman parte del complejo 

de replicac16n (18), y con ellas se han realizado algunos est:!. 

17 



Pig. 5. Cí~lo Replicativo de SV40. La replicaci6n del DNA de 

SV40 procede de manera bidireccional a nartir de su ~nico replt 

cefo, generando se varias regiones de DNA cadena sencilla. RI, 

intermediario replicativo. RI~, intermediario replicativo cer 

cano a la terminación, el cual origina directamente fonna II, 

o bien dímeros catenarios que por la acción de una enz:!ma ( la 

topoisomerasa) originan la forma I. Las formas superhelicoi-·­

dal (I) y circular (II) son interconver~ibles, y la forma li-­

neal (III) se genera al haber un corte de las dos cadenas del­

DNA. Ori, origen de la replicaci6n. Term., :r.egi.6n donde ter­

mina la replicación y se separan las moléculas hijas (57). 

18 
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dios in Yll.!:2.• 

En la mayoría de los estudios iE, &t:r:2_, corno los realiz~ 

dos en celulas permeabilizadas de ~accharo:nyc_~ cerevisiae, en 

extractos celulares de Chlamidomonas reinhartii 1 en extractos -

celulares con DNA de Adenovirus (18), y en extractos de Xenopus 

laevis con DNA de SV40 (18,27), se ha logra.do restablecer la -­

s!ntesis de DNA en cromosomas ya iniciados. Sin embargo la ini­

ciaci6n de la síntesis en los origenes de los nuevos replicones, 

con algunas excepciones, aún no ha podido ser obtenida !..!!. vitro 

(3}, y se hsn detect11do ligeros cambios en el patrón normel de 

replicación del DNA en tales sistemas {7) . 

La purificación parcial de una fracción cromat!nica act!_ 

va en replicación conteniendo específica'Ilente un replic6n ha -~ 

sido posible con el genoma d.e SV40 (28 9 29,30) . En celulas infec 

tedas 1:1'.ticamente, el DNA del SV40 se halla asocia.do con histo­

nas formando un minicromosoma (9) (Fi.g. 3). En los es.tados tar­

díos de la infecci6n, las secuencias virales son amplificadas -

5 X io5 veces, estando solo entre el 2 al 5.°t activo en replica-

ción ,. y un 1% activo en transcripción (3,9 ~ 31,32 ,53}e 

Los minicromosomas ofrecen las ventajas de ser una pobl~ 

eión homogénea de mol~culas de DNA de doble cadena circular de 

tamafio pequeño (5,243 pares de bases), su secuencia de nucle6ti 

dos está bien establecida (Fig. 4} (33), posee un único replicón 

(?} t su ciclo de replicaci6n ha sido ya determinado (Fig. 5)~ y 

ademá s presenta la fact l id a d de extraerlo b~.jo condiciones no -

desnatu r a lizantes bajo 12_¡3 cuales se mantiene la estructura pr_t 
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maria de la cromatina (34). 

:Edenberg, et al.(1977) y Sundin & Varshavsky (1980) han­

descrito la semipurificación del complejo de replicación de 

SV40 bajo condiciones que no alteran la estructura de la croma­

tina (O.lK de NaCl). Ambos procedimientos utilizan el cambio en 

sedimentación en gradientes de sacarosa para seoarar los com­

plejos de replicación del resto de los minicromosomas. Sin em-­

bargo es bien conocido que la separación que se logra mediante­

&sta t~cnica es parcial (7,18,28), existiendo una contaminación 

no solo de los minicromosomas maduros sobre los replicativos, -

sino tambi~n de DNA celular (18). 

OBD'E!IVO DKL TRABAJO Y ES!RATBllA EXPERIMENTAL. 

El objetivo del presente trabajo consiste en el desarro­

llo de un m~todo de purificaci6n de cromatina activa en replic! 

ción usando como modelo el minicromosoma activo en replicación­

de SV40 obtenido a partir de nácleos celulares en la etapa tar­

d!a de infecci6n. 

Para lograr el anterior objetivo, se va a experimentar -

una estrategia que consiste en el empleo de la prote!na codifi­

cada por el gen 32 del bacteriófago T4 (P32), la cual presenta­

una gran afinidad por ácidos nucleicos de cadena sencilla ( 36, 

37,38). Este hecho sugiere la posibilidad de pennitir la purifi 

cación de los minicromosomas activos en replicación ya que se -

ha reportado la presencia de regiones desnudas de DNA de cadena 
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sencilla en los complejos de replicaci6n de SV40 (29). Como pri 

mer paso, se asociaría la P32 a las regiones de DNA de cadena -

sencilla presentes en el complejo y posteriormente, mediante el 

empleo de anticuerpos dirigidos contra la P32, se intentaría la 

inmunoprecipitaci6n de tales complejos de replicaci6n (Fig. 10). 

Para lograr ésto, se deberán de cumplir los siguientes objetivos 

intermedios: 

1.- Obtenci6n y purificaci6n de la proteína 32. 

2.- Producci6n y purificaci6n de anticuerpos de conejo dirigi­

dos contra la proteína 32. 

3.- Obtenci6n y purificaci6n de ácidos nucléicos diferencial-­

mente marcados (3H-DNA cadena sencilla y 14C-DNA cadena doble). 

4.- Aislamiento de cromatina de SV40 que ha sido marcada durfi!! 

te un tiempo largo de 16 horas con 14C-Timidina, y durante un­

pulso de 5 minutos con 3K-Timidina a partir de celulas CVl, y­

dure.nte el período tardío de la infecci6n. 

5.- Establecimiento de las condiciones de la inmunoprecipita-­

ci6n (concentraci6n de P32 y de anticuerpos, tiempo de reacci6n, 

temperatura 6ptima). 

Los productos de la. inmunoprecipitaci6n se pueden valorar 

por la separaci6n diferencial da marca radioactiva, es decir, -

si recuperamos en el precipitado la marca incorporada durante -

el pulso de 5 minutos (3H) y si a la vez ésta marca (y no así -
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la d~ 14c) desaparece del sobrenadante, nos indicaría que posi­

blemente estamos precipitando específicamente el complejo de re 

plicaci6n de SV40. 

Una alternativa dtil para asegurarse de la presencia de­

los complejos de replicaci6n de SV40 en los precipitados obten!. 

dos podría ser el empleo de electroforesis en geles de agarosa­

y de poliacTilamida-SDS. 
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IATERIAL Y METO DOS 

A.- OMENOION Y PU.BlFICACION DE PROTEINA 32 (39 ). 

1.- P:ropagacid'n del BactericHago T4. 

Se creció un in<foulo de 600 ml. de la bacteria ~ ~ -

CR63 su+ en medio M9 por toda la noche a 37ºC. Al día siguiente 

una fracción del ind'culo se diluy6 en 10 lt de M9 hasta obtener 

una absorbancia de O.Ol a 590 nm. Posteriónnente le. bacteria se 

crecid' a 37ºC hasta obtener una lectura de O.l-0.2 de absorban­

cia a 590 nn. Se le añadió en seguida al medio 40 mg/lt del ami­

noacido L-triptd'fano. Diez minutos después, las bacterias se 

infectaron con el bacterid'fago T4 triple mutante (33-amN134, 55-

amBL292, y 58-61-amE219) adicionando un fago por cada 10 bacte­

rias (moi = 0.1). El cultivo se incubó por 4 hr.; luego se adi­

cionaron 2 ml de clorofol'!llo y 35 J>-g de DNAsa I pcr cada litro . de 

cultivo. Se incubó m.ievamente por 30 min. a 37ºC y posterior­

mente se enfrid' a 4 ºC. Después se centrifUgd' a 5, 900 x g. (en­

una centrifllga de flujo cont!nuo) por 10 min. a 4°0 para elimi­

nar restos celulares. Al sobrenadante se le agreg6 NaCl a una -

concentración final de 0.5 M y Polietilenglicol 6,000 al 10~ -

final; se mezcló por 2 hr. a 4°C, centrifUgandose después a -

5,900 x g. por 10 min. a 4ºC. La pastilla obtenida se resuspen­

did' en 200 ml de amortiguador Tris-HCl 0.02 M pH: 7.4, 0.1 M -

NaCl, y se mezcló suavemente por 1 ó 2 días. Pin0.lme:=te se cen­

trifUg& a 4,100 x g. p~r 10 min. a 4ºC, para limpiar el fago de 

restos celulares. El fago se almacen& en refrigeraci6n a 4ºC , y 

se prepararon muestras liara microscopía electrd'rd.ca por - -



la técnica de tinci6n negativa (48). 

2.- Obtenci6n de Bacterias E. Q.91i B infectadas con Bacteri6fago 

T4. 

Se creci6 un in6culo de 600 ml de la bacteria E •. 9SJ li B su -

(cepa no supresora de mutaciones ambar de bacteri6fago T4) en­

medio M9 a 32ºC por toda la noche. Al día siguiente una fracción 

del in6culo se diluy6 en 10 lt de medio M9 hasta obtener una ab 

sorbancia de 0.1 a 590 nm. El cultivo se creció a 32ºC hasta 

una absorbancia de 1.0 a 590 nm. (se tienen en ésta lectura 4-5 

x108 cHulas porml. de cultivo). Aproximadamente de 3.5 a 4 ~ 

hrs. después de que se inició el cultivo se obtuvo una absorban 

cia de l; entonces se adicionaron 40 mg de L-triptófano por J.t. 

de cultivo y se incubó por 10 min. Posteriormente se infectaron 

las bacterias con el bacteri6fago T4 triple mutan.te adicionando 

5 fagos por bacteria (moi "" 5) y 5 min. despuEfs se agregó más -

fago (moi = 5). Se incub& el medio a 32°0por1.5 hns. -::i" ense- ­

guida se enfrt6 a 4 ºc. Despu~s el oulti vo se centrifut;ó a 10t 500 

x g. (en una centrifuga de flujo contínuo e. temperatura e.mb:i.en~ 

te) descartandose el eobrenadante. La pastilla obte:rüda se pesó 

en papel aluminio y se congel6 en nitrógeno liquido. Finalmente 

la pastilla fué almacenada a ~?OºC. 

3.- Purificaci6n de Proteína 32. 

Se mezclaron 60 g de bacterias E. coli B infectadas con 

el bacteri6fago T4 con 180 ml de amortiguador L (40 mM Tris 

HCl nH:8.l, Oel M NaCl, 10 mM Mg012 , 2 mM CaCl2, 1 mf4 EDTA, 1-­

mfll ,8-mercaptoetanol, 1 mM Pf\'!SF y 20 rg/á1l de DNAsa l) en ur;e, 1i 

euadora a baja. velocidad (8°0). Enseguida se centrifugó a 4,000 
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x g durante 3 min.a 4º0 para eliminar espuma. Entonces se dis-­

tribuy6 la muestra en volumenes de 100 ml y se sonic6 en un 

sonicador Branson B-30 durante 3 intervalos de 3 min. al poder­

máximo del sonicador teniendo cuidado de que la temperatura no­

exced iera de 15°0. Enseguida se incub6 durante 30 min. a 15ºC y 

se enfri6 rapidamente a 4ºC. Entonces se centrifug6 a 23,500 x-

g durante 30 min. a 4°0 para bajar restos celulares. Se tomó el 

sobrenadante y se ultracentrifugó a 90,000 x g durante 2 hrs. a 

4°0 para empastillar ribosomas. El sobrenadante se dializ6 con­

tra 2 lt de amortiguador DC O (O.l M NaCl, 20 mil Tris-HCl nH:8.l, 

5 mM EDTA, 1 mM ~-mercaptoetanol) realizandose tres cambios 

durante 18 hrs. El dializado se centrifug6 a 16,300 x g durante 

5 min. a 4°C y al sobrenadante se le adicion6 glicerol hasta -­

una concentración final de 10~. Esta muestra se sometió a una -

cromatografía en una columna de DNA-celulosa (63 rnl) previamente 

equilibrada con 90 ml de amortiguador DO l (O.l M NaClp 20 mM -

Tris-HCl pff:B.l, 1 mM EDTA, 1 mM ¡s -mercaptoetanol, 10'~ glicerol), 

eluyendose sucesiva.'!lente (a un flujo de 40 ml/hr) con 90 ml de 

cada uno de los siguientes amortiguadores: DC 1, DC 2 (0.6 M NaCl, 

20 mM Tris-HCl pltt8.l, 1 mM EDTA, l mllI~-mercaptoetanol, 10:' -­

glicerol), y DC 3 {2 M NaCl, 20 mM Tris-HCl pK:8.l, l m.M EDTA , 

1 mll ,a-mercaptoetanol, 101' glicerol); y colectando se posterior­

mente fracciones de 6 ml. Se juntaron aquellas fracciones que -

eluyeron a 2 M de NaCl y tenían una absorbancia mayor de 1 a -

280 nm. Esta muestra se dializó contra 2 lt de amortiguador B­

(20 mM Tris-HCl pH:B.l, l mM EDTA, 1 mM,8-mercaptoetanol, 10% -

glicerol) realizandose 2 cambios durante 12 hrs. El dializado -

se someti6 a una cromatografía en una columna de DEAE-Celulosa-

( 30 ml) previamente equilibrada con 25 ml de amortiguador B, y 
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ee eluycS la muestra (a un flujo de 20 ml/hr) con 150 ml de un 

gradiente lineal creciente de sal (de O a o. 5 M NaOl) el cual-

se fo:rmcS con 75 ml de cada uno de los amortiguadores B, y B 0.5 

(20 mI Tris-HCl. pH:8.l, 1 mJI EDTA, 1 mM,9-mercaptoetanol, 10~ • 

glicerol, 0.5 • NaOl). Se colectaron fracciones de 6.5 ml y se 

reunieron aquellas fracciones que presentaban una absorbancia­

mayor de 1 a 280 nm. Beta muestra se dializcS contra 2 lt de 

amortiguador PS O (0.1 I NaCl, 30 mil !ris-HOl pHs8.l, 1 mM · -­

~-merca.ptoetanol, 10~ glicerol) efectuandose 2 cambios de amo!: 

tiguador durante 12 hre. y éste dialbado se mezclcS con un -­

volumen de amortiguador PS 2 (0.1 • NaOl, 30 mM 'l'ris-HOl pHt8.l, 

1 mll~-mercaptoetanol, 10~ glicerol, 20 mil MgC12, 26~ (~4)2 -

so4 ). Entonces se someticS a una cromatografía en una columna -

de Fenil-Sefarosa (10 ml) previamente equilibrada con 15 ml de 

amortiguador PS 1 (O.l • NaCl, 30 mK !ris-HOl pHt8.l, 1 rnJI -­

Ji-mercaptoetanol, 10 mJI )(gC12 , 10~ glicerol, 14~ (Jti4 ) 2 so4 ) , 

lavandose enseguida la columna con 15 ml de amortiguador PS 1-

( a un flujo de 14 ml/1lr), y eluyendose posteriormente con 100"· 

ml de un gradiente invertido lineal de 14 a O:' (NH4)2 S04, el 

cual se formcS con 50 ml de cada uno de los amortiguadores PS 1 

y PS 3 (0.1 M NaCl, 30 m1! 'l'ris-HCl pHt8.1, 1 mlllp-mercaptoeta­

nol, 10 mll JlgC12, 10)< glicerol); nuevamente se lavd la columna, 

pero ahora con 15 ml de amortiguador PS 3 con la finalidad de­

tenninar la eluoi&n, colectandose fracciones de 3 ml. Se junt~ 

ron aquellas fracciones que presentaron una abeorbanoia mayor-

de 0.2 a 280 nm y se dializcS primero contra 250 ml 4e.áiíl6rti-­

guador S 1 (O.l M NaOl, 20 mil Tris-HCl plf:8.l, l mK ED'l'A, 0.5-

M DT'l', 10~ glicerol) realizandose 2 cambios durante 12 hrs.; y 

finalmente contra 250 m1 de amortiguador S 2 (O.l M NaCl, 20 -

m!l Tris-HOl pH:8.1, 1 .. ED'l'A, o. 5 M Dft, 62~ glicerol) efec--
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tuandose 2 cambios durante 12 hrs. Las alícuotas de 1 ml se al­

macenaron a -20°0, y se determin6 su ooncentraci6n por el m4to­

do de Bradford (51). 

B.- OB!ENOION Y PURIPIOAOION DE AMIOUEBPOS DB OON&TO CONTRA 

LA :PROTEINA 32. 

1.- Obtenci&n y Preservaoidn del Suero (40). 

Para la obtenci6n del suero se dispuso de 4 conejos ma­

chos New Zeland de aproximadamente 1.5 Kg, y a cada uno de loe­

cuales ee le inmuniz& con 200 ~g de proteína 32 y adyuvante de­

freund completo (1:1). La primera inmunizaci6n de los conejos -

se realiz6 in;yectandolos en loe cojinetes de las patas traseras 

y en la parte dorsal. Las subsecuentes imnunizaciones (cada 15 

días) se aplicaron simulta.neamente por v!a subcutanea en la Pª!:. 

te dorsal, 1 por v!a intramuscular en las patas traseras. El --

' sangrado de los conejos se realiz6 cada 8 días despues de la --

primera inmunizaci6n, y se fu' observando la respuesta del cone 

jo y el titulo de anticuerpos por medio del m~todo de in.~unodi­

fusi&n (cruchterlon;y) (40,42). 

Después de sangrado el conejo, se dej6 la sangre por 2 -

hrs. a 37º0 para permitir la formaci&n del .coagulo. Entonces se 
separo el suero del coagulo cuidadosamen.te y se oentrifug<S a --

1,000 x g durante 30 min. a 4ºC. Se tom6 el sobrenadan.te cuida­

dosamente con una pipeta pastur con la punta justo debajo del -

menisco, y se almacen6 a -20°0. 
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2.- Purificacid'n de l-Globulinas (40,41). 

i'odas las operaciones se realizarón a 4ºC. 

Se tom& un Volumen de suero (20 m.1) y se le adiciom un 

volumen de amortiguador boratos (O.l • B03-3, 25 mM Na2 :84 07-

pff: 8 .. 4, 150 mM NaCl), agitandoee le11tamente por 15 .min. Ento!l 

ces se adietom un "VOlumen de ( NH
4

) 2 SO 4 (saturado a 411 0) len­

tamente (gota a gota) y agitando constantemente. Se dej& repo­

sar por 6 hr. y en seguida se a:entritu.gd' a 1, 200 x g durante 

30 min. Se separd' la pastilla y ~eta se resuspendi& en un pequ!t 

f'io volumen de amortiguador boratos (10 ml) (se guard6 el sobr!. 

na.dante para titulo); nuevamente se adiciom un Volumen de 

CNH4)2 so4 lentamente y agitando constantemente y se cent:rifu­

g& a 1, 200 x g. durante 30 min. Se tom& la pastilla (guardan-­

do se el sobren.ad.ante para titulo) 1 se resuspendi4 en un pequ! 

ño volumen (5 ml) de amortiguador PBS (O.l H P04-3 pH: 7.2 , -

150 m14 NaCl). Se dializd' contra· un litro de amortiguador PBS -

(6 cambios durante 72 hrs. ), y el dializado se pas& por una ~ 

lumna doble que contenía 30 ml de CM-Celulosa sobre 30 ml de D! 
AE-Celulosa, equilibrada con amortiguador PBS. Se colectaron 

fracciones (velocidad de flujo de 40 ml/hr) de 10 ml, conclu-­

yendoee la coleccicfo de las '!-globulinae con 90 rnl de amortigu!!_ 

dor PBS. Se juntaron aquellas fracciones que presentaron una 

absorbanoia mayor de 1 a 280 nm 1 se almacenaron alícuotas de 

1 ml a -20º0. La concentracid'n de proteína en las alícuotas -

fU' determinada por el m~todo de Bradford (51). 
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C.- OBTENCION Y PURIFICACION DE DNA CELULAR. 

1.- CUltivo de Células (30,31). 

Las células CVl (línea establecida a partir de células -

de riñon de mono verde africano) se cultive.ron en monocapa en 

medio Eagle modificado por Dulbecco y suplementado con suero f~ 

tal de ternera al 10~. I.:>s cultivos se mantuvieron en incubaci6n 

a 37°0 y en presencia de co 2 al 7~. Para los pasajes de mantent 

miento, las células fueron sembradas en frascos de 75 cm2 a una 

densidad de 5 X 106 células contenidas en 20 ml de medio con --

suero. 

2.- Marcaje y Extracci6n de DNA Celular (31,44). 

Las células CVl fueron sembradas en cajas de petri (p---

100) a una densidad de 3 X 106 células. en 10 ml de medio suple­

mentado con suero al 10~. 72 hrs. después se realiz6 un cambio-

' por medio fresco, y 24 hrs. despues de esto se retiraron 5 ml -

de medio a cada caja, adicionandose enseguida 2. 5 J"Ci de 14c-­
Timidina o 25rc1 de 3IL.Timidina por caja. Se incub6 por 16 hrs. 

a 37ºC en presencia de 00 2 y entonces se lavaron las células 2 
-3 veces con 2.5 ml de a>nortiguador PBS (100 mM ro 4 pH:7.2, 150-

mM NaCl). Enseguida se añadi6 a cada caja 2.5 ml de soluci6n -­

Hírt (10 m:M Tris-HCl -pH:7.9, 10 mlll EDTA, O. 6% SDS) y se les man 

tuvo así a las células por 20 min. a temperatura ambiente. El -

gel liquido que se forma fué raspado cuidadosamente (con un ge!!_ 

da:nne de hule) y se virti6 en un tubo ajustandose a una concen­

tración final de 1 M NaCl. Esta muestra se mantuvo a 4°C nor 16 

hrs. y se centrifug6 a 7,700 x g durante 1 hr. a 4°C. En el pr~ 

cinitado se encontraba el DNA celular el cual fué almacenado a 

4ºc. 
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3.- PurifioaoicS'n y Desnaturalización del DNA (4J). 

El precipitado obtenido anteriormente que contenía el -

DNA celular fu~ disuelto en un volumen de amortiguador TE 10 

mM Tris-HCl pH:7. 9, 1 mil EDTA) y enseguida se mezcló con un ~ 

lumen de fenol saturado con TE. Se agit6 lentamente durante 3-

min. a temperatura ambiente y se centrifugó a 480 x g por 15 -

min. a 49 0. Se eepar6 la fase acuosa superior que contenía al­

DNA y a ~sta se le realiz6 una segunda extracción fenólica 

obteniendose nuevamente una fase acuosa a la cual se le agregó 

un volumen de clorofo:nno:alcohol isoamilico (24:1). Se agitó -

varias veces durante 1 min. y se eepar6 la fase acuosa superior 

que conten!a al DNA. A ~sta fase se le realizó una segunda ex­

tracción con cloroformo:alcohol isoamilico, y a la fase acuosa 

resultante se le agregaron 2 vo!umenee de etanol absoluto frío. 

Se dejó ~eta muestra durante toda la noche a -20°0 y al día st 

guiente se centrifugó a 12,000 x g durante 1 hr a -5°0. Se de~ 

cartó el eobrenadante mientras que a la pastilla obtenida se -

l& resuspendió en el menor volumen posible de amortiguador TE. 

Entonces el DNA se rompió en fragmentos de tamaño variable me 

diente la aplicación de 14 golpes a máxima presión con una j~ 

ringa hipode:nnica, y el DNA marcado con 14c se almacen6 en 

alícuotas de 100 ~l a -20ºC. En el caeo del DNA marcado con -

3H, 'ate se oa1ent6 a 100 ºe por 15 min. y se enfri& rapidamen, 

te en un baño de hielo a OºC (desnaturalizaci6n). Finalmente­

tambi'n se almacenó en al.!cuotae de 100 ¡>-1 a -20°C. La conce~ 

traoi&n de DNA fu' determinada por la lectura de la absorban­

cia de una al!cuota (diluc16n 1:10) a 260 nm. 
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4.- Ensayo de Precipi taci6n de DNA de cadena sencilla ( 52). 

Se utiliz6 una cantidad constante de DNA (l~g) tanto de 

cadena doble (marcado con 14c), como de cadena sencilla (marca­

do con 3H) y el volumen final de cada ensayo se ajustó a 400 p-1 

con amortiguador TE. Se ~ari& la cantidad de proteína 32 desde-

0 hasta 3JJ-g incubandose durante 1 hr. a 4ºC. Des~ués se adici2,. 

n6 una cantidad constante de anticuerpos (150~) contra la PI'2., 

te!na 32 y se incub6 durante 1 hr. a 4ºC. Enseguida se adicion~ 

ron a cada ensayo 15p..g de proteína A y nuevamente se incub& du 

rante 1 hr. a 4ºC. Se centrifug& durante 5 min. a 12,000 x g 

(en centrifuga eppendorf) y se separó el sobrenadante de la pas 

tilla, la cual se resuspendi& en lOOf-1 de amortiguador TE. Tan 

to al sobrenadante como a la pastilla se les trató con álcali -

(0.6 N NaOH) durante toda la noche para evitar el encubrimiento 

de la radioactividad por las proteínas, y al día siguiente se -

neutraliz6 con HCl. Después se coloc& al sobrenadante y a l a -­

pastilla por separado sobre papel Whatman 3MM y se lavó a los -

papeles 5 veces {períodos de 5 min.) a 4 ° C con TCA al 5;(, y 2-

veces con etanol al 96%. Enseguida los papeles se secaron y se­

colocaron en viales que contenían 5 ml de líquido de centelleo­

(1. ?5~ PFO, 0.04~ R>POP, disueltos en tolueno) para la posterior 

evaluación de su radioactividad en un contador de centelleo. 

D.- AISLAMIENTO E INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA DE SV40. 

1.- Propaga.ci&n del Virus SV40 (30,31). 

Para infectar con el virus SV40 (cepa 777) las células -

OVl fueron sembradas en cajas de petri ( p-100) a U..>'la densidad ·-
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de 3 X 106 c~lulas en 10 ml de medio Eagle modificado por Dulb~ 
eco y suplementado con suero al 10~. 72 hrs. despu~s (tiempo en 

que las células alcanzan una densidad de 7 X 106 células por c~ 

ja), cada caja se law 2 veces con soluci6n PBS (100 mM PO 4-3 -

pH:7. 2, 150 d NaCl} y enseguida se infect6 con el vi rus SV40 a 

una moi de 10-2 PP'U en un volumen de 0.5 ml/caja de medio sin -

suero. Se pe:nniti&' la adhesidn del virus durante 90 min. a 37ºC 

con movimientos períodicos y posterio:nnente se adicioruS' a cada­

caja 10 ml de medio suplementado con 2~ de suero. Las c6lulas -

infectadas fUeron mantenidas en incubaci6n a 37°C en presencia­

de 7'f. co 2 durante 12 días, tiempo ~n que se pudo observar el -­

efecto ci topático. Entonces el contenido de las cajas fUé ver-­

tido en una botella {despues de raspar el fondo de cada C'aja 

con un gendarme de hule), y enseguida se centrifUg6 a 10,000 x 

g durante 30 min. a 4°0. Kl. eobrenadante que contenía a loe vi­

rus se guardd mientraR que a la pastilla se le resuspendi6 en -

el mínimo volumen de PBB, para después darle 3 cíelos de conge­

laci&'n - descongelac16n en una mezcla de etanol - hielo seco. -

La muestra resultante se centrifug6 bajo las condiciones ante-­

riormente descritas y se juntaron los sobrenadantee obtenidos -

de ambas centrifugaciones. La mezcla se ultracentrifug6 a 112, 

000 x g c!urante 4 hrs. a 4ºC y la pastilla obtenida que conte­

nía el vi1'ls se reeuspendi& en medio con l~ de suero. Se almac~ 

naron alícuotas de 1 ml a -20ºC, y se prepararon muestrae de -­

microscopía electr&nica por la t~cnica de tinci6n negativa (48) 

para la visualizaci&n de los viriones. 
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2.- Marcaje y Extracci6n de Complejos Nucleoproteicos de SV40 (30). 

Las c~lulae CVl fueron sembradas en cajas de petri (p-100) 



a una densidad de 3 X 106 células en 10 ml de medio Eagle modi­

ficado por Dulbecco y suplementado con 10~ de suero. 72 hrs. -­

después cada caja se lav6 2 veces con amortiguador PBS y se in­

fectó con el virus SV40 a una moi de 10 PJ.i'U procediendose como­

está descrito anteriormente. Al momento en que concluyen los 90 

~inutos de adhesión, se le considera como el tiempo O de la in­

fección adicionandosele a cada caja 10 ml de medio suplementado 

con 2~ de suero. Las células infectadas se mantuvieron a 37ºC -

en presencia de 7~ co 2 y a las 24 horas post-infección (h.p.i.) 

se adicionaron 2.5 f-Ci/caja de 14C-Timidina (despue's de haber -

retirado 5 ml de medio por caja), A las 40 h.p.i. las células se 

lavaron 2 veces con PBS y se adicionó a cada caja 2 m1 de medio 

suplementado con suero al 2~ y conteniendo 200 t'--Ci de 3H-Timi­

dina. Se incubó durante 5 min. (pulso) a 37º0 en presencia de -

OOz y se paro el marcaje de pulso retirando rapidamente el medio 

y lavando a las c~lulas 2 veces con 2.5 ml de amortiguador 1 -­

(1 mM TrisHOl pH:6.8, 140 mM NaCl) fr:!o. Se colocaron rapidame~ 

te a las cajas sobre hielo. 

A cada caja se le adicionaron 2 ml de amortiguador I1 

(10 mM TEA-HCl plf:6.8, 10 mil EDTA, 1 mM PMSP, 0.25·_< Tritón x-

100) y se mantuvo as! a las células durante 10 min. a 4ºC. Se -

ajust6 a una concentración final de NaCl de 120 mM y el lisado­

celular se rasp6 con un gendarme de hule centrifugandose ense-­

guida a 5,000 x g durante 5 min. a 4°0. La pastilla obtenida se 

resuspendió en 20 ml de amortiguador 111 (10 mM TEA-HOl pH:6.8, 

120 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1 mM PllSF, 0.25% ~rit6n x-100) 1 se 

centrifugó bajo las condiciones anteriormente descri tae obte--­

niendose una pastilla de núcleos, la cual se resuspendi6 en 1-

ml de amortiguador IV (10 mM TEA-HCl pH:8, 120 mM NaCl, 10 ~• -
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ED'l'A, 0.1 mM PMSP, 0.25:' Tritón x-100), incubandose en agitación 

durar.te 3 hr. a 4 o o para la extracci&n de mini cromo somas de -

SV40. Posteri.olmente se centri.ftlgd' durante 15 min. bajo las con 

dicionas ya mencionadas y el eobrenadante (cromatina viral) se 

coloc& sobre un gradiente l!neal de 5-25~ de sacarosa disuelta 

en amortiguador V (10 mJI TEA-HCl pH: 7. 5, 100 mM NaCl, 1 mM -

EDTA), con un colchon de sacarosa al 40" (lml). El gradiente -

se ultracentri~ a 230,000 x g durante 150 min. a 4 ºe, y se 

colectaron 35 traccionee de 340 J>-1 c:ada una. Se tomaron 20 }'-1 

de cada fracción y se col.ocaron sobre· papel Whattman 3MM lavan­

dose por 5 veces (5 min. par cada una) con TCA al 5~, y dos ve­

ces coa etanol al 96"· Los papeles se secaron y se colocaron en 

viales que contenían 5 ml de líquido de centelleo, eval.uandose 

su radioaoti'ri.dad en un contador para l!qUido de centelleo. Una 

vez obtenido el perfil d"e sedintentaoi&n de los minicwmosomas -

en el gradiente, se reunieron por separa.do aquellas fracciones 

elU!'iqueeidas en marca de 3H (colll}>lejo replicati -.o parcialmente 

purificado, Pl) y marca de I4c (complejo maduro, P2), para la 

posterior realiEación de los ensrqos de irmunoprecipi taoión -

con la p110te!na 32 y los anticuerpos. 

3.- auantif'icaeicfo de CTOmatina de SV40 (43 ). 

Inicialmente se cuantifietf el DNA por la t~cnica de la 

Dif'enilamina (45). Sin embargo poeterio:xmente se prefiri.6 el -

uso tlel •'todo de agarosa en placa (43 ), dado que &ste es un m! 

todo rápido que d'eteota cantidades que no pueden ser ouantific~ 

das espectrofotometri.camente. 

Lae mueetrae de DNA (io tJ-1) tu.eron colocadas sobre la ~ 

perficie de una placa de agarosa (en caja de petri.) al 1% cont! 

niendo o. 5 p.g/ml de bromuro de etidio. Se colocaron tambien -
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muestras (10 fl) con una concentracid'n de DNA ya conocida. Se 

petmi ti.6 la difusi6n y se obse?"V(f la placa en un transilumina­

dor de luz ultravioleta de onda corta tomandosele una fotogra.­

f!a. 

4.- Ensayo de Inmunoprecipi tacid'n de Cromatina de SV40. 

Se ue& una cantidad constante de complejo replicati "tlO -

parcialmente purificado (Pl) o de complejo maduro (P2), varia~ 

c!ose la cantidad de proteína 32 o de anticuerpos dependiendo -

del ensayo. Se incubd' durante l hr a 4 °0 con la prote:!na 32 y 

durante otra hr a la misma temperatura con loa anticuerpos. Eu 
seguida se centrifug<f a 12,000 x g durante 15 min. y se sepa:rd' 
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el sobrenadante de la pastilla la cual se resuspendi6 en 100 ~l 

de amortiguador A25 (50 mM Tris-HCl pH:7.9, O.l ml'l EDTA, 0.2 mM 

DT~, 25~ glicerol). Tanto el sobrenadante como el precipitado -

fUeron tratados con O. 6 N de Ne.OH durante toda. la noche y se neJ! 

tralizaron con HCl tl d:!a siguiente. Las muestras resultantes -

fueron colocadas sobre papel Whattman 3MM y se lava.ron 5 veces 

(de 5 min. cada una) con TCA al 5~, y dos veces con etanol al -

969'. Enseguida los papeles se secaron y colocaron elll viales que 

contenían 5 ml de líquido de centelleo para la posterior evalu! 

ci&n de su radioactividad en un contador de centelleo. 

&- ANALISI5 ELECTSJPOREfIOO DE CBOJlATINA DE SV40. 

1.- Electroforesis en Gel de Agarosa (30). 

Se prepararon 130 ml de solucid'n de agarosa al l~ en amot, 

tiguador acetatos (40 mM Tris-Acetatos pH:7.9, 20 mM Acetato de 



Sodio, l mJf BDTA) disolviendola por calentamiento. Se permitid' 

que la soluoi&n se enfriara hasta 50 ºC y se le adiciond' bromu­

ro de etidio a una concentraci&n de 1 ~Anl. Esta soluci6n se 

vaci6 en una camara de elec:troforesis horizontal, a la cual se 

l!e hab!a colocado, un peine para formar 11 carriles con un wl!!_ 

men de 80JJ-l/carril. trha vez que solidific6 la agarosa, se re­

tir6 el peine y se adicion& amortiguador de acetatos a la ~am~ 

ra hasta oubrir completamente el gel • .Enseguida se prepar6 a­

las muestras adicionandoles SDS al 0.1~, Azul de Bromofenol al 

0.01~ 1 glicerol al ]5~ (en caso de que la muestra careciera -

de sacarosa). Posteriormente se calent6 ~stas muestras en bafto 

maría por 5 min. a 65ºC y se les coloc6 sobre loe carriles del 

gel. La migraei&n se llev& a cabo durante 14 hrs. a 35 volts , 

200' mA, recirculando el amortiguador· a temperatura. ambiente. -

Una vez finaliza.da la migración, el gel se observ6 en un tran~ 

iluminador con luz u1 tra.violeta de onda corta. 

2.- :nuorogratta y Autorradiograf!a (30). 

11. gel se 8'Wllergi6 en metanol y se mantuvo durante 30 -

11.in. en ag1 tacid'n a tempera.tura ambiente. Enseguida se trasla­

de$ a un baf1o de soluci6n metanol - 10~ PPO, en la cual pennan!. 

Cid por tres hrs. en agitación. Posterionnente se elimin6 el -

exceso de PPO con metano! y guantee, y se penni tió al PPO pre­

cipitar, sumergiendo al gel en agua durante 30 min. en agita-­

oid'n. Despues se colocú al gel sobre papel Whatman y se deshi­

drat6 en un secador de geles bajo presión reducida. Las prime­

ras 2 hre. fueron sin calor mientras que la '11.tima hora 1 me-­

dia tu& con calor. Una vez desecado el gel, &ate se colocd jll!!. 

to con una película para autorradiografía en un cassette a -70ºC. 
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3.- Etectroforesis en Gel de Poliacrllamida-SDS (46). 

Para fo:nnar el gel en gradiente, se utilizó una solueión 

de acrtlamida al 17% (0.37 M Tris-HCl pH:8.8, O.l" SDS, 17% -­

Acrilamidasbis acrilamida [3oso.8] , 0.04?' TEMED, 0.01~ APS, T.7% 

glicerol) y una solución al 5~ (0.37 I Tris-HCl plf:8.8, 0.1~ -­

SDS, 5% Acrilamida t bis acrila.mida [30:0.8], 0.04% TEMED, 

0.01% APS, 5% glicerol). Se pennitió que el gel solidificara d~ 

rante l hr., y entonces se colocó un peine de 10 carriles con -

un volumen de 100 fl/carril. Se agregó una solución para formar 

el gel concentrador (0.125 M Tris-HCll plft 6.8, 0.1% SDS, 2.8 % 
Acrilamida : bis acrilamida [30 :o.8] , 0.04% T™ED, 0.05:( APS, -

2.6% glicerol) y nuevamente se permitió que el gel concentrador 

solidificara durante 30 min. Entonces se retiró el peine y se -

adicionó enseguida las muestras. Las muestras se prepararon -­

ajustando se a una concentración final de 70 mM Tris-HCl pH:6.8, 

0.7 mM,s-mercaptoetanol, 2.2% SDS, 0.01% Azul de Bromofenol, y 

calentandose en bafio ma~a durante 3 min. a 70ºC. La migración­

se llevó a cabo con solución de corrida (25 mM Trizma base, 190 

mlf Glicina, 0.1% SDS) en una camara de electroforesis vertical­

ª 60 volts durante 14 hre. 

4.- Tincion cton Ni trato de Plata (46). 

Finalizada la migración , se colocó al gel en una solu--
, 

ción de metanol al 50?' durante 24 hrs. Despues se lav6 2 veces-

el gel con agua durante 30 min., y se dejó otras 2 hrs. en met!,_ 

no1 al 50%. Se prepararon 21 ml de una solución de Na.OH 87 mI a 

la cual se le adicionaron l. 25 ml de Hidróxido de Am&nio conce~ 

trado. Esta solución se mezcló con 4 ml de solución de Nitrato­

de Plata al 20~ y se ajustó a un volumen final de 100 m1 con --
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agua (en ag1. tacri.ó'n. :fuerte), para constituir a la soluci&n de -

tinci&n. Enseguida se enjua.g6 una vez con agua al gel y se le 

agreg& la solució'n de tinció'n manteniendose en agitació'n leve­

durante 20 miii. de manera que se cubriera totalmente al gel -­

con la solució'n. Una "leZ transcurrido éste tiempo, se retiro -

la aolueió'n de tinció'n del gel y éste se enjuag& con agua du 

ran1te 5 min. Pb'Steriormente se retir& el egua y se adicion& ª2. 

luoió'n reveladora (0.005~ Acri.do Cítrico, 0.01~ Pomaldehido) -

el'll la cual pezmaneció' el gel hasta que se observaron las ban-­

daa de proteína. Para parar la reacció'n y fiji.r el gel se uti­

lizó' soluci6n de Acido Ac&tico al 1"9 
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RESULTADOS 

l.- Obtenci6n de P'rote!na 32. 

Para la obtención de la proteína 32 se requirió en priDl!, 

ra instancia. de le. propagación del baoteriófe.go !4 para poder -

infectar a las bacterias !!_ ~ B, productoras de ~sta prote!na 

En la obtención del bacteriófago !4 triple mutante, pri­

mero se realizó una propagación a baja escala (9 lt) a partir -

de la cual se obtuvieron 100 ml de una eolucic:fo que contenía -

6. 4 X 1010 fago s/ml. Con 1fata solución se realizó una propaga-­

ei.ón a gran escala (60 lt), de la que finalmente se obtuvieron-

80~ ml' de une. solución con 2.3 X lOlll fagos/ml. Una muestra de­

los bacteriófagos obtenidos fU.~ preparada para su visualización 

al microscopio electrónico ('Pig. 6a). 

<Yon esa cantidad de bacteri6fagos obtenida era más que -

suficiente para realizar la infecci6n de un cultivo a gran esca 

la de la bacteria que producirla a la, proteína 32 (!i:_. ~ B }. 

Etltonces a partir de un cul.tivo de 30 lt crecido hasta l D.O. -

(590 rm), e infectado a una moi de 10, se o~tuvieron posterior­

mente 80 g (peso humedo) de bacterias ~!2.!!. B infectadas con 

el bacteriófago f4. 

Para la obtenci6n de la proteína. 32 se utilizaron 60 g -

de bacterias !!.. col1 B infectadas con el bacteri&fago T4, y el 

perfil de elucri.<S'n de las tres columnas utilizadas durante su p~ 
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P:l:gi. 6. a) :D bactericffago '1'4 triple mutante, X 100,0ÓOo 

b) Virus SV40, X ll20,000. Ambas preparaciones realizadas me­

ctlante el procedimiento de tincicfn negativa (48).(Mira.nda,E., 

Chavez P., Garcia Aa). 
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rifieaci&n se muestra en la Pig. 7. En el caso de la columna de 

DNA-Oelulosa, el pico de las fracei.ones 17-19 que eluyeron a 

2 M de NaCl es el que corresponde a la proteína 32. Posterior-­

mente ~sta muestra en la cromatografía de DEAE-Oeluloea se des­

compuso en varios picos de proteínas contaminantes (fracciones-

2-10), y un pico mayoritario (fracciones 14-16) que contenía a 

la proteína 32. Pinal'mente La muestra proteica contenida en -­

~ste pico, al pasarse por la columna de Penil-Sefaroea se dieo­

ei& en dos picos, mio de los cuales contenía una proteÍJla coa-­

taminante (fracciones 9-11), y el otro (fracciones 18-20, Pig.­

?c) contenía a la p:rote:!ne. 32 altamente pura. 

A partir de 60' g de bacterias ~ coli B infectadas se -­

obtuvieron 96 mg· de proteína 32. 

2.- Obtenei.on de Anticuerpos de Conejo Contra la Proteína 32. 

Los conejos New Zeland fUeron inmunizados con la proteína 

32, y cuando se deteot& en ellos un incremento en el titulo de­

anticu.erpos contra. lata proteína, se les desangro periodiC'e11len­

te hasta obtener 122 ml de suel'O. 

A partir del suero obtenido, se realiz& la purificación­

de las ~-giobulinas primero con Sulfato de Amonio, y despues -­

mediante una cromatografía en una columna de CM-Oelulosa eobre­

DEAE-Celulosa, de la que se muestra el perfil de elución en la 

Pig~ 8. Las proteínas que salen en el volumen de exclusión 

(fracciones 4-12) corresponden a las ?(-globulinas mientras que 
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Pig. 7. P•rtil fe Imuoi6n de l:a Proteína 32 .. La proteína 32 se 

purificd' parcialmente a partir de c.Uulas !:. 22!!. B infeetadas­

con el bacterid'fago T4 (ver llaterial y JiMtodos}. Despues la Pl'2... 

te!na se pa.sd' por tres columnas de las cuales se muestra el per 

fil de elueid'n. a) DN.&-Celulosa,. lía P32 eluyd' a 2 11 de NaCl -­

(fraeci.ones 17-19). 'b.) DEAB-Celulosa, lla P32 el~ a 0.35 K de 

lfaa.l (f'racoiones 14-16). e) Penil Sefarosa, la P32 eluy& a O~ 

de (~)2 so4 (fracciones 18-20)~ 
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l'JJg. 8. Purificacid'n de Anticuerpos contra la Proteína 32. Loe 

anticuerpos ee purificaron parc1.almente mediante fraccionamien­

to con SUltato de Amonio (ver Material y M'todos). La purifica­

cid'n total se logro mediante el uso de una cromatograf'!a en una 

columna de CK-Oelulosa sobre DEAE-Celulosa, de la cual se mues­

tra el perfil de elucic:S'n. El primer pico corresponde a lae '6-
gl?bulinas {fracciones 4-10) que se obtienen en el volumen de -

exclusi~n. El segundo pico (fracciones 15-18) corresponde a -­

otras proteínas del suero que salen despues de aplicar l M de -

NaCl a la c.olwnna. 
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tas prote!nas que se eluyen despues de aplicar l M de NaCl a la 

columna (fracciones 14-20) corresponden a otrasprote:!nas del 

suero. 

A partir de 122 ml de suero se obtuvieron 470 mg de ant!_. 

cuerpos contra la prote!na 32. 

3.- Obtencid'n de l>NA Celular. 

Para la extraccid'n del DNA celular, se mare4 a las c'ilu­

las CVl. con 3Hi...fimidina o ll4C..Timidina, y finalmente se purifi­

caron (ver llaterial y •~todos) 280 tJ-g de 3R-DNA cadena sencilla 

7 300• f"g de l!4C-DNA cadena doble. La cuantifioacid'n de estas 

muestras se realiz& mediante la leetura de su absorbencia a 

260 nn. 

4.- InnUl'lOpreo1pitacid'n Indirecta de DNA de Cadena Sencilla. 

U-na vez obtenida la proteína 32, los anticuerpos, y el -

DNA celular, se procedió a evaluar la capacidad del sistema -­

proteína 32 - anticuerpos para precipitar DNA de cadena senoi-­

lla. Para ello se mezcl& l ~ de 3I:L.nNA cadena sencilla con -­

ll t>-g de ll4c..DNA cadena doble y se incubó a la mezcla eon dife-­

rentes concentraciones de proteína 32. Posteriormente se adici2_. 

naron loe anticuerpos :contra la P32 y se centrifUgó bajo las 

condiciones descritas en Material y M~todos. Bn la Pig. 9 se 

muestra el resultado obtenido despues de la evaluaci~n de la --
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Pig. 9. Il'll'llunoprecipi taci6n Indirecta de DNA de Cadena Senei -

lla. Una eoncentracicfo constante (1 pog) de 3EL..DNA cadena senci­

lla ee inculld' con diferentes conc:entraciones de P32 durante 1 -

hr. a 4ºC en presencia de 1 4C-DNA cadena doble (l¡>-g). Despues­

se incu~ con una concentración constante de anticuerpos {150 -

fg} durante 1 hr. a 4 ºO y con proteína A (ll5 y.g) bajQ las mis -

mas condiciones. Se centritugó y se evaluó l a radioactividad en 

el precipitado (a) y el sobrenadante (b) mediante el uso de un 

contador de centelleo. (o---0) 3E-DNA cadena sencilla. (jr----6) 

14C-DNA cadena dobleo 
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radioactividad en el precipitado y el sobrenadante. Como puede 

observarse, con una proporción de proteína 32 ~ DNA de 2:1 (en 

relación al DNA de ~adena sencilla) es suficiente para precipL 

tar de 90-95~ de DNA de cadena sencilla, mientr~que para el -

DNA de cadena doble se precipitó no más de 30-35~. Cuando no -

se adicionó proteína 32 al sistema (relación P32/DNA = O), el 

porcentaje de precipitación tanto para el DNA de cadena senci­

lla como para el DNA de cadena doble :rué de 10-15~. 

Tambi~n se prob6 la capacidad de la P32 para precipitar 

por sí sola DNA de cadena sencilla, y lo que se encontr6 :rué -

que no ~recipitaba más de un 10~ para los dos tipos de DNA. Un 

resultado similar fUé obtenido al centrifUgar lo s RCidos nu 

~léicoe sin adicionar nada. 

Con todo 6sto se vió que la P32 y los anticuerpos pose­

ían la suficiente actividad para precipitar DNA de cadena sen_ 

eilla, y además que el sistema era altamente específico. 

5.- Inmunoprecipitac1.ón Indirecta y Análisis Preliminar de 

Cromatina de SV40 Activa en Replicación. 

Para la irmunoprecipi tación de cromatina de SV40 activa 

en replicaci&n, el primer paso que se di& fU~ el de la separa­

ci&n de la Q'l'Omatina viral de la celular, y la for.ne. de oomo se 

realiz6 esto as! como el marcaje doble c3a y 14c} de la croma­

tina se encuentra esquematizado en la Pig. 10. Los detalles de 

la extracci6n se pueden ver en Material y Métodosº 
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ftg. 10. Esquema de Inmunoprecipi tación Indirecta. de Complejos 

Replicativos de SV40. La. marca de 3& es incorporada dnicamente­

por aquellas mol6oulas de DNA que están replicando en el momen­

to que se dá el pulso de 5 min. Despues de separar la cromatina 

celular, la cromatina vira1 activa en replicación es parcia1!lle!l 

te purificada en un gradiente de sacarosa. La estrategia para -

lograr la purificacitfn tota1 ser:!a el uso de la proteína 32 y -

anticuerpos contra &eta proteína. 
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La cromatina viral obtenida (marcada durante un tiempo -

largo de 16 hrs. con ll 4C-!l'imid'ina, y durante un pulso de 5 min .. 

con 3H-'l'imidina) f'U.~ sedimentada en un gradiente de sacarosa -

(Pig. 10 ), con la finalidad de lograr la separación parcial do 

la cromatina activa en replioaci&r~ 

Bn la llg. 11 puede observarse el perfil de sedimentacid'n 

de la CTI>matina de SV40 en el gradiente de sacarosa. La croro.a.ti-

1111' viral marcada principalmente c:on 3H (fracciones 8-11) y que -

represeata a la cromatina activa en replicaci&n, migra ligera -

mente el fondb (90 S) en relaci&n con la cromatina que ya tenn!_ 

m de replicar (75 S) la cual se encuentra principalmente marc!_ 

da eon ll4a (frace:l.ones 12-15) y representa aproximadamente el 

9 5~ de la C1"0matiaa total. 

Después de reunir las fracciones ricas en marca de 3a -
(Pl, Pi.g. 11), las cual.es representan al complejo replicativo -

parcialmente purificado, y de hacer lo mismo con las fracciones 

ricas en marca de 1 4c (P2, Pig. 11) que representan al CO'ID'plejo 

maduro, se evalu6 la conoentracid'n de DNA en ambas muestras 

mediante el rn&todo de agarosa en placa (F:l.g. 12), con la finalt 

dad de estandariz~ la cantidad de DNA que se usaría en los en­

sayos frente a c!iferentes eoncentraoiones de P32 y de anticuer -

pos. Generalmente se obtuvieron de 25-35 p.g de cromatina viral 

a partir de 10 cajas de c:t'1ulas infectadas. 
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Lo primero que se hizo fU~ utilizar dos concentraciones­

de proteína 32 ( 5 y 10 p.g> frente a una concentración constante 

de DNA (175 ng de complejo replicativo-Pl o de complejo maduro),y 



Pig. 11. Patron de Sed1mentaci6n de loe Tfinicromoeomas de SV40 

en el Gradiente de Sacarosa. Las células se infectaron y marca­

ron como está indicado en la Pig. 10, y la cromatina viral se -

ultracentri.f'ugó en un gradiente de sacarosa. Se junta't"On aque-­

llae fracciones r!cas en marca de 3R para constituir al complejo 

replicativo parcialmente purificado (Pl), y se hizo lo mismo 
, 14 

para el C el cual constituyó al complejo maduro (P2). 
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Pig. l2o Cuantificaci&'n de DNA e• Placa de Agarosa.. La placa 

se prepa:rd como est' descrito en llaterial y Metodos, y se col~ 

oo en ella 10 muestras con una concentraci6n de DNA conoci-

das (1) lfg, (2) O., 5 l""g, _ (3) 250 ng, (4) 125 :ng, ( 5) ~ 62 ng -

(6)i::ii31 ng, (7)~15 ng, (8) rx-7 ng, (9) ~3 ng, (10) %1 ng; y las 

muestras problema: (Pl y PA) complejo replicatívo parcialmente 

purificado a 5 y 10 tJ-1 respectivamente. (P2 y P2A) complejo m~ 

duro a 5 y 10 tJ-1 respectivamente. 





evaluanáose a la vez diferentes concentraciones de anticuerpos 

(P!g. 13) para cada Wta de las dos concentracionea de P32e -

Lo que se eneontr<f f'u.& un incremento en el porcentaje de pre~ 

Pi'acicS'n del complejo replica.ti vo eonfo:rme se aumentaba la cau 

tidad de anticuerpos, mientras que para la P32 se vió que e.l 

pcnrcentaje d'e precipitacid'n era muy similar entre las dos con­

ctentraoiones, aunque al parecer era un poeo mayor en la conce!!. 

tracid'n de 5 tJ-g alcanzando se hasta un 60~ de precipi taci6n con 

400 t'-g de IgGé 

Cu.ando se puso 11nicamente proteína 32, el porcentaje de 

precipi tacid'n no f\16 mayor de 15?', y cuando no se agregó nada 

al ensayo se obtuvo no más del 10~ de precipi tac:i.ón. En lo que 

respecta al eomplejo maduro, se observa claramente (Pig. 13) -

que tfste no es precipi tab1e por el sistema de prete:fna 32 - ª!. 

ti cuerpos. 

Enseguida lo que se pretendió obtener :fU& la concentra.­

cid'n d'ptima de proteína 32 para la imunopreoipi tación del CO!!:_ 

plejo replioati 'YO .. Entonces se utilizó una concentraeid'n cons­

tante de DNA (150 ng de complejo replicati vo-Pl o de complejo 

llladuro ), y se adic::io:iaaron diferentes concentraciones de protef 

na 32 (Pig. 14). La co:acentraci&n de anticuerpos que se prefi­

ricf usar en 'ste ensayo ftl' de 200 f g, y lo que se encontÑ rué 

que era ma¡yor el porcentaje de precipitaoid'n cuando se utiliz~ 

ban cantidades muy bajas de P32 (del orden de apro:ximadamente-

1 p.g>, alcanzando se casi un 40" de precipi taci&n del complejo 

replicativo. Por su parte cuando se adicionaron solamente los 

anticuerpos contra la P32, se precipitó de 20-30% del complejo 
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P:l.g .. 13. Conoentraci&'n Optima de Anticuerpos. La cromatilm 

viral se extrajo como está mostrado en la Fi.g. 11. Se usaron 

100 ~1 de complejo replioati v.o-Pl (o--o) por ensayo con una 

conoentraeid'n de 5 p.g (a) y 10 f'g (b) de PJ2, ineubandose d~ 

rante l hr a 4~a. Se adicionaron diferentes concentraciones 

de anticuerpos contra la P32 y se incubÓ nuevamente por 1 hr 

a 4ºC. Se centrlfu.g6 a 12,000 x g durante 15 min. y se evalu6 

la radioactividad en el sobrenadante. Lo mismo se hizo para 

el complejo maduro-P2 (&.--.A). 
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Pig. 14. Concentración de Proteína 32. Se utiliz6 una cantidad 

constante (150 ng) de complejo replicativo-Pl (0-0) por ensayo 

y se incubd' con diferentes concentraciones de P32 durante 1 hr. 

a 4ºC. Despu~s se adiciona.ron 200 f'g de anti-P32 por tubo y se­

incub&' nuevamente por 1 hr. a 4ºC. Se centrifugó a 12,000 x g 

durante 15 min. y se evaluó la ra.dioaotiv:i.dad en el precipitado 

{a) y el sobrenadante (b). Lo mismo se hizo para el complejo 

maduro (.......,..)~ 
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replica ti vo. 

In lo que respecta al complejo maduro, se obse?'V(f que -

no se preci-pitó, bajo las condiciones anteriormente descritas, 

más de un 20:' (Pig. 14) .. 

, , 

Despues para encontrar la concentración Óptima de P32 -

dentro del rango de O hasta aproximadamente 2 p.g, se utiliz& -

una oonoentraoi&n constante (175 ng) de complejo replicativo-P1, 

la cual se inoub& oon diferetttes concentraciones de P32 (Pig.-

15) dentro del rango mencionado. Esta vez se us6 una concentr~ 

oión de anticuerpos de 400 t>'g y se encontró' que 1 fg de P32 

(relación P)2/!>NA .. 6) era suficiente para alcanzar de 50-55~ 

de preoipitaei.ch1. lllevamente se observd' que los anticuerpos por 

s! solos precipitan de 20-30~ del complejo replioativ.o. 

Para optimizar a'lin más las condiciones de la irnnunopre­

cipi tación del complejo replioativo por el sistema de proteína 

32 - anticuerpos, se probaron diferentes tiempos de incubaci6n 

7 2 temperaturas (4 y 32º0) para la proteína 32. El resultado­

obtenido se muestra en la Pig. 16, en donde se v6 que un tiem­

po de 2 hr. es suficiente para aJ.canzar de 55-65~ de precipit~ 

Oi6n a una tempera.tura. de 4•0. En lo que respecta a la temper~ 

tura de 32°0, no se detectaron claras diferencias en relaoi&n­

con la temperatura de 4°0, por lo que se prefirió continuar -

empleando 'eta d.ltima. 

Las dos condiciones de tiempo y temperatura de incuba -

oión _ensayadas para la P32 ee evaluaron ahora con los anticuer, 
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Pi.g. 15. ae>no-entraci&n Optima de Proteína 32. Una cantidad -

constante de complejo replicativo parcialmente purificado 

(175 ng) se incub& con diferentes concentraciones de P32 du 

rante 1 hr. a 4~c. Enseguida se adicionaron 400 f-gltubo de 

anti-P32 y- se ineub& nuevamente por 1 hr. a 4 ºC. Se centrif\lg\S 

a 12,000 x g durante 15 min. y se evaluó la radioactividad en 

el precipitado (a) y el sobrenadante (b}. 
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Pig. 16. !l'iempo de Incubación y femperatura Optima para la 

Prote!na 32. Una cantidad constante (175 ng) de complejo r~ 

plicati vo parcialmente purificado se incubó con 1 ~g de P32 

a diferentes tiempos. Las reacciones fueron paradas por la 

adici6n de 400 fg de anti-P32 por tubo, incubandose por 1-

hro a 4 ºC: .. Se centrlfug& a 12,000 x g durante 15 min. y se­

evaJ.uó la radioactividad en el precipitado (a) y el sobren~ 

dante (b). (O-O) 4°0. (A--A) 32°0. 
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pos (Fig. 17), solo que las 'temperaturas ésta vez fUeron 4t>a y 

37°0. Lo que se observó f'ué que un tiempo de 2-4 hr. a la tem­

peratura de 4°U era suficiente para alcanzar de 60-70~ de pre­

cipitación del complejo replicativo, y que ~ste porcentaje era 

alcanzado en 1 hr. a 37°C. Este resultado se observó tomandoee 

en cuenta el ~de DNA en el sobrenadante (fig. 17b), pero si -

se toma en cuenta el resultado obtenido en el precipitado (Pig. 

17a) no se observa una clara diferencia entre las dos tempera­

turas ensayadas. Entonces se decidió considerar a la temperat~ 

ra de 4 11c como la. temperatura de inmunoprecipi taci6'n, tomando­

se también en cuenta que en ásta temperatura se encuentra el -

complejo desde que se inicia la extracción. 

Con todas las condiciones previamente descritas se ex -

plo~ la posibilidad de si el sistema de proteína 32 - anticue!'. 

pos precipitaba inespecíficamente al complejo maduro. Para 

ello se obtuvo cromatina de SV40 marcada linicamente durante un 

tiempo largo {16 hrs.) con 3H-Timidina, pero co11 una gran cant!_ 

dad de cuentas por minuto~g de DNA. .Esto· se hizo con la fina­

lidad de poder diluir al complejo maduro y evaluar diferentes­

concentraciones de - ~ste en la inmunoprecipitación. La cromati­

na viral extraída se sedimentó en un gradiente de sacarosa 

(Pi.ge 18) y se reunieron las fracciones con mayor cantidad de­

radioactividad (P2} las cual.es contenían al complejo maduro. -

fambi~n se reunieron las fracciones que se sabía coITespondían 

al complejo replicativo (Pl, Fig. 18) y a partir de estas dos­

muestras se realizó el ensayo. Se utilizaron 3 concentraciones 

diferentes de complejo maduro (Fig. 19) y una de complejo re -

plicativo, adicionandose una cantidad constante de P32, y 
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lig. 17. fiempo de Incubación y !emperatura Optima para los 

.Anticuerpos contra la Proteína 32. 175 ng de complejo repli­

cati vo parcialmente purificado se incuba.ron con 1 J>-g de P32-

' durante 2 hra. a 4 °c y deapuea se adicionaron 400 p-g de ant!. 

P32 incuband.oae a diferentes tiempos. La reacoi6n se paró -­

por centri:f'ugaoión a 12,000 x g durante 15 min. y se evaluó­

la radioactividad en el precipitado (a) y el sobrenadante 

(b). (A--4) 4 °c. (0--0) 37°0. 
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Pig. 18. Perfil de Sedimentaci6n del O"omplejo Maduro. Las º'­
lulas CVl. infectadas con SV40 se maroaron a las 24 h.p.i. con 

200~01/caja de 3a..Timidina durante 16 hrs. A las 40 h.p.i. la 

cromatina viral se extrajo como está descrito en Material y M& 

todos, y se somet16 a una sedimentación en un gradiente de sa­

carosa. Se juntaron las fracciones que contenían la mayor cant!_ 

dad de radioactividad (complejo maduro) para constituir a P2.­

Pl es el complejo replicativo parcialmente purificado que en -

&ste caso no es detectable. 
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Pig. 19. Bnsayo de Preoipitaci6n del Complejo Maduro. !rea -

con~entraoiones diferentes de complejo maduro se incubaron con 

ljlg de P32 durante 2 hr. a 4º0, y enseguida se adicionaron -

400 p.g de an.ti-P32 incubandose durante 4 hr. a 4º0~ Se centr!_ 

f'llgó a 12,000 x g durante 15 min. y se evaluó la radioactivi­

dad en el precipitado (a) y el sobrenadante (b). (..._..,.) com­

plejo maduro directo. (~) complejo maduro dilución 1:5. -

(11-11) complejo maduro dilución 1:25. (0--0) complejo repli­

cativo directo. Para cada ensayo se utilizaron 100 J>-1 de com­

plejo. 
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vari.andose la concentraci6n de anticuerpos. Lo que se encontró 

tué que el complejo maduro no era precipitable por el sistema -

de proteína 32 - anticuerpos, obteniendose como máximo un 20% -

de precipitación si se toma en cuenta la radioactividad en el -

precipitado (Fig. 19a), y un 20~ (complejo maduro directo y di­

lución ls5) 6 40~ (dilución 1:25) tomandose en cuanta el porce!!_ 

taje de DNA en el sobrenadante (Fig. 19b). En cuanto al comple­

jo replicativo, se observó que la inmunoprecipitaci6n de ~ste -

no es detectable con este tipo de experimentos (sin marcaje de 

pulso), ya que no hubo una clara diferencia en el porcentaje de 

precipitación en relación con el complejo maduro. 

Una vez establecido que el complejo maduro no era preci­

pi table por el sistema de proteína 32 - anticuerpos, se proce -

dió a aplicar las condiciones Óptimas de inmunopreci.pitaci6n 

del complejo replicativo para modificar el procedimiento de pu­

ri.ficación parcial de complejos replicativos de SV40 en el gra­

diente de sacarosa. Para ésto,se obtuvo la cromatina viral (Figo 

20)y se incubó con la proteína 32 y los anticuerpos antes de 

ser sometida a sedimentación en el gradiente de sacarosae Fina­

lizada la migración, se fraccionó el gradiente y se encontr<f 

que en el fondo del tubo había un precipitado que contenía una­

gran cantidad de marca de 3JJ1 (correspondiente a complejos repli 

catiws) (Pig. 21). Tambi6n se observd' que parte de ~sta radio­

actividad se encontraba dispersa en las fracciones del fondo 

del tubo (fracciones 1-12), y que el patr6'n de sedimentación 

del complejo maduro (marcado con ~4a) no hab!a sufrido altera -

ción alguna. En el preoipi tado se detectó una pequeña cantidad­

de 14a, pero conviene aclarar aquí que los minicrornosornas acti-
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Fi.g. 20. Modificaei6n al M~todo de Separaci6n de Oomplejos 

Replicativcs de SV40. En el esquema se muestra como antes de 

la sedimentaci6n en el gradiente de saca.rosa se puede incubar 

a la cromatina viral con proteína 32 y anticuerpos ba jo las­

condiciones 6ptimas encontradas, y obtener la precipitaci6n­

de complejos replicativos a1 ultracentrifUgar el gradi ente -

de sacaros~ 
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.Pig. 21. Perfil de Sedimentación de la Cromatina de SV40 

Tratada con Proteína 32 y Anticuerpa:s, en el Gradiente de 

Sacarosa.. Las c6lulae se infectaron y marcaron como está 

indicado en le. Fi.g. 20 y la cromatina viral (extraída se­

gdn Material y M~todos) se incub6 con 10 f-g de P32 duran­

te 2 hr. a 4°0. Después se adicionaron 4 mg de anticuer­

po~ contra la P32 y se incuM por 4 hr. a 4°0. La mezcla 

de reacción resultante se ultracentrifUgó en un gradiente 

de sacarosa y se c.oleotaron fracciones ae 340 fJ-1. El pre­

e1.pi tado (P} en el fondo del tubo se resuspendió en 340 

f-1 de amortiguadol!' A25 y se detenninó su radioactividad -

as{ como la de cada una de las fracciones del gradiente. 
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ws en replicacicfn también están marcados con 14a en las c.ade -

nas parental es del DNA. 

Para comprobar que el material presente en el precipita­

d~ obtenido en el gradiente de sacarosa era realmente complejos 

replicatiws de SV40, se sometió' una muestra a electroforesis -

en gel de agarosa,, al igual que otras muestras de algunas de 

las fracciones del gradiente (Pig. 22), y lo que se vi6 fUé que 

efectivamente se trataba de tales complejos replicativos. Ade -

más se observó que 1fatos complejos replicativos se encontraban­

en gran cantidad en el precipitado e en relacicfn con otras 

fraoeiones del gradiente) siendo facilmente observados incluso­

con el colorante Bromuro de Etidio en luz u1 travioleta de onda­

corta (Pig. 22a, <Jarril P). 

Así mismo una muestra del precipitado obtenido (Fig. 21}, 

al igual que otras mueatras de varias fracciones del gradiente­

de sacarosa se someti& a electroforesis en gel de Poliacrilemi­

da-SDS (Pig. 23}, y se observó que en 'ate precipitado se enco!!_ 

traban las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos, la PI'2. 

te{na 32, las histonas (detectables tembi~n en las fracciones -

que contienen al complejo maduro), y 5 proteínas que se encon -

traban lhñcamente en 6sta muestra, seguramente pertenecientes a 

la maquinaria de replicación. 

Por dl.timo se realiz& un experimento en el que se ultra.­

eentrifagaron dos gradientes de sacarosa en para1elo, uno de 

los cuales contenía cromatina de SV40 previamente tratada con -

P32 y anticuerpos, y otro que no había recibido tratamiento 
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P:i.g. 22. Analisis El.ectrofor~tico en Gel de Agarosa de Croma­

tina de SV40 Activa en Replicación In~unoprecipitada en un -­

Gradiente de Sacarosa con Proteína 32 y Anticuerpos. La CTOma­

tina de SV40 tratada con P32 y anti-P32 se ul trac-entrifUgó co­

mo está descrito en la Pi.g. 21, y muestras de las fracciones -

con mayor radioactividad as{ como del precipitado obtenido se­

sometieron a electroforesis en gel de agarosa (a), del cual. -­

despuee se obtuvo una autorradiograf{a (b). (15, 16) fraccio­

nes ricas en complejo maduro. (2, 3, 4, 8 y 10) fracoiones 

del ~rea del complejo replicati vo. (P) precipitado. (Ori.) 

origen de la migración. (R) complejos replica.ti vos. (SV} ma~ 

eador de SV40. (l' I, P U y P III) las tres formas del compl,! 

jo maduro, supezñelicoidal, circular y l!neal respectivamente. 
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Pig. 23. Analisis Electroforetico en Gel de Poliacrilamida-SDS 

de Cromatina de SV40 Activa en Replicaci6n Imiunopreoipi tada en 

un Gradiente de Sacarosa con P¡:'Ote:!na 32 y Anticuerpos. Mues 

trae de las fracciones del gradiente de sacarosa deecri to en la 

Pi.g. 21, as! como del precipitado obtenido, se sometieron. a ele~ 

troforesis en gel de Poliaori.lamida.-SDSo (1, 2, 3, 4, 5, 7 y 9) 
fraceiones del ~rea del complejo replicativo. (11, 13, 14, ~5,-

16, 17, 19 y 21) fracciones del ~rea del complejo maduroº (P) ­

precipi tado.. {P32) marcador de proteína 32. (A) marcador de -

anticuerpos~ (Al) cadenas pesadas de los anticuerpos. (A2) ca 

denae ligeras de los anticuerpos. (H) histonas. 
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alguno. Al fra~cionar los gradientes, nuevamente se encontró un 

precipitado con marca de 3H en el gradiente tratado con P32 y -

anticuerpos (aunque la cantidad de radioactividad fu6 menor en­

relación con el experimento anterior) mientras que en el gra -­

diente que no había recibido tratamiento no se encontrd' tal pr!_ 

aipitadoe En la electroforesis en gel de agarosa (Pig. 24a) se 

vió nuevamente que el precipitado obteJ.'li.do conte:a!a complejos -

replicati vos de SV40 altamente puros, y en gel de .Poliacrilami­

d&-SDS (Pig. 24b) se volvió a encontrar que 6ste precipitado 

contenía, aparte de la ?32, los anticuerpos y las histonas, 

algunas proteínas que eran únicas en ~eta muestra. 
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Pig. 24.. La cromatina de SV40 (extraída según Material y B&to­

do1s) se incubd' con P32 y anti-P32 de acuerdo a como está descrt 

to en la Pig. 21. Despues se ultracentrifUgó en un gradiente de 

sacarosa (J'ig. 21) y en paralelo se oorri& otro gradiente con -

Ull8. muestra sin P32 ni anti-P32 (Fig. 11). a) Muestras de las­

fracciones de ambos gradientes se sometieron a electroforesis -

en gel de agarosa, del cual se muastra la autorradiograf!a: G~ 

diente sin tratamientos (Carril 1) complejo replicativo; (Ca­

rril 2) complejo maduro; (Carriles 3 y 4) precipitado, 60 y 30 

JJ-1 respectivamente. Gradiente con P32 y anti-P32: (Carril 5)­

complejo replica.ti vo ¡ (Carril 6) complejo maduro; (Carriles -

7 y 8) precipitado, 60 y 30 J}-1 respectivamente. b) Bleotrofor!_ 

sis de las fracciones de ambos gradientes en gel de Poliacrila­

mida SDS. (Carril 1) marcador de P32. (Carriles 2, 3 y 4) co~ 

plejo replicati..o, complejo maduro, y precipitad.o del gradiente 

con P32 y anti-P32 respectivamente. (Carriles 5, 6 y 7) compl~ 

jo replica.ti vo, complejo maduro y precipitado del gre.diente sin 

tratamiento respeoti,,emente. (Carril 8) mares.dar de anticuer-­

poss (Al) cadenas pesadas; (A2) cadenas ligeras. (Carril 9) -­

marcadores con peso molecular indicado. 
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ANALISIS DE RESULTADOS 

y 

DISCUSION 

El procedimiento empleado en 6ste trabajo pera la obten­

cicfri de la proteína 32 es el mismo que está reportado por Bi tt­

ner, et al.(39), sin embargo hubo unei diferencia en cuanto al 

rendimiento obtenido, ya que ellos reportan la obtención de 156 

mg de P32 a pe.rtir de 60 g de bacterias, mientras que aquí se 

obtuvieron ur.icmnente 96 mg. La diferencia en éste resultado P?.. 

siblemente se deba a unA. desigual. producción de la P32 por las 

bacterias desde el momento mismo en ~ue ~stas han sido infecta­

das por el bacteriófago T4, pudiendo afectar las condiciones 

me~ioambientales (nutrientes, pH) que están bien controladas en 

un fennentador (empleado por Bi ttner y culaboradores) durante 

el crecimiento e in:fección de las bacterias, y no en los fras­

cos empleados en éste trabajo, en los que únicamente se contro­

ló a la temperatura,, 

En el ensayo de precipitación de DNA de cadena sencilla­

se reprodujeron los datos obtenidos por Rosales (52), sin embar 

go en nuestro ensayo se encontro un 35% de precipi tacid'n para -

el DNA de cadena doble. Esta preoipitaci6n se pudo haber debido 

a la interacción de la P32 con extremos de DNA de cadena sen~i­

lla fo:nnados en algunos fra~entos de DNA de cadena doble el -

momento del rompimiento de éste con la jeringa durante su obten 

ción. 
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El dato de que el complejo maduro no es precipi table por 

el sistema de proteína 32 - anticuerpos es algo que ya había -

eido encontrado por Rosales (52), y el 40% de nrecioitación que 

se obtuvo (si se toma en cuenta el porcentaje de DNA en el sobr~ 

nadante, Pig. l9b) puede ser un dato irreal, ya que no existe _ 

una correspondencia entre la radioactividad en el precipitado y 

el sobrenadante (Píg. 19). 

El presente trabajo d~ evidencias de que la proteína co­

difio.ada por el gen 32 del bacteriófago T4 interacciona con el 

complejo de replicación de SV40, pero no muestra si la inte -­

race:i.&n es con regiones desnudas de DNA de cadena sencilla pre­

sentes en el complejo (29), o bien con alguna de las proteínas 

de la maquinaria de replicact6n eucari6tica, que pudieran tener 

alguna homología. con las proteínas de procariotes (17). Se sabe 

que la proteína 32 interae<:iona con otras proteínas de la maqU!_ 

naria de replicación del bacterid'fe.go T4 (como la DNA polimera­

sa}, e incluso se ha utilizado a la P32 para purificar a tales­

prote!nas (54 ) o 

90 

Ckm respecto a los anticuerpos contra la P32 empleados 

en &ste trabajo, se observ& que se requiere de grand.es cantida­

des de anticuerpos (400 rJ.g de lgG/~ de P32) para lograr de 60-

70'/. de precipitaci&'n de loa complejos replicativos (Pl) (150 ng). 

El empleo de grandee cantidades de anticuerpos puede representar 

un problema en el momento de intentar la detección de proteínas 

del complejo que se encuentran en muy baja cantidad, ya aue ~s­

tas proteínal! de alguna mal'lera pueden ser encubiertas por la 

gran cantidad de anticuerpos. Una alternativa a ~sto podría ser 



la purifi.cación de los anticuerpos mediante el empleo de una -

columna de af'inidad con la P32 acoplada. Con ésto quizá se ob­

tendrían anticuerpos altamente específicos y se podría. emplear 

una menor cantidad en la inmunoprecipitaci6n. 

El que los anticuerpos aontra la P32 precipitaran un 

cierto porcentaje (de 20 a 40~) del complejo replicativo de 

SV40 por sí solos, fUé un hecho que se notó a lo largo de va -

rios experimentos en los que se probó ~ste controle Este hecho 

se pudo haber debido a un reconocimiento inespecífico de los -

anticuerpos, o bien a la existencia de un cierto porcentaje de 

homolog!a entre alguna proteína propia del complejo, y la P32. 

Esta homología fina1mente puede originar reacciones cruzadas -

para un mismo anticuerpo. QU:i.za el empleo de a1guna técnica 

como la de inmunotransferencia de proteínas podría ayudar a es 

el.arecer si realmente los anticuerpos contra la P32 reconocen­

alguna proteína del complejo de replicación de SV40. 

Los dos Ultimos experimentos de éste trabajo muestran -

que los complejos replicativos de SV40 separados por el siste­

ma de proteína 32 - anticuerpos son altamente puros (Fig. 22 y 

24a), y están completamente separados del complejo maduro. Sin 

embargo la causa de la diferencia en la cantidad de complejos­

preoipi tados entre estos dos experimentos ea algo que permane­

ce por ser determinado • .Algunos autores ya han realizado otros 

intentos para lograr la purificaci&'n total del complejo de re­

plicación de SV40 (1.8) .. Waqar & Hubennan (58) han reportado 

uno de &stos intentos, que consiste en la filtración en gel 

(Sefarosa 413"), en la cual se mantiene una baja fUerza i6nica -
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{previniendo se la perdida de alguna de las prote:!nas del com-­

plejú ), pero que finalmente no proporeionó el resultado esper~ 

do ya que ambos mini cromosomas maduros y replicati vos eluyeron 

en el volu.'Tlen vaeio, con lo que no obtuvieron separacid'n algu.,_ 

na. Estos mismos autores ( 58 ), han reportado el empleo de otras 

t~onicas eomo son la de centrifugaeión isopicnica en gradientes 

de Metrizamida Y' la de electroforesis en geles de Agarosa, las 

cuales segdn ellos si proveen de una buena separación entre 

los minic:romosomas maduros y los replicativ.os, pero desafortu­

nadamente la actividad de síntesis del DNA in~ es defecti 

va o se pierde totalmente en los complejos de replicación purt_ 

:fice.dos, indicando que existe la perdida de algunos de las corn, 

ponentes del complejo durante la separación. 

La actividad de síntesis del DNA en los complejos replt 

c:ati vos purificados mediante el sistema de proteína 32 - anti­

eueroos posiblemente es difl'.cil de evaluar, por la presencia -

misma de los anticuerpos y la P32 que de alguna manera podrían 

bloquear el paso de la DNA polimerasa.. Sin embargo, queda como 

alternativa el empleo de columnas de P32 o de anti-P32 en la -

purificación de los mi ni cromosomas activos en replicaci0n. EL 

uso de tales colu.~naa (P32 o anti-P32 aetoplados a alguna resi­

na) podría proveer de ciertas ventajas al momento de evaluar -

la capacidad de síntesis -del DNA en los complejos ae renlica -

ción purifiaados, ya que en ~stos ya no estarían presentes los 

anticuerpos o incluso la P32. 

Un objetivo posterior a ~ste trabajo, podríe ser la 

identificación ae la posible función de algunas de las proteí-
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nas presentes en los complejos replica.ti vos purificados por el 

sistema de proteína 32 - anticuerpos. En la figura 23 se mues­

tran 5 proteínas que se encuentran únicamente en el precinita­

do que contiene a los complejos replicativ0s. La proteína l' -

(con llr superior a los 170 Kd) posible:nente eea uno de los 

fragmentos que forman parte de la DNA polimerasa O(. ya que en­

timo de ternera Hblmes (17) ha reportado un peso molecular 

para &sta enzíma de 210 a 230 Kd, y en higado de la rata 

de Recondo (17) ha reportado valores similares en el peso mole 

cu.lar de 'sta proteína. Así mismo Baril (17) ha reportado un -

peso molecular de 220 Kd para la fonna0l3 de la DNA polimerasa 

en º'lulas Hala. Sin embargo la existencia de una gran canti -

dad de variables (el modo de electroforesis en gel, el tipo de 

et&lulas empleado, lla sensibilidad de la enz!ma a degradaci6n -

proteolitica, y la existencia de multiples formas de laCX-pol!_ 

merasa), durante la evaluaei6n del! peso molecular de la DNA p~ 

limerasa OC (en varios eucariotes), ha originado que se haya11 -

reporta.do valores desde 70,000 hasta 1 millón de dalt6nes en -

su peso molecular (17) •. Con respecto a la prot aína 2' ( Fig. 

2~), que presenta una Mr ligeramente superior a los 94 Kd, po­

siblemente se trate de otro fragmento de la DNA polimerasa Ol. 

H«bscher (17) ha reportado la existencia de Wi1 oore catalítico 

de aproximadamente 125 Kd en la DNA polimeraeaol. de timo de 

ternera y en varias DNA polimeraeas de prooariotes y eucario­

tes inferiores • .EIL empleo de anticuerpos contra la DNA polime­

rasa « podría ayudar en la identificación de los componentes -

de ~eta enz!ma en loe complejos de replicación obtenidos en 

'ate trabajo. 
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Otra proteína que posiblemente esté presente en los com-~ 

plejos replicativos de SV40 purificados mediante el sistema de 

proteína 32 - anticuerpos, podría ser e1 antígeno T, del cual -

se conoce que es necesario para la iniciación de la síntesis 

del DNA (7,9,55)o Se han reportado pesos moleculares de aproXi­

madamente 81 Kd para el a.~t!geno T grande, y 27 Kd para el ant[ 

geno T pequeño (9), los cuales podrían corresponder con las P?'2.. 

te!nae 31 y 51 (Pig. 23) que est!.Úl presentes en los mencionados 

comple;tt>a de replicación purificados. Nuevamente el empleo de -

anticuerpos podría representar una excelente herramienta en la­

elucídación de ~ato. 

Pi.nalmente con respecto a la proteína 4' {Fig. 23), con­

Mr internedia entre 33~5 y 55 Kd, seguramente se trata de algún 

otro componente del complejo, de los cuales probablemente debe­

haber muchos mas (topoisomerasa, ligasa, desestabilizadora de -

h~lice, etc.), y que para su identificación podrían requerir 

de una elución a partir del gel de poliacrilamida-SDS, seguida­

por una renaturalización (56) y posterior evaluaci6n de su actt_ 

vid ad e 

La purificación y analisis de sistemas como el del com -

plejo de replicación. de SV40, de alguna manera contribuyen para 

un mejor entendimiento de algunos de los eventos de la replica­

oi6n de la cromatina (fase del c!olo celular relacionada con 

fenomenos de di Visión, diferenciación y transfonnaci&n celular}, 

los cuales suceden de una manera muy similar en los cromosomas­

de las células eucarioticas. 
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CONOLUSION 

Le. proteína 32 del bacteriófago f4 de alguna manera 

interaccioaa con el complejo de replicacióm de SV40 por lo -

que mediante el empleo de W!l sistema de proteína 32 - anti 

cuerpos se puede precipitar, bajo las condiciones óptimas en­

contradas, de 60-70~ de tales complejos. Se sugiere que éata­

estrategia puede servir para concentrar y purificar al compl~ 

jo de replicación de SV40 para su posterior análisis. 

La proteína 32 como tal, no es suficiente para precip!_ 

tar el complejo de replicación de SV40, mientras que los ant~ 

cuerpos por sí solos precipitan de 30-40~ del susodicho com -

ple jo. 

En lo que respecta al complejo maduro, éste no es prec!,_ 

pi table por el sistema de proteína 32 - anticuerpos bajo las­

condiciones óptimas de precipitación del complejo replicativo. 
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