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Pr•:E~_g 

El objetivo de este trabajo es revisar las investigaciones que se 

·han realizado en los ó.ltimos aftos sobre el papel de los de idos ribo.nu

cleicos ribosomales en las distintas funcionen del ribosoma. 

Se ha descubierto recientemente que el ~RN es capaz de tener ac

tividad enzimAtica. 

En el periodo que va de aproximadamente 1955 a 1969, se estudió 

ampliamente al ribosoma<1>. Se caracterizaron sus componentes, se 

descri~i6 el mecanismo general de la sintesis de proteinas. etc. En la 

década de los 70e. sin embargo. se perdió el interés en este organelo. 

Las principales causas de ello fueron la imposibilidad de profundizar 

mAs all6. de los estudios estructurales. el desconocimiento de las 

posibilidades cataliticas de los ARN~ y la misma difi·=ultad que habla 

para trabajar con ellos antes del advenimiento de las modernas tecnicas 

de biologia molecular. 

A partir de 1901-82 el interés por los estudios sobre el ribosoma 

ha renacido. a partir del descubrimiento de la actividad catalltica de 

los ARN. Esta vez su estudio se ve muy facilitado por las nuevas técni

cas. y se beneficia de los avances obtenidos por los grupos que siguie

ron estudiando a este organelo durante los anos en que su popularidad 

se vio disminuida: actualmente se tiene la secuencia de la mayorla de 

las proteinas ribosomales y se esta muy cerca de descifrar la estruc

tura tridimensional detallada del ribosoma. 

Durante todos estos anos, la actividad en:::imAtica mas importante 

del ribosoma. la transferasa de peptidilo, no ha podido ser localizada 

en ninguna de las proteinas ribosomales. Aunque existe le. posibilidad 



de que se requieran varias de el las para que se mani·fieste la activi

dad. la evidencia actual. que se revisa en este trabajo junto con la de 

la participación de los ARNr en casi todas las demAs funciones del 

riboso~a. parece dejar claro que estas moléculas son un componente in

.dispensable. si no es que el esencial. de dicha actividad. 

En muchos casos, la revisión bibliogrAfica no ha sido exhaustiva. 

No obstante. creo haber logrado reunir referencias suficientes para 

tener una visión clara de la investigación que se ha hecho en éste 

campo en los Ultimes 9 anos. y de los resultados que se han obtenido. 

Ld investigación bibliogrAfica en la que se basa éste trabajo se 

realizó partiendo de las referencias originales citadas en el Scilílnce 

Clt•tlon rn~N y en Blolagic:•l Abstracta. La büsqueda de los articulor; 

se llevó a cabo en las sig~ientes bibliotecas de la UNAM: 

Biblioteca de Centro de Información Cientificll. y HumlJnJs-

tic" CCICHJ 

Hemerobibl ioteca de Investigll.ción "José Joaquín Izquierdo" 

de la Facultad de Medicina. 

Biblioteca del Instituto de Fisiologill. Celular. 

Biblioteca del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

Biblioteca de la división de Estudios de Posgrado de la 

Fdcultad de Qulmic~. 

Biblioteca del Instituto de Biología. 

Deseo agradecer su ayuda y amabi 1 idad al personal de estas bi-

bliotecas. especialmente a la Sra. Alba Tuena de Cobos CIFCJ y al 

querido Don Carlitos Perez Paramo (Facultad de Medicina). 
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Las abreviaturas usadas en este trabajo son las siguientes: 

ADN 

AHP 

ARN 

ARNr 

ARNt 

ATP 

b 

EDTA 

cEF-Tu 

EF-1 

. EF-G 

EF-Tu 

eIF-2 

eIF-3 

GTP 

IF-2 

IF-3 

pb 

RNaea. 

sos 

4cido desoxirribonucleico. 

Monotosfato de adenosina (dcido adentlico). 

4cido ribonucleico. 

6cido ribonucleico ribosomal. 

dcido ribonucleico de transferencia. 

Trifostato de adenoaina. 

Bases Cnucleótidos) 

4cido etilendiaminotetraac6tico. 

Factor de prolongación Tu eucariótico. 

Factor de prolongación Tu eucariOtico. 

Factor de prolongación G procariOtico. 

Factor de prolongación Tu procariOlico. 

Factor de iniciación 2 eucariOtico. 

Factor de iniciación 3 eucariótico. 

Trifostato de guanosina. 

Factor de iniciación 2 procariótico. 

Factor de iniciación 3 procariótico. 

Pares de bases. 

Ribonucleaso.. 

Dodecilsulfo.to de sodio. 

3 



X.NT.RQDVCC:Ic>N 

CO.IK~~ITQS SOBRE EL RIBOSOMA 

4 

En este capitulo introductorio se presenta la información bAsica 

l!IObre la estructura. la biosintesis y la funciOn de los ribosomas. y 

una discusión breve sobre la importancia de las funciones de los ARNr 

en la traducción, dentro del marco de las teorias recientes sobre 

evolución molecular. que sitUan a los i\RN en un papel central en la 

.sparic16n de las primeras moléculas con las propiedades fundamentales 

{en un sentido amplio) de la vida: la autorreplicación y la capacidad 

de evolucionar. 

Entre los objetivos principales de este trabajo. se halla el de 

reunir evidencias de las funciones que los ARN continüan ! levando a. 

cabo e11 loa ribosomas modernos. Los ribosomas son considerados por mu

chos como "tOei le3 moleculares". debido a que au estructura y su fun

ción !le han conservado admirablemente o lo largo de la evolución. El 

que se hayan conservado también las funciones catalizadas por ARN. como 

se sostiene en eete trabajo. permite realmente que se considere a los 

ribóeomaa como fósiles del "mundo de las ribonucleoproteinaa", que se 

ha postulad-:> como lo etapo. intermedia entre el "mundo del ARN" primi

genio y el actual "mundo del A.DN". La intormación que nos proporciona 

~1 estudio de los funciones de los ARNr en los ribosomas actuales nos 
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permitira entender mejor el papel que los J\RN pudieron jugar en la 

evolución temprana de la vida. 

NOTA: El contenido de este capitulo se obtuvo de los 

1 ibros cit~dos en Ja bibl iografia (referencias 

I-VIIJ y de }ds referencias 2.3.4 y 5. 

~=a.J..i.ci.~~re el rib™-ª-'-

Los ribosomas son organelos subcelulares de tamano muy pequeno. Es 

por ésto que aunque se hallan en gran nómero en las células. no fueron 

descubiertos sino hasta mediados de este siglo. cuando el microscopio 

electrónico permitió el estudio de la ultra.estructura celular. 

Desde 1840. Al tman hab1a descrito pequef'ios grdnu los parecidos a. 

bacterias en el interior de las células. a los que llamó k.iobl.iJ.~t_qs.. 

Altman utilizó el microscopio óptico para sus observaciones. que son 

los primeros reportes de organelos dentro de la célula . Entre 1940 y 

1960. los estudios de fraccionamiento celular permitieron relacionar 

ciertas funciones con organelos especificos. 

Los ribosomas fueron descubiertos por A. Claude. quien los loca

l izó en el microscopio electrónico como particulas de ribonucleopro

teina. K. R. Porter y G. E. Palade localizar-0n a los ribosomas sobre el 

reticulo endopldsmico. 

La identificacion de la función de los ribosomas. la síntesis de 

proteínas. fue lograda por Zamecnik en la década de los cincuentas. 

Antes de sus estudios. 

inversión de 

se pensaba que las proteínas eran sintetizadas 

la actividad de las peptidasas (enzimas que por una 

degradan proteínas). en forma quiza similar a la sintesis del glu-
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·Los experimentos de Zamecnik relacionaron a los ribosomas indis-

cutiblemente con la sintesis de prote1nas. pues demostraron que amino

Acidoa radiactivos que eran inyectados a ratas aparecian primero en la 

llamadb. 11 fracci6n microsomal" (que comprende a loe ribosomas y fragmen

tos de reticulo endoplAsmico) al separar lisados de células por c·en

trifugaci6n diferencial. Posteriormente. los aminoAcidos marcados 

aparecian en las proteinas del citoplasma. Multitud de estudios poste-

rieres han confirmado que es en los ribosomas en donde se sintetizan 

las protetnaa, y han permitido conocer la ~atructura de estos organelos 

y el proceso.de la sintesis con gran detalle. 

Antes de describir la estructura de los ribosomas. conviene men-

cionar que se trata de los organelos mas abundantes en la célula. Un 

ejemplo tipico es la célula de la bacteria Escherichia coli. en la que 

se pueden hallar aproximadamente 15. 000 ribosomas, que cor.st i tuyen casi 

la tercera parte del peso seco de la célula. En el ribosoma, 2/3 del 

peso consisten en los ARNr, por lo que tan sólo éstos constituyen el 

21% de la masa celular. Como punto de comparación. la membrana celular 

constituye sólo el 10% de la masa celular; el AON el 2%, y las prote1-

nas ribosomales el 9% . Es claro. entonces que si los ribosOmas son de 

importancia central en la organización celular. los ARNr parecen ser 

parte vital de los ribosomas. 

A..L_L.ruL:.c.amponen tes de l ns........r.i..bma5...!.-Prn~·--Ac i.dQS 
~ELl(:..Q.'?.L 

1.LEI:<:>.tfiln~ 

Las proteinas son heteropolimeros no-ramificados fonnados por !-J. 

unión de residuos de aminoAcidos (compuestos de carbono que tienen un 

grupo amino. un grupo carboxilo y un tercer grupo o cadena lateral. los 

tres unidos a un mismo carbono). La secuencia de dichos residuos. cono-
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cida como la estructura primaria de la proteina. estA determinada por 

la secuencia de los nucle6tidos en el acido desoxirribonucleico CADN> 

que forma loe genes .. Toda proteina tiene un extremo con un grupo amino 

(extremo H-:terai-nal) y otro con un extremo carboxilo (extremo 

C-tenni na 1 ) , 

En lo" "eres v1vo11. hay 20 aminoacidos que normalmente forman 

parte de las proteinas. Otros amino4cidos se hallan muy raramente. 

Loe amino&cidos se hallan unidos por un enlace entre el grupo car

boxilo de un aminoacido y el grupo amino del siguiente formando un en

lace am1dico. tamb16n conocido como enlace peptidico. 

Lae cadenas proteicas 11on flexibles y pueden adquirir diversas 

conformaciones. Algunas de las estructuras estables que pueden formarse 

en tramos de cadenas proteicas Ctambi6n llamadas cadenas pol ipeptidi

cas) son la hélice a. la hoja plegada IL et.e. Estas estructuras consti

tuyen la eDtructura secundaria de 'ta proteina. A su vez. las porciones 

con estructura aacundaria y las regiones no-estructuradas de la pro

teina pueden adquirir conformaciones estables. las cuales constituyen 

la estructura terciaria. Por U.ltimo. ae dice que las proteinas que 

pueden unirse con otras. para formar una prote1na mul timérica. tienen 

estructura cuaternaria. 

2_Lru; i.dQlLr_jJ;i_9n1;~"-t 

Loa Acidos nucleicos son heteropolimeros formados por la unión de 

mon6mcro2 l lo.madoa nucle6tidos. Los nucle6tidos astan formados por un 

co.rboh'idrato. el cub.l puede ser ribosa o 2-desoxirribosa. al cual se 

ha 11 an un idea dos grupos: en el carbono 1 se hal 1 a unida un.a base 

pUrica o pirimidica. y ~n el carbono ~ un fosfato. 
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Existen dos clases de acido nucleico: el Acido desoxirribonucleico 

(ADN). en el que el carbohidrato es 2-desoxirribosa y las bases son 

edenina (A) y guanina (G) (p~ricas) y timina (T) y citosina (C) 

Cpirimidicas), y el 4cido ribonucleico CARN>. en el que se halla ribosa 

en vez de 2-desoxirribosa y uracilo (U) en vez de timina. 

La estructura de las bases permite que haya formación de enlaces 

de hidrógeno entre algunas de ellas. Específicamente, se forman los 

pares A:T O A:U y C:G. 

El ADN normalmente se halla como dos cadenas unidas por enlaces de 

hidrógeno como los descritos anteriormente entre cada uno de los nu-

cleólidoe de uno cadena con los de la otra. Siendo asJ, dondequiera que 

en una de lae cadenas hay una A, en la opuesta debe haber una T, y 

vicevers~. Lo mi8mo sucede con C y G. Debido a ésto. se dice que las 

dos c.l.denas del ADN son complementarias. Las dos cadenas complemen-

tarias unidas-ne hallan enrolladas formando una doble hélice. 

El ARN. que es el Acido nucleico presente en los ribosornas. nor-

m4lmente no se halla formando dobles hélices~ aunque tramos de una 

mol~cula si pueden tomar esta estructura. 

La estructura de las tres clases principales de 
ribosomas es equivalente. 

La estructura general de los ribosomaa tanto de eucariontes como 

de procariontes y de organelos que tienen maquinaria de sintesis de 

pt·ote 1 nas ( cloropl.:istos y mi tocondrias) es muy similar. Sus componentes 

hAsicos y su organizaciOn estructural y funcional son virtualmente 

iguolles. lo que permite establecer homologias entre los tres tipos de 

ri hooom.'l:J. 
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La tabla siguiente presenta un resumen general de la estructura de 

los diferentes tipos de ribosomas: cvease la figw·a 2- pagina 13) 

'.I:AllI..L1 
Tl\MAl'IO DE l\LG\JNOS COMPONENTES DE RIBOSOMAS, 

Sistema Ribosoma Subunidad.es AENr 

Citoplasma eucari6tico 005 Grande: 60S 265. 55. 5.65 
(rata) Chica: 405 165 

Citoplasma procari6tico 705 Grande: 505 235, 55 
Chica: 305 165 

Mitocondria 55-745 Grande: 39-605 16-255 
Chica: 26-375 13-195 

Cloroplasto 705 Grande: 505 235. 55. 4.55 
(O 35 y 75) 

Chica: 30-355 165 

Los ribosomas tienen la capacidad de unir dos ARNt simultaneamente 

en sitios especificas. El primero de estos sitios. conocido come sitio 

A (por aminoacilo). puede unir ARNt que estén cargados con un amino-

acido (aminoacil-ARNt). El llamado sitio P (por peptidilo) puede unir 

el ARNt al que esta unida la cadena polipept1dica en formación 

(peptidi l• l\RNtl. 

Tanto el sitio P como el A se extienden abarcando parte de las dos 

subunidades ribosomales. La parte de los sitios A y P que se une al 

aminoAcido (o al péptido) del ARNt se halla en la subunidad grande. y 

la parte que aloja al anticodón unido al ARNm se halla en la subunidad 

chica. 

Cuando las subunidades ribosomales estan separadas~ la porción del 

sitio P que estA en la subunidad chica tiene la capacidad adicional de 

unir al aminoaci 1-ARNt iniciador. j. e. el ARNt que acarrea al primer 

aminoacido de la proteína que se Vfi a sintetizar. El aminoaci 1-ARNt 

iniciador no puede unirse al sitio A ni al ~itio P completo del ribo-
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soma. Ningon otro aminoacil-ARNt puede unirse al sitio P incompleto de 

la. subunidad chica. 

-.- -En lo que respecta. a su forma~ los ribosomas en general pa.reeen 

ser muy similares. Unic11tnQtttg los ribosomas procari6ticos se han estu-

diado con suficiente detalle corno para poder conocer su forma con de-

talle. 

~,{ñ 
ª~·{ '-() + 

Sub unidad 
Chica 

--{ "-" 
Base{ u + 

Subunidad 
Grande Ribo soma 

Figura 2: Modelo del ribosoma 
y sus subunidades (Ref. 85) 

La subunidad ~hica tiene tres caracteristicas evidentes: una pro-

tuber~ncid grande, l lamt'ldo. la ca.be:za. y una mds pequena llamada la 
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platafonna. Entre la. cabeza y la plataforma s encuentra la hendidura 

(cleft). Por debajo de las protuberancias se halla la base. que forma 

el cuerpo principal de la subunidad ( 2 / 3 partes). 

La subunidad grande tiene también un cuerpo principal y tres pro

tuberancias, con Angules de aproximadamente so· entre si: la protube

rancia central. el tallo (stalk) formado por las prote1nas L7 y L12 

(que en realidad son dos formas de la misma proteína). y la colina 

(ridge). Entre la colina y la protuberancia central se halla el valle. 

También hay una muesca (notch) en la cara de la subunidad grande que se 

una a la chica. 

En el ribosoma. la hendidura de la subunidad chica queda aproxi

madamente alineada con la muesca de la subunidad grande. con lo que se 

forma un canal por el que posiblemente emerja la proteína recién sinte-

tizada. 
1) RibQ~QID~ª--Rr..ocarióticos 

El ribosoma procariótico. cuyo ejemplo cldsico es el ribosoma de 

Escherichia coli. fue el primero en ser estudiado y caracterizado. Es 

una particula ribonucleoprotéica de aproximadamente 18 nm de didmetro y 

2.8 megaDaltons de peso. con un coeficiente de sedimentación de 705 

(para una definición de coeficiente de sedimentación. véase el apéndice 

a este capitulo, en la- pagina 37). 

El ribosoma 705 de Escherichia coli puede ser "desarmado" por dis

minución de la concentración de Mg 2 + y uso de agentes desnaturalizantes 

como la urea. Estd formado por dos subunidades con coeficientes de se

dimentación de SOS y 305. conocidas respectivamente como subunidades 

grande y chica. Los pesos moleculares de las subunidades. que se sepa

ran al disminuir la concentración de Mga•, son aproximadamente 1.45 Y 

0.85 megaDaltons. La adición de urea causa un desensamblaje de las su-
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bunidades. con lo que pueden separarse las proteinas de los ARN riboso

males (llRNrl. 

La subunidad grande esta formada por dos ARNr: el ARNr 23S. de 

2904 bases y un peso molecular de un megaDalton. y el ARNr 5S. de 120 

basea y 40 kiloDaltons. Adem6s. la subunidad 50S contiene 31 clases de 

prote1nas. llamadas Ll. L2 •.... L34 Cla numeraciOn no corresponde debido 

a asignacioneg erróneas durante los primeros estudios). 

La subunidad chica. 309, consta de un sólo ARNr: el 16S. de 1541 

nucle6tidoa y 0.5 megaDaltons, y 21 clases de prote1nas. llamadas Sl. 

52 ....• S;?t. 

Subunldad 
505 

+ urea 

+ 

filos orna 
709 

Subunldad 
sos 

ARN 1BS 

+ 
31 clases de Proteínas 21 clases de Proteínas 

J'Jpra 2: Component.1 del ribo1ama procariótico 



La disposición tridimensional de los componentes del ribosoma pro

cariótico apenas est6. comenzando a ser entendida. Se sabe, sin embargo. 

que los ARNr se hallan plegados en forma compleja dentro de las sub

unidades. por medio de interacciones secundarias y terciarias (védse el 

'capitulo II>-. Algunas proteinas ribosomales se hallan unidas 

directamente a los ARNr. o con otras proteinas ribosomales. 

obteniéndose asi la estructura compacta característica de las sub

unidades ribosomales (Véase la figura 1). 

21 RibQ~omas eu~~Li2t_i~9_!i_._ 

Los ribosomas eucari6ticos son en general mas grandes que los bac

terianos (con di6.metro de aproximadamente 21 run). aunque sus coefi

cie_ntes de sedimentación varian entre 73 y 805 y sus pesos 5on de 

aproximadamente 4 megaDaltons. dependiendo de la esp~cie. Las sub

unidades chica y grande tienen coeficientes de sedimentación de 40S y 

605. en promedio. 

El ribosoma 805 de higado de rata. por ejemplo. tiene una masa de 

4. 22 mega Da 1 tons. La subunidad chica. de 405 y 1. 4 mega Da 1 to ns. con

tiene el ARNr 185. de 1874 bases. y 33 proteínas ribosomales. El ARNr 

de la subunidad chica tiene coeficientes de sedimentación de 18S en la 

mayoria de los animales. mientras que entre diversas plantas varia de 

16 a 185. En los protozoarios estos valores son mas variables. 

La subunidad grande del ribosoma rata. de 605 y 2.82 megaDaltons. 

contiene tres 11.RNr (a diferencia de su equivalente procariótico. que 

contiene sólo dos): el 11.RNr 285, de 4718 bases; el 11.RNr 5.85. de 160. y 

el 11.RNr 55 de 120. El valor del ARNr mas grande es de 28S en otros ani

males. y de 255 en plantas. 49 proteinas ribosomales completan la es

tructura de esta subunidad. 
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Los ribosomas organelares varían en ttuDano entre las diferentes 

especies: 705 en cloroplastos de Euglena. 785 en las mitocondrias de 

maiz. 73S en las de levadura, y 605 en las de Xenopus y las humanas. La 

proporciOn de ARNr también es variable. desde menos del 30% hasta 70%. 

aproximadamente. Algunos datos sobre la estructura de varios ribosomas 

mitocondriales y uno cloroplastico. comparada con la de ribosomas eu-

cariOticoa (citopl6.smicos) y procari6ticos (bacterianos). se muestran 

en la tabla siguiente (modificada de Ja referencia VI. p.238): 

J:Alil.A.-2 
e.HQfl.EilAD~_seouraNTll.Cl.:>tLP~ RIBOSOMl\S MITOCONPRIAL&a.;_ 

filhQBOJTI<I 5_UbJ.miJ1<1ruu:i AJllli: 
·~~~~~~~~~4aLLra.rule_____~h.t~qrande chico 

Humano 605 455 355 165 125 

Rata 555 395 285 165 135 

Planta 775 605 445 245 185 

N.CTJ3Sd 735 505 375 255 195 

S. cerevisiae 745 505 375 215 155 

Cloroplasto 705 505 30-355 235 165 

•citopl6.smico 805 605 405 285 185 

•Bacteriano 705 505 305 235 165 

Loo ribosomas cloroplAsticos de plantas superiores contienen. 

'3dem..\J di:- los ARNr grande. chico y 55. un ARNr 4 .SS en la subunidad 

grande. En algunas algas como Chl1Jmydomonds reinhardtii. en vez de este 

t\ J timo se encuentran dos ARNr. e 1 3S y e 1 78. los cuales cstdn fuerte-

m~nt"! acrociado!l con los ARNr 23S y 5S. 
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A pesar de estas diferencias, los ribosomas de los organelos son 

en general similares a los ribosomas bacterianos. tanto por su estruc

tura y su funcionamiento como por su sensibilidad a antibióticos que 

inactivan Especifica.mente a los ribosomas procarióticos, pero no a los 

eucarióticos. e.g. el cloranfenicol y la eritromicina. 

Asimismo, la estructura secundaria de los ARNr mi tocondria les y 

cloroplasticos corresponde con los modelos genera.les propuestos para 

los bacterianos (vddse el capitulo II). 

~síntesis de los ribosomas: 

La biosintesis de los rihosomas es uno de los procesos mds activos 

dentro de la célula. La sintesis de los ARNr por transcripción y la de 

las proteJnas ribosomales por traducción se hallan acopladas. lo que 

permite el.·autoensamblaje de las subunida.des ribosomales en forrn~ coor

dinada y eficiente . 

.l~IL .. d.Ll.2.§LlllillL. 

Los genes de los ARNr se hallan repetidos en todos los organismos: 

en procariontes se hallan aproximadamente 7 genes para los ARNr grande 

y chico y 7 para el ARNr 55. que constituyen el 1% del genoma. mientras 

que en eucariontes se hallan de 140 a 450 genes para los ARNr grande y 

chico y de 140 a 24.000 genes para el ARNr 58. que llegan a constituir 

hasta el 17% del genoma. En los procariontes los genes de los ARNr se 

hallan dispersos. mientras que en los eucariontes se hallan genera 1-

mente contenidos en grupos dentro del genoma. llamados ADU ribosomal. 

En general. los genes de los ARNr grande y chico son transcritos 

como un solo precursor en procariontes y eucariontes. Este precursor 

contiene las secuencias de ambos A.RNr y secuencias adicionales en el 

extremo 5' y enmedio de los dos ARNr. llamadas secuencia guia y espa-
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ciador transcrito. respectivamente. Estas secuencias son cortadas y los 

ARNr son liberados en un proceso llamado maduración de los ARNr. 

Loa ARNr grande y chico en eucariontes son sintetizados 

(transCritos) en una región del núcleo llamada nucleolo. gracias a una 

enzima 1 lamada pol imerasa de ARN I (distinta. de la pol imerasa .de- ARN 

II. que transcribe los ARNm). El nucleolo tiene una zona central fibri

lar. en la que ocurre la transcripción de los genes. y una zona 

granular externa. en la que se hallan las ~articulas de 

ribonucleoproteina que constituyen los ribosomas en proceso de 

ensamblaje. Los nucleolos (puede haber varios en un nócleo) se 

localizan alrededor de zonas del ADN llamadas orgainizadores 

nucleolares. las cuales contienen gran cantidad de genes de ARNr 

repetidos. La transcripción en estas zonas es muy intensa. 

Los ARNr 55 no son sintetizados en el nucleolo. pero son 

transportados a 111 a 1 igual que las prote1nas ribosoma les pa.r..l ser 

incorporados en los ribosomas en formación. La enzima que los 

sintetiza. la polimeraaa de ARN III. es distinta do la que se usa para 

los otros A.RNr y los ARNm: transcribe especi fi camente a los genes de 

ARNr SS y de A!lNt. 

Z.Llli.2lÚDllfil~as ¡¡rote 1 nas_d_l¡g_s_Qffi'l_l,_l!.lL, 

En general. las proteinas ribosomales son sintetizadas por un 

proceso de traducción idéntico al de todas las otras proteínas 

celulares. 

La. transcripción de los genes de las proteinas ribosomales. sin 

embargo. se halla comunmente sujeta a una regulación especifica que 

permite que. la s1ntesis de las proteinas y de los A.RNr se dé en fonna 

concertada. 
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El mecanismo general conoiste en que las proteinas ribosomales 

pueden unirse con su propio ARNm. impidiendo su traducción. Cuando los 

ARNr y las demAs proteínas riboaomales se hallan en cantidades 

suficientes. se unen formando las particulas ribonucleoprotéicas" 

precursoras de loe ribosomas. Cuando los ARNr no se hallan presentes. 

en cambio. las proteínas ribosomales quedan libres en el citoplasma y 

se unen a sus propios ~RNm. lo que detiene su traducción. 

FJ¡ura 3: Flujo de la int~ tenética t.n la célula. 
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aL.Afil~!lilru!mD.la le de 1 r i bos.QllllL. 

El ribosoma tiene la propiedad del autoensamblaje, que consiste en 

que puede sus componentes pueden juntarse espontaneamente en las 

condiciones adecuadas de concentración de salea, pH. temperatura. etc. 

sin la ayuda de otras moléculas. La reconstitución in vitro de las dos 

subunidades ribosomales de Eschsrichict col i se logró en los anos 70. 

pero aün no se ha logrado la reconatitucion de ribosomas eucarióticos. 

AdemAs, la reconst.itución de la subunidad chica de E. coJj in vitro 

requiere 90 minutos a so·c. mientras que in vivo tarda aproximadamente 

30 minutos a 37•c. La sintesis y ensamblaje completos de una subunidad 

ribosomal grande in vivo tardan aproximadamente l hora. 

Una vez ensambladas las subunidades ribosomales son exportadas al 

citopl~sma a través de la membrana nuclear. 

Dl Fynci6n del~Illil 

El ribosoma permite la traducción de la infonnación 
genética del ARNm a las proteínas. 

La función del ribosoma es la síntesis de protelnas. Este proceso 

tiene una importancia tan central para la superv:ivencia de la célula 

como el proceso de replicación de la información genética, pues ee el 

que permite la expresión final de ésta ~ltima. 

La infonnación del ADN es transmitida a las proteínas por un 

mecanismo de dos pasos. conocidos como transcripción y traducción 

<vease Ja figura 4). El primero de ellos consiste en la eintesis de una 

cadena de a.cido ribonucleico (llamado 6.cido ribonucleico mensajero o 

1\RNml complementaria al ADN del gen. Dicha cadena es sintetiza:da por 

enzimas llamadas poi imer.osas de 11.RN dependientes de l\DN. o 
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tranecriptasas. las cuales unen los ribonucleOtidos necesarios efñ· la 

secuencia complementaria a la del gen. utilizando al AON como molde. 

El ARlfm. como su nombre lo indica. transmite la informaciOn del 

ADN a los ribosomas. en donde las proteinas son sintetizadas de acuerdo 

a la secuencia dictada por el ~RNm. Este es el proceso de traducción. 

el cuAl se divide en tres tases principales. la iniciación. la 

prolongación y la terminación. que constituyen la síntesis de 

prote!nae. mas una fase previa a ésta: la activación de los 

4m1noAcidoa. Estas fases son descritas en las siguientes secciones. 

J~ación de los amino&cidos 

La primera tase de la traducción. que no forma parte de la 

eJnteeis de proteínas como tal pero que es directamente necesaria para 

ella. ea la activación de loe aminoAcidos. Consiste en la unión de los 

a.minoAcidos individuales las moléculas que los acarrean 

Especificamentc: una clase especial de Acido ribonucleico conocido como 

6cido ribonucleico de transferencia (ARNt). 

Cada uno de los 20 dminoAcidos puede unirse a por lo menos un ARNt 

eepec1fi.co para ése amino6.cido. En algunos caeos •. hay varios ARNt que 

corresponden a un mismo aminoAcido; debido a ésto-ee dice que el código 

genótico ea dogenerado. La unión de cada amino6.cido con el ARNt 

correcto se logra gracias a una clase de enzimas que reconocen tanto al 

arninoAcido como al 7'RNt. y que catolizan la unión. Estas enzimas son 

las sinteta3as de dminoacil-ARNt. 
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La reacciOn de unión es una esterificacion. y consta de dos pasos: 

El amino6cido y una mol6cula de ATP son unidos para 

formar un adenilato de aminoaci lo (o AcidO· 

aminoaciladenilico), con liberación de pirofosfato (que 

es luego hidrolizado a dos fosfatos). 

• El aminoacilo proveniente del adenilato de aminoacilo es 

transferido al ARNt. formAndose un enlace entre el grupo 

carboxilo del aminoAcido y un hidroxilo de la adenina de 

la secuencia CCA. que se halla en el extremo 3' del 

ARNt. Simult~neamente. se libera una molécula de ~-

Existe una siritetasa de aminoacil-ARNt especifica para catalizar 

la reacción de unión de cada aminoacido con cada ARNt. 

Debido a que son estas sintetasas las que reconocen a los 

amino4cidos y los unen a los ARNt. se puede consider~r que una parte 

muy importante del proceso de traducción es llevada a cabo por ellas. 

Una vez que cada aminoAcido estA unido a su ARNt correcto. los 

amino4cidos son alineados y unidos entre si en el ribosorna. siguiendo 

la secuencia dictada por el ADN a través del ARNm. Pero si por alguna 

razón se une un aminoAcido con un ARNt incorrecto. el ribosoma 

reconocerA Qnicamente al anticod6n del ARNt. no al aminoAcido. Asi. 

puede considerarse que el ribosoma sólo "lee" lo que ya ha sido 

traducido por las sintetasas de aminoacil-ARNt. 

2l-1.nitii1.ci6o de la s1n.t...e.:3i!LdJL.'2r.Q~~ 

La segunda fase de la traducción. la iniciación. es el paso mas 

lento de la síntesis de proteinas. Durante la iniciaci6n se une el ARNm 

con la subunidad ribosomal chica. Posteriormente se une el 

aminoacil-ARNt iniciador. y finalmente la subunidad ribosomal grande. 
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con lo que se forma el complejo de iniciación. En cada paso intervienen 

proteinae especializadas llamadas factores de iniciación. El proceso es 

ligeramente diferente en procariontes y eucariontes. 

Varios riboeomas pueden unirse sirnul t6.neamente a un mismo :\RNm,. 

formando lo que se conoce como polirriboaoma o polisoma. 

A..L_L§._iniciaci6n en loa procariontes 

En los procariontes. pueden distinguirse tres pasos: 

• Primeramente ocurre la uni6n de la eubunidad chica (30Sl 

con el factor de iniciación 3 (IF-3). una proteina que 

al unirse a la subunidad impide que ésta se una a. la.s 

eubunidades grandes {50S! que se hallan libres en el 

citople9ma (normalmente hay un equilibrio entre 

ribosomas 70S y subunidades 30s y 50$ libres). 

El P.RNm, que no puede unirse a loa ribosomas 709 

libres. se une al complejo 30S•IF-3. El cod6n de 

iniciación AUG del ~RNm queda en la posiciOn correcta 

para la iniciación (en ld porciOn del sitio P que eat~ 

en la subuniddd 309) gracias a un apareamiento entre una 

2ecuencia del ARNm muy cercana al extremo 5' y el 

ARNr 165. conocida como interacción Shine-Dalgarno 

fv~~se el capitulo IIIJ. 

Aunque AUG. que codifica para el aminodcido 

metionjna. es el codOn de iniciación m&s común. en 

bactcri.::a.s (y en euca.riontes). hay ocasiones en las que 

utili:~n loa codoncs GUG e incluso UUG. Aunque 

normo.lmente GUG codifica para valina. cuando se usa como 

~od6n de iniciación codifica par~ metíonina. 
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Cuando un ribosoma se halla unido-a un ARNm. "cubreº 

aproximadamente a 25 nucleótidos (8-10 codones) de éste. 

lo cu61 ae sabe porque estos nucleótidos se hallan 

protegidos de la degradación por ribonucleasas. El ARNm 

queda unido a. un surco en la interfase-· entre las dos 

subunidadea ribosomales. aunque hay indicios de que 

existe un orificio o "canal" a través del que pasa el 

ARNm. 

• El aminoaci 1-A.RNt iniciador ee une al factor de 

iniciación 2 CIF-2>, y este complejo, junto con una 

mol6cula de GTP, se une al complejo 30S•IF-3. con lo que 

se forma el complejo de preiniciación. 

El aminoaci 1-ARNt iniciador es un ARN~ especifico 

(A.RNtr) que a.carrea una forma especial del aminoacido 

metionina, en la que un grupo formilo se halla unido al 

grupo amino de la metionina (N-f~nnilmetionina). El 

torm! lmet!on! 1-ARNt. Cfmet-ARNt.l se aparea (por medio 

de eu anticodónl al cod6n de iniciación AUG del ~RNm. en 

el aitio P incompleto de la subunidad 30S. 

La formilación del grupo amino del am1noacido inicial 

parece asegurar que el primor enlace peptidico se forme 

entre el carboxilo de dicho a.rninoAcido y el amino del 

siguiente. cc.n lo que la síntesis de la p.roteina es en 

l~ dirección N ----> C 

22 
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• En el tercer paso, la subunidad ribosomal SOS se une al 

complejo de 

hidroliza el 

preiniciación, y simultaneamente se 

GTP (con participación del IF-2!. 

1 iberá.ndose GDP. fosfato. y los factores de iniciación 

IF-2 e IF-3. El complejo de iniciación asi formado esta 

listo para comenzar la s1ntesie de proteinae. 

23 

Existe un tercer factor de iniciación en procariontes. 1 lamado 

IF-1. cuya función no se conoce. 

bl La iniciación en los eucariQntes. 

Los pasos de la iniciación en los eucariontes difieren de los de 

los procariontes en ciertos detalles, pero el proceso en general es muy 

similar en ambos grupos de organismos. 

Las diferencias mas notables con los procariontes son las 

siguientes: 

• Existe sólo un codón de iniciación: AUG. que codifica 

para metionina. 

La metionina iniciadora no se halla formiladao el 

aminoacil-ARNt iniciador se llama metionil-ARNts. 

1 El ARNm tiene dos caracteristicas ausentes en los ARNm 

procarióticos: una estructura conocida como "capucha" 

(cap) en e 1 extremo 5' 1 a cua 1 consiste en una base 

modificada (7-metilguanosina), unida 

postranscripcionalmente al ARNm inmaduro por medio de un 

enlace 5'-5'. Adicionalmente, el ARNm eucariótico maduro 

tiene una "cola de poli-A", consistente en un numero 

variable de nucleótidos de adenina artadidos 

postranscripcionalmente. 
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• El ARNm no se une inicialmente a la subunidad chica por 

apareamiento de bases: la subunidad chica se une a la 

capucha del ARNm y posteriormente ee desliza en la 

dirección 5' -~~-> 3' hasta llegar al codon de 

iniciación AUG. 

• Exieten por lo menos nueve factores de iniciación. aunque 

eólo se conocen lae funciones de unos cuantos. como el 

factor eucariótico de iniciación 2 (ó eIF-2) y el eIF-3, 

que son prote1nas con varias cadenas: la proteina de 

unión a la capucha (CBP), el eIF-6, etc. 

24 

El panorama general de la iniciación eucari6tica es el siguiente: 

• El eIF-6 se une posiblemente a las subunidades grandes 

libres~ impidiendo su uniOn con la subunidades chicas. 

El eIF-2 se une a una molécula de GTP. y este 

complejo a su vez ee une al aminoacil-ARNt iniciador 

(metionil-ARNtsl. 

El complejo eIF-2•GTP•metionil-l\RNts se une entonces 

a la subunidad chica. 

• El compl ojo cIF-2· GTP• met ionil-l\RNts• 405 se une al l\RNm 

con la hidrOlisia simultanea de una molécula de ATP. 

Luego. el complejo migra a lo largo del ARNm hasta 

llegar al sitio de iniciación. 

• El eIF-5 ocasiona la liberación de el eIF-3 Y el complejo 

eIF-2•GTP. lo que a su vez permite la unión de la 

subunidad grande. posiblemente mediada por e 1 eIF-4C. 

Como el metionil-ARNt1 quedó en el sitio P. el ribosoma 

SOS queda listo para comenzar la síntesis de protcinas. 
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El GTP unido al eIF-2 es hidrolizado luego de ser 

liberado del riboeoma. y el factor es reciclado. 

31 Prolongación de la cadena polipeptidica 

25 

La segunda etapa de la sintesis de proteinas (y tercera de la 

traducción) es la de prolongación de la proteina que se esta 

sintetizando. En realidad. se ~rata de un ciclo que se repite con la 

adición de cada nuevo amino8.cido. por lo que es mas correcto llamarlo 

"ciclo de prolongación". 

Los pasos individuales del ciclo de prolongación son los eventos 

mas rc!p'idoa de la sintesis de proteínas. En sistemas eucariOticos 

(reticulocitos de conejo} se ha medido una velocidad de a 2 

aminodcidos por segundo, mientras que en procariontes (Escherichi~ 

coli) la velocidad es de 15 a 20 aminoacidos por s~gundo en condiclon9s 

óptimas. 

liJactoreLde _prolonqac~ 

En el ciclo de prolongación intervienen las proteinas llamadas 

factores de prolongación. que pertenecen a la clase de las proteínas G. 

ya que sólo son activos cuando estan unidos a GTP. En los procariontes 

existen dos factores de prolongación principales: el EF-T y el eEF-G. 

El EF-T (cuyo nombre proviene del hecho de que transfjere al ARNt 

al ribosoma) tiene dos subunidades: el EF-Tu (de unstable. porque es 

inestable al calor) y el EF-Ts (de stable: estable al calor). La forma 

activa del factor es el EF-Tu unido a GTP. Una vez que el GTP es 

hidrolizado en el ciclo de prolongación (véase abaJo). el complejo 

EF-Tu•GDP resultante se une al EF-Ts, liberandose el GDP. La posterior 

uni@n de otra molécula de GTP pennite la separación del EF-Ts. con lo 

que el complejo EF-Tu•GTP es regenerado. 
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La función del EF-Tu es acarrear el aminoacil-ARNt al ribosoma. El 

EF-G (de "que requiere GTP") participa en la translocación del 

peptidil-l\RNt del sitio 1\ al P (véase abajo). 

En los eucariontes. los dos factores de prolongación mas 

importantes son el eEF-Tu y el eEF-G (anteriormente 1 lamados EF-ló: y 

EF-2. respectivamente. Los detalles de la función de estos dos factores 

es diferente de la de sus homónimos procarióticos. pero su papel 

general es equivalente. 

bl Unión del aminoacil-ARNt entrante. 

El ciclo de prolongación puede dividirse en tres etapas. de las 

cuales la primera es la de la unión del aminoacil-ARNt entrante (los 

hechos reportados corresponden principalmente a sistemas 

procariOticos). 

El aminoaci 1-ARNt entrante se une con el complejo EF-Tu• 3TP 

para formar un complejo ternario EF-Tu• GTP· aminoaci 1-ARNt. Este 

.. complejo se une al ribosoma en el sitio A. y el anticod9n del ARNt se 

aparea con el cod6n del ARNm. Simultaneamente. se hidroliza el GTP. 

liberandose fosfato y el complejo EF-Tu•GDP. el cual es regenerado con 

ayuda del EF-Ts (véase la sección anterior). 

Cualquier aminoacil-ARNt puede entrar al sitio A en esta etapa y 

ser utilizado en las dos siguientes. excepto el aminoucil-ARNt 

iniciador. el cual sólo tiene afinidad por el sitio P incompleto de la 

subunidad chica. 

El aminoacil-ARNt unido al sitio A es reconocido por la 

interacción del anticodOn del ARNt con el cod6n del ARNm, y por otras 

interacciones del ARNt con el ARNr rvedse el capitulo IV) La primera de 

estas interacciones es especifica para un aminoAcido dado. La segunda 
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Unicmnente reconoce un ARNt que no sea el iniciador. L~ etapa siguiente 

del proceso sólo se lleva a cabo en caso de que las dos interacciones 

sean correctas. 

Loe ARNt pueden unirse al sitio A en la forma anterior. llamada 

"enzim6.tica 11
• o en fonna 11no-enzim8.ti"ca 11

• en la que no se requiere de 

EF-Tu ni GTP. pero en este caso la afinidad de la unión ea menor. 

~oci6n del enlace pept.1.Qik.Q~ 

Este ea el paso enzim&tico central del proceso de traducción. 

Consiste en la formación del enlace peptidico entre el extremo amino 

del pep~idilo (o aminoacilo. si es el primer ciclo de prolongación) que 

se encuentra en el sitio P del ribosoma. y el grupo carboxilo del 

aminoacilo del sitio A. 

La reacción es un ~taque nucleofilico del g~upo amino del 

aminoacilo entrante sobre el carboxilo del peptidilo esterificado con 

el ARNt. Es importante senalar que esta reacción no requiere de gasto 

de ATP ni GTP. Una vez que se ha formado el nuevo enlace pept1dico. el 

peptidilo ha crecido en un residuo de aminoAcido. y se halla uhoret. 

unido al ARNt que esta en el sitio A. En el siguiente paso. ld 

translocación, el peptidil-ARNt es transportado del sitio A al P. 

La reacción de formación del enlace peptidico es catalizada por 

una actividad enzim6tica presente en el ribosoma conocida como 

transterasa de peptidi lo o peptidil transferasa. Aunque en algunos 

libros se llega a sef1alar (incorrectamente) que " ... l• p•ptidil 

tr•n•Alr••• i•• un•J prot•ln• ribo•Dlll•l ••P•clFic• pr•••nt• •n Ja 

•ubunJd•d !!JOS' (referencia III. pag. 887). en realidad hasta ahora no 

ha sido posible localizar un componente aislado del ribosoma que sea 

responsdble de la actividad. La tranaferasa de peptídilo no parece ser 
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una enzima como tal. sino una función enzim6tica del ribosoma como un 

todo. en la que participan varios de sus componentes. 

Mediante pruebas indirectas se ha logrado localizar la transferasa 

de peptidilo en la eubunidad grende (los antibióticos que bloquean esta 

actividad se unen a la subunidad grande). y con el estudio de mutantes 

resistentes a antibióticos y experimentos de reconstitución se han 

relacionado muchas proteinas ribosomales con esta actividad. Lo mismo 

sucede con los ARNr. En este trabajo se revisan las evidencias que 

implican a los ~RNr en esta y muchoa otras funciones del ribosoma. 

~slocaci6n 

La O.ltima etapa de la f4se de prolongación es la translocaci6n. 

t&nbién conocida como transposición. En el la. el nuevo peptídi 1-ARNt 

del sitio A es translocado <movido} a.l sitio P. cor.juntamente con la. 

expulsión del ARNt descargado del sitio P y el avance del ARNm. El 

proceso se puede dividir en tres pasos: 

ll El EF-G se une a una molécula de GTP. 

2) El complejo EF-G-GTP se une al ribosoma pretranslocado. 

lo cual permite la liberaci6n del ARNt descargado del 

sitio P, el movimiento del peptidil-ARNt del sitio A al 

P y el avance del ARNm un codón mas adelante. 

3) Se hidroliza el GTP. lo que permite la liberaciOn del 

EF-G. el GDP y fosfato, con lo que el ribosoma queda 

listo para iniciar otro ciclo de prolongación. 

Como puede observarse. la hidrólisis del GTP no es necesaria para 

la translocación en si, sino par4 la posterior liberación del EF-G. El 

movimiento del peptidil-ARNt esta impulsado probablemente poi- cambios 

en la conformación del ribosoma. y por el hecho de que la afinidad de 
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la unión cod6n-anticod6n en el sitio P es 15 veces ma.yor que en el 

sitio ~. y la afinidad del ribosoma por el ARNt es 20 veces mayor. La 

tran.,locación puede asi veree como el paso del peptidil-l\RNt de un 

.,itio de baja afinidad a uno de alta. 

~~tJILinación de la traducciQ.n.._ 

La terminación es el ultimo paso de la traducción, y el que se ha 

eetudícdo menos. por lo que su mecanimno es menos entendido que el de 

las otras taees de la traducción. 

La terminación ocurre cuando uno de los trea posibles codones de 

terminación (Ul\G. Ul\l\ o UGl\l aparece en el llllNm. El ultimo 

peptidil-l\RNt se halla en el sitio P, y el codón de terminación en el 

ei t io 1ti es reconocido por proteinas eapeci ficaa llamadas factores de 

liberación o terminación. 

En procariontes <Escherichi~ coJj) existen tres factores de 

liberación: el !actor de liberación !RF-ll reconoce a los codones de 

terminación Ul\A y Ul\G, y el RF-2 a UGA y Ul\l\. En eucariontes sólo se ha 

h~! lAdo un !actor de liberaciOn. eRF. el cual requiere de GTP para 

unirse ~l ribosoma. 4 diferencia de sus hom6logoa procarióticos. 

La unibn de los factores de liberación permite que el enlace de 

6eter entre el peptidilo y el l\RNt en el aitio P sea hidrolizado 

(posibl~mente porque los factores de liberación alteran la actividad de 

la tra.nsfen~sa de peptidilo). En consecuencia. se libe:ra la proteina 

terminada. el l\RNt y el ARNm. y las dos subunidades ribosomales se 

dir1oci~n. con lo que el proceso completo de la síntesis de prote1nas 

puede comenzar de nuevo. 
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Las proteinas pueden sufrir cambios despues de que se han 

terminado de sintetizar en los ribosomas. Estos cambios. llamados 

modificaciones postraduccionales. pueden ser de naturaleza muy variada. 

Algunos dé los m~s comunes son: 

Desformilación de la N-forrnilmetionina con que se inicia 

la sintesis de proteinas procariOtica. 

• Eliminación de la metionina inicial. 

• Acetilación del grupo amino terminal. 

• Formación de puentes de disul furo entre residuos de 

cisteina. 

Adición de grupos funcionales especificas en distintos 

sitios de la proteina. e.g. fosforilaciOn, metilación, 

hidroxilact6n. glucosilación, etc. 

• Unión de coenzimas y grupos prostéticos. 

~quer1mjentos energéticos de la si~ de prote~ .. 

La energia gastada en la sintesis de proteínas puede medirse 

cuantificando lo. cantidad de 11enlaces de alta energia" Cde moléculas de 

ATP o GTP) hidrolizados. En cada paso del proceso CadiciOn de un 

amino6cido) se gastan cuatro de estos enlaces: 

2 en la activación del aminoacido (se hidrolizan los dos 

enlaces de éster de fosfato del ATP). 

1 en la unión del aminoacil-~RNt al sitio A. 

en la translocación. 

Como cada uno de estos enlaces tiene una energia de 7.3 KCal/mol 

(30 kiloJoules/mol). la cantidad aproximada es de 29.2 KCal/mol (122 

ki loJoules/mol) por aminoAcido (sin contar la energía gastada en la 

iniciacion. y en la terminación eucariótica). 
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Por supuesto. parte de este energia. pasa a formar parte de la 

energia del enlace peptidico formado. La energia mAxima de un enlace 

peptidico es de aproximadamente 5 KCal/mol (20 kiloJoules/mol). as! que 

las 24. 2 KCa l/mol ClOl ki loJoul es/mol) restantes deben ocuparse en 

otras funciones (por ejemplo. en hacer posible la alta fidelidad de la 

traducción). o bien disiparse como calor. 

De cualquier modo. la sintesis de proteínas es uno de los procesos 

celulares que gastan mayor cantidad de energia. En Escherichid coli en 

crecimiento activo. la síntesis de proteínas puede ocupar hasta el 90% 

de la energía biosintética. 

2..._P-o.p_Q..LruiJ_AR1Lw_lll_Q.YQ_\_1.1J;j_óJL..t~prana de 1 a y ida y en e 1 oriqen 
!l..LJ_~aQ\.Unai:i.~ntJ::iJlL<:ilLpLQ.~1noJO_;_ 

Las teorias mas recientes de evoluciOn molecular postulan al 1\RN 

como una de la.e primeras moléculas autorreplicantes. Aunque el papel 

del ARN on la evoluciOn molecular ya habia sido propuesto desde 1968 

por Crick y Orgel n,:u, los recientes descubrimientos de que el ARNr es 

capaz de tenor actividad enzimAtica han impulsado fuertemente estos 

estudios º'. 

En general es aceptado que la Tierra se formo hace aproximadamente 

460 millones de anos a partir de de una nube interestelar de gas y 

polvo. La apariciOn de la vida sobre el planeta fue relativamente 

r~pida: la evidencia de vida mas antigua data. de hace tres O 

cu.l.trocientos millones de anos. 

Se ho. demostrado ampliamente que la formación de los bloques 

b4sicos de las biomolécutas (carbohidratos. aminoacidos, bases pUricas 

y pirimídicao. etc.) se lleva a cabo espontAneamente en condiciones que 

muy prob~blemente semejan a las de la Tierra primitiva. Estas moleculas 

b6aica~ pu~den haber reaccionado entre s1. polimerizAndose para formar 
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las primeras biomoléculas. aunque no se ha comprobado que halla sido 

as1. Específicamente. no se conoce el mecanismo por el que se pudieron 

formar los primeros Acidos nucleicos. nn 

A pesar de ésta y otras lagunas. sin embargo. se ha propuesto que 

la primera molécula capaz de autorreplicarse y de evolucionar fue· el 

ARN. Anteriormente. habia gran incertidumbre acerca de cuál podia haber 

sido lo. primera molécula ''viva". ya que aunque la proteinas poseen la 

capacidad de ca tal izar reacciones qui micas. no poseen la información 

necesaria para su propia sintesis. Hasta antes del descubrimiento de la 

actividad catalítica del ARN. ae pensaba que aunque los Acidos 

nucleicos poseen la información que pennite su repl icaci6n. no podian 

catalizar reacciones qu1micas. 

La solución probable a este dilema apareció en 1981. cuando se 

descubrió la cAtal isis mediada por l\RN. Desde entonces han aparecido 

varios ejemplos que permiten afirmar que, aunque en forma mucho m6.s 

l irni tada que las prote1nas, los l\RN son capaces de ca tal izar varias 

reacciones quimicas. 

Partiendo de éstos hechos swnados a la evidencia de que el ARN se 

halla presente en todos los procesos mas bAsícos de la célula (com::> 

cebador (primer) en la replicación del 1\DN; como mensajero acarreando 

la infonnaciOn genética a los ribosomas; formando parte de éstos y como 

acarreador de los ~minoacidos en la traducción: en el procesamiento de 

los mensajeros en el empalmosoma (spliceosome); formando parte de und 

enzima~ la ribonucledsa P, que procesa los ARNt. y de otra que dirige 

la sintesis de los tel6meros en eucariontes. un gran nWnero de 

coenzimas esenciales tienen ribonucle6tidos como componentes; las 

moléculas principales de almacenamiento de energía son trifosfatos de 

ribonucle6tidos), se ha propuesto la teoria de que los primeros seres 
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vivos estaban constituidos con base en una quimica de ARN. Esta etapa 

de la evolución de los seres vivos ha sido llamada "el mundo del ARN". 

Existen varias razones vAlidas que pueden explicar el porqué el 

ARN. y no el ADN. fue la primera molécula "viva": 

• Debido a la falta del hidroxilo en la posición 2'. es 

probable que el ADN posea una menor capacidad para 

adoptar conformaciones tridimensionales complejas. 

• La falta de dicho hidroxilo también puede limitar la 

capacidad catalitica del ADN: se ha comprobado que 

participa en algunas reacciones catalizadas por ARN. 

• Todos !05 precursores de Ja síntesis de l\DN 

(desoxirribonucleótidos) son sintetizados a partir de 

ribonucleótidos. precursores del ARN. 

1 La ribo~a es sintetizada mucho m6.s faci lmente que la 

desoxirribosa bajo las condiciones de la Tierra 

primitiva. 

En el mundo del ARN. los ARN se hallaban ts8 postula) encargados 

de la transmisión de la información genética (se ha comprobado que el 

ARN es capaz de co.talizar la polimerización de nucleótidos). de otras 

reacciones metabólicas. del almacenamiento de energla. etc. 

Siguiendo con el desarrollo de las estas teorias de evolución 

molecular. el siguiente paso fue el "mundo de las ribonucleoproteinas". 

En dicha etapa. las prote1nas probablemente comenzaron a tomar 

parte en la catAlisis de reacciones metabólicas. Esto se veria 

naturalmente favorecido por la mucho mayor flexibilidad y eficiencia 

mo~trad~ pr:>r la!J prote1nas. en virtud de la gran variedad de grupos 

fl1nc1ono.lcs que poseen. 
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No se sabe cómo se logró el acoplamiento de la qulmica basada en 

ARN con el de las prote1naa, pero se ha propuesto que quizd una 

primitiva replicasa hecha de ARN comenzó a unir amino&cidos con otras 

moléculas de ARN (los precursores de los ARNt). De este modo la puerta 

quedar1a abierta para la e1ntesis de prote1nas siguiendo la secuencia 

dictada por un genoma de Acidoe nucleicos. Una coevoluci6n de éstos 

~!timos y las protelnaa conducirla al código genético. 

Dentro del mundo de la!! ribonucleoproteinas, el ribosoma emerge 

como uno de los logros m&s complejos. Su función es de una importancia 

vital: la síntesis de proteinas de acuerdo con la información genética. 

El ribosoma moderno es la maquinaria ribonucleoprot6lca mas complicada 

y perfeccionada que se halla en el mundo viviente. Si todas las 

funciones del ribosoma no han sido delega.da.a a las proteinas. ésto 

tiene que obedecer a que el papel de loo ARN ribosomalea ea vital y no 

puede ser realizado t6cilmente por aquellas. 

~~~~~~~-•-~~~~~~~ 

En este trdbajo se revisa la. evidencia de la.a funciones que 

contin1lan realizando loa ARN dentro del ribosoma. Se halla que. aunque 

la evidencia no es concluyente. es muy probable que los ARNr participen 

en pr&cticamente todas lae funciones del ribosoma. Las implicaciones de 

eet(t hecho para las teorJa.s de evolución molecular temprana, a.si como 

pa.ra la comprensión mas profunda del fÜncionamiento del riboaoma 

moderno son profundas. Por un lado, el "mundo de las 

ribonucleoprote1nas" parece cada vez m.:is probable. Por otro, parece que 

habró que dar mayor importancia a l~ participación del ARN en procesos 

centrales en el metabolismo de lae celulas modernas. 



Lá tecnica mAs usada en la separación y caracterizaci6n de 

particulas subcelulares es la centrifugación diferencial. la ciuAl 

separa particulas en un medio de alta densidad por medio de la 

aplicación de un campo de fuerza centrifuga. En especial. los ribosomas 

y sus componentes se han estudiado inicialmente por esta técnica. por 

lo que la manera clásica de nombrarlos es ref iriéndoae a su coeficiente 

de sedimentacion. medido en unidades Svedberg. Siendo as!. consideré 

conveniente incluir una breve definición de ambos conceptos. 

El coeficiente de sedimentacion (slde una molécula Co particula) 

es una función de la velocidad con la que sedimenta al ser 

centrifugada. y es independiente del ro.dio de la centrifugo. y de la 

velocidad angular. 

Eat~ dado por la f6rmula 

" --<lxL.dt... 
w2 x. 

donde x - distancia desde el centro de rotación. en cm. 

t - tiempo de centrifugación. en segundos. 

w • velocidad angular. en radianes/segundo. 

Una unidad Svedberg es igual a un coeficiente de sedimentación de 

1 x io-3 seg. 
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En el coeficiente de sedimentación influyen los siguientes 

factores: 

El medio en el que se !Sedimenta la partícula (agua. 

aceite. soluciones de sacarosa. etc.) 

La forma de la particula (entre mas compacta sea. 

sedimentara mas rApidol 

• El ta.mano de la particula 

1 La temperatura 

Por lo general. los experimentos se hacen a una temperatura 

con~tante de 2o·c. en agua. El coeficiente de sedimentación obtenido en 

estas condiciones se denota como 820.w· 
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En este capitulo se consideraran primero la estructura de los 

ribosomales (ARNr) y los modelos actuales de su estructura secundaria, 

y posteriormente las interacciones cuaternarias entre algunos de ellos, 

los sitios a los que se unen las proteinas ribosomales en los ARNr. y 

algunos casos en los que cambios en la conformación de los J\.RNr parecen 

intervenir en la función del ribosoma. 

Tomando en cuenta la similitud estructural y funcio~~l y la 

relación evolutiva entre . los ARNr de la subunidad_ chica (16S en 

procariontes y lBS en eucariontes), en este trabajo utilizaré el nombre 

genérico "ARNr chico" para designar a estos J\.RNr. La situación es !a 

misma con los ARNr más grandes de la subunidad grande. 239 de 

procariontes y 28S de eucariontes, por lo que me referiré a el los en 

general como "ARNr 9randes". Esta nomenclatura puede llegar a causar 

confusión si no se es cuidadoso. pero a cambio de el lo permite h.:i.:>~1· 

afirmaciones generales con mayor facilidad. Cuando sea necesaLio 

referirme a los ARNr de menor tamano de la subunidad grande, utilizaré 

sus nombres especificas: ARNr ~S de procariontes o eucariontez y 

ARNr ~.es de eucariontes. 
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Los acidos nucleicos tienen varios niveles estructurales. La 

estructura primaria de los 4cidos ribonucleicos CARN} consiste 

simplemente en la unión de nucle6tidos entre si en forma lineal. en un 

orden (secuencia) especifico. El ARN. a diferencia del ADN. no forma 

normalmente una estructura de doble cadena. Sin embargo. en ocasiones 

en que hay tramos de secuencias complementarias entre dos moléculas (o 

entre dos regiones de la misma. molécula.), se forman estructuras de 

doble cadena similares a las del ADN. Cuando este apareamiento es 

intramolecular, la estructura pertenece a un nivel superior, por lo que 

se habla de ••tructur• ••cundaria. 

Los tramos de doble hélice en los ARN tienen usualmente la 

estructur~ A. La presencia in vivo de la estructura Z ha sido 

comprobada mediante e 1 uso de anticuerpos espec1 fj C•>S. No se ha 

comprobado la existencia de la estructura B del 1'.RN in vivo<«n. 

La estructura secundaria de las moléculas de ARN. al involucrar 

tanto tramos no-apareados como otros de doble cadena. puede mostrar 

varios motivos estructurales definidos. por ejemplo'ª': 

Horquillas. que son tramos en los que dos secuencias 

complementarias que se aparean entre si flanquean a otra 

no-apareada. lo que origina una estructura con un 

"tal lo" de doble hélice que tiene en su extremo un 

"bucle". 

• Bucles internos. que son regiones no-apareadas que 

aparecen en una de las dos cadenas que forman un tramo 

de doble hélice. lo que les da la apariencia de 

"burbujas" que interrumpen un lado de la hélice. 
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• Abultami•ntos. causados por una o dos bases no-apareadas 

en una de las dos cadenas de una hélice. En realidad se 

trata de bucles internos de una o dos bases. Las bases 

no-apareadas en los abultamientos pueden intercalarse en 

la doble hélice o bien estar salidos. 

39 

Aunque en principio es f4cil analizar la secuencia de una molécula 

de ARNr y hallar fragmentos que sean complementarios y puedan 

aparearse; en la pr&ctica es sumamente dificil definir cu!.les de los 

cientos y hasta mi les de posibi 1 ida.des distintas de apareamiento son 

las que se hallan en la estructura in vivo de la molécula< 7 l, 

Principalmente tres técnicas han sido utilizadas para definir la 

estructura secundaria de los ARNr< 9 >: 

a) La utilización de reactivos quimicos o de enzimas. e.g. 

RNasas. que actUan sólo sobre ARN de cadena sencilla 

para detectar aque 11 as partes de un ARNr que forman 

dobles hélices (y son por tanto portegidos de la 

modificación quimica o la degradación por las RNasas). y 

aquellas que no estan apareadas; 

bl El aislamiento directo de fragmentos de doble cadena por 

tratamiento con RNasas especificas para cadena sencilla 

y posterior secuenciación • y 



-Capitulo 11 - Estructura y Ensamblaje-

c) La comparaciOn filogénica, en la que se tratan de hallar 

rasgos de la estructura secundaria que coincidan con las 

estructuras secundarias de otras moléculas de ARNr que 

hayan sido deducidas con anterioridad con base en las 

técnicas anteriores. En esta técnica. el hallazgo de 

fragmentos dentro de una hélice propuesta en los que los 

cambios de una base son compensados por el cambio por la 

base complementaria en la cadena opuesta es considerado 

como prueba de la existencia de esa hélice. 

40 

Las moléculas de ARN también pueden presentar interacciones entre 

dos o mas de sus partes de un nivel estructural superior al 

apareamiento de bases. Estas interacciones constituyen la llamada 

eatructura t•rciaria. e involucran generalmente estructuras corno las 

siguientes e•>: 

• Trlcs de b••••.. formados por dos bases apareadas en la 

forma normal (apareamiento Watson-Crick) y una tercera 

base unida por otros enlaces de hidrógeno (indicados por 

dos puntos) a una de ellas, e.g. AA1U: AG1C. etc. 

Estos enlaces estabilizan la estructura terciaria. 

• PB•udonudos. formados por una horquilla mas una hebra de 

cadena sencilla que forma pares de bases con las bases 

no-apareadas del bucle de la horquilla (en un nudo 

auténtico se requeriria que la hebra no-apareada pasara 

o través del bucle). 

Ad~ma~ do c~tos tres niveles estructurales. los ARN pueden 

presentar interacciones con otras moléculas de ARN. las cuales se 

cons1dcn1. que constituyen la estructura cu.-,,ternaria. Algunos autores 
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incluyen a las uniones entre ARN y proteínas entre las interacciones 

cuaternarias. 

Las interacciones terciarias y cuaternarias de los AR.Nr no han 

sido estudiadas en forma tan detallada como su estructura secundaria. 

Actualmente se tienen algunos datos que permiten relacionar los modelos 

de la estructura secundaria de las ARNr con la localización 

tridimensional de éstos en las subunidades ribosomales. 

En genera 1 • 1 os ARNr no presentan nuc 1 eOt idos modifica.dos post

transcripciona lmente como metilaciones en la base o en la ribosa, 

pseudouridinas, ribotimidinas. etc. (menos del 1% 

El ARNr 59 se halla en la subunidad grande de lo~ rit.os~ma.s 

eucari6ticos y procarióticos. y tiene un tamano de aproxim~damentc 120 

bases. 

La estructura secundaria del ARNr SS fue la primera que se 

estudió, debido a su pequeno tamaffo. El modelo mas aceptado actualmente 

es el presentado por Nollerce> (véase la figura 4). Este modelo muestra 

todas las caracteristicas estructurales de los ARNr mayores. como son 

hélices. bucles y abultamientos de una y de dos bases. Ha sido obtenido 

principalmente por ani!lisis comparativo de secuencias. El modelo par.! 

el 11.RNr SS humano es equivalente al de Escherichia coJi< 9 >. 

Existen algunas propuestas para la estructura terciaria de er-te 

ARNr en procariontes<~0 >. que puede ser similar a la de eucariontez. y 

es consistente con la evidencia de algunos sitios del ARNr SS que estan 

expuestos en la superficie del ribosoma y pueden asi interactuar con 
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ARNt. y con los ARNr 16$ y 235. El ARNr 55 parece estar local izado en 

la interfase de las subunidades ribosomales<P>. 

FJaura 4: Eetru.ctura. secun.dar:la del ARN 1118. 

El ARNr 5.85 se halla sólo en los ribosomas eucari6ticos, en la 

subunidad grande. Tiene un tamaf'to de aproximadamente 160 bases. y se 

une con el ARNr 285 por enlaces de hidrógeno . 

Aunque su estrucura secundaria no ha sido muy estudiada. Nazarc 11 , 

ha hallado que las secuencias de varios ARNr 5.85 es muy similar a la 

de la porción terminal 5' del ARNr 235 de Escherichia coli. La 

homologia entre estos ARNr es del 50% (con algunas inserciones y 

perdidas). Nazar propone que esta región del ARNr 235 cumple en 

Escherichia coli la misma función que el ARNr 5.BS en eucariontes. 

Otros autores (citados en Brimacombe ref 2) han hallado que la 

secuencia del ARNr 4.55 de cloroplastos es equivalente al extremo 3 1 

del ARNr 235 bacteriano. 
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Un modelo propuesto para la estructura del ARNr 5 .SS de rata se 

muestra en la figura 5c 13 >, 

Figura 5: 
Estructura secundaria del 

ARN 5.6S. 

Cl Estructura del ARNr ~ 

El ARNr chico se halla en la subunidad chica del ribosoma. y como 

se vera a lo largo de este trabajo. es de gran importancia en la 

traducción. En procariontes CARNr 16SJ. tiene un ta.mano de 

aproximadamente 1500 bases. En eucariontes su tamarto es mas variado 

entre especies. pero se halla alrededor de las 1900 bases en marniferc~ 

CARNr 185). En mitocondrias y protozoarios como Trypanosoma su tamaf'lo 

varia entre 600 y 1,000 bases<e>, 

La estructura secundaria del ARNr 165 de Escherichia coli ha cido 

ampliamente estudiada, por lo que actualmente se cuenta con un mod<elo 

que es generalmente aceptado. La información para construir este modP.10 

se ha obtenido principalmente por aislamiento de fragmentos apareados 

(hélices) por digestión con RNasas especificas para cadena sencilla. 
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experimentos de protección contra la modificación quimica •• el uso de 

rectivos eapecificos para hebras sencillas o dobles, de ARN. y el 

an4lieis comparativo entre las secuencias de ARNr 165 de varios 

organismos conjuntado con los estudios de minimización de energia para 

descartar estructuras secundarias demasiado inestables ce>. 

El modelo actual Cfigur4 6) se basa en el derivado originalmente 

por Nol ler y Woese< 7 > para Escherichia coli. y consta de cuatro 

regiones definidas, o dominio•. los cuales han sido llamados Dominio~· 

(6 1). Dot11inio C•ntr•l (6 IIl. Dominio 3' Mayor (6 IIIJ y Domlnlo 3' 

"9nor (6 !V). Existen regiones muy conservadas evolutivamente en el 

ARNr 169, particularmente alrededor de los nucle6tidos 530, 1400 y 

1~00. Aunque existen otros modelos propuestos para la estructura del 

ARNr 169. las diferencias que presentan no son demasiado importantes. 

El modelo b.!.sico de· Nol ler y Woese es aceptado por la mayoria de los 

investigadores de este campo. 



Dominio 
central 

(II) 

5• 
(I) 
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Dominio 
:3' mayor 

(III) 

:3' menor. (IV) 

~6: 
Estructure. secunder1a del 

ARN 16S de E.coH. 
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Una vez que el modelo para el ARNr 165 de Escherichia coli fue 

obt.,nido. se comenzaron a hallar pruebas de que la estructura 

secundario b.\s1ca sd ha conservado a través de la evolución en grupos 

muy diverso~ de organismos. Stiegler et aJ.< 1 •> compararon las 

"st.ruct.ur.:io ~ecundarias de los ARNr chicos 165 de cloroplasto de maiz, 

185 de citoplasma de levadura. 125 de mitocondria de placenta humana y 

155 de mitocondria de levodu1·a. Hallaron una gran conservación de estas 
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estructuras. lo que les permitió establecer un modelo general de la 

estructura secundaria de ~RNr chicos que es fundamentalmente similar al 

de Escherichia col i. conservando la estructura con cuatro dominios y 

gran cantidad de hélices. bucles. abultamientos. regiones no-apareadas. 

etc. Las regiones conservadas parecen hallarse interrumpidas por tramos 

cortos no-conservados. lo que puede sel"ialar las regiones de mayor 

importancia funcional y que por tanto se hallan sometidas a una mayor 

presión evolutiva de conservación. 

Douthwaite et a1.<1e> estudiaron la estructura secundaria del 

ARNr 16S de Escherichia coli y Bacillus stearothermophiJus y el 185 de 

Saccaromyces cerevisiae por medio de su sensibilidad a la modificaci6n 

con agentes quimicos y al corte por nucleasas. El modelo que obtuvieron 

es esencialmente igual al de Noller y Woese. incluyendo la estructura 

en dominios. 

Chan et iJl. <1e> secuenciaron el ARNr 185 de higado de rata y 

propusieron una estructura secundaria que. de nuevo. es totalmente 

equivalente a la de EscherichiiJ coli. aunque hay diferencias en lugares 

bien definidos. 

De la Cruz et al. c1 7 > estudiaron la estructura secundaria de uno 

de los ARNr mas chicos que se conocen. en el protozoario Leishm.:Jnia 

tarentolae. Este organismo posee una Unica mitocondria. llamada 

cinetoplasto. cuyos ARNr grande y chico tienen un coeficiente de 

sedimentación de 125 y 95. respectivamente. Los autores secuenciaron el 

gen del ARNr 9S y. ademas de hallar un 84% de homologia con el APJlr ~S 

de Tryp.:tnosoma brucei, propusieron un modelo de estructura secund.:1:-:ia 

que presenta los cuatro dominios caracteristicos. aunque muchas 

regiones presentes en EscherichiiJ coli y otros organismos se han 

perdido. Esto llevó a los autores a sugerir que el ARNr 9S constituye 
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un ejemplo de un 1\RNr "m1nimo". en el que sólo se han conservado los 

sitios cuya función es esencial en el ribosoma. Los sitios que se han 

conservado - gran parte del dominio 5'. aproximadamente la mitad del 

central y partes pequenas de los 3' mayor y menor- incluyen la regi6n 

1400 ( ve12nse Jos capi tul os III y IV> y algunas regiones que ee unen a 

proteínas ribosoma les. La region Shine-Dalgarno ( vease el capitulo de 

iniciación> no se ha conservado en el ARNr 95. 

El ARNr grande se halla en la subunidad grande del ribosoma. En 

EschtjrJchia col i y otros procariontes tiene un coeficiente de 

sedimentaci6n de 239. y tiene aproximadamente 2904 

eucariontes eu tamarlo es m~s variado (de 125 a 285); el 

rata tiene 4718 bases. 

bases. En 

llRNr 288 de 

Debido a su gran tamano. ha sido mas dificil llegar a un modelo 

general. Nol ler &t al.< u~> propusieron un modelo general basado en la 

comparación de las secuencias de los ARNr 239 de Escherichia col i. 

BacJ J J us steórothtJrmophi 1 us y del ARNr 289 de mi tocondria de rat6n (y 

la ~ecuencia parcial del ARNr grande de cloroplasto de maiz). También 

comr:ara.ron lo nensibi 1 ido.d de los dos primeros a reactivos especi fices 

para cadena. sencilla. El modelo que propusieron <vea.se la Figura .7) 

consta de seis regiones o dominios. numerados del I al VI. situados 

3}redcdor de un bucle central. De los seis dominios. los conservados 

son el II. el IV y el V, lo que sef"iala su posible importancia 

!une tonal. 



ODmfnlD 
n 

-Capitulo II - Estructura y Ensamblaje-

Figura 7: F.structura secundaria 
del ARN 23S de E.coli. 
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Es interesante hacer notar. como seftalan Nol ler y colaboradores. 

que se ha hallado que algunos ARNr raros parecen ser fragmentos del 

ARNr grande original que se han separado en el curso de la evolución. 

Ejemplos de ésto son el ARNr 2S de ribosomas SOS de insectos y el ARNr 

4.55 de los cloroplastos de plantas superiores. los cuales equivalen a 

los nucleótidos 140 a 165 y al extremo 3' del ARNr 23S de Escherichia 

coli. respectivamente. En la subunidad grande. estos ARNr 

"fragmentados" probablemente toman la misma conformación tridimensional 

que los ARNr grandes de los cuales derivan. 

La. estructura ·secundaria de una de las regiones mAs fuertemente 

conservadas del ARNr grande. el bucl• cent.ral del dominio V. ha sido 

comprobada en detalle por Marconi y Hill para el ARNr 23S de 

Escherichja c0Ji<~9 >. Utilizando hibridación con sondas de AON 

especificas, hallaron que ·las bases 2448-2454 se ~alían en forma no

apareada. Lo mismo sucede con las bases 2058-2062, en un bucle cercano. 

(véc:ise la figura 7} Esta region del ARNr grande ha sido implicada en el 

sitio de unión de los ARNt en los sitios 1\ y P. cerca del anticodon 

(v~ase el capitulo IV>. 

Clark et al.< 20 > propusieron un modelo para la estructura 

secundaria del ARNr 285 de Xenopus laevis. basado en el del ARNr 235 de 

Escherjchia col i y un modelo del ARNr 26S de levadura. Comparando esos 

y otros modelos parciales de ARNr grandes. propusieron que el ARNr 

puede crecer en el transcurso de la evolución por inserción de 

secuencias en sus genes. Para apoyar su hipótesis. set1alan que hay 

varios ejemplos de genes de ARNr en los que hay secuencias espaciadoras 

l intrones) que son transcritos y luego removidos por empalme 

(splicing). En otros casos. los fragmentos separados no son ligados. 
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como los ARNr 289 y 5. 85. o el ARNr 285 de insectos y eucariontes 

inferiores. el cual es separado en dos mitades a y B. En general. la 

propuesta es que en regiones conservadas del ARNr. los intrones que 

existan en los genes son retirados y las secuencias son empalmadas. En 

regiones no-conservadas, los fragmentos separados pueden no empalmarse. 

En casos en los que el espaciador transcrito no es quitado. se tiene 

una expansión del ARNr. como se observa al comparar el ARNr 285 de 

Xenopus laevis con el ARNr 239 de Esc1"1erichia col i. 

Desde hace bastante tiempo se sabe que los ARNr juegan un papel 

importante en la estructura del ribosoma. Constituyen por si solos el 

60% de su masa. Se hallan en las dos subunidades, y durante af1os se 

pensó que su ünica función era la de servir como soporte para la unión 

de las proteinas ribosomales, las cuales podian asi juntarse en las 

posiciones correctas para ejercer sus actividades en la función del 

ribosorna. 

Durante los anos 60. Nornura y su grupo obtuvieron un "mapa de 

ensamblaje" de los componentes del ribosoma. en el que se ve la 

necesidad de que algunos componentes se unan al ribosoma en formación 

antes de que otros puedan hacerlo' 21 ,. Esto supone una colaboración 

entre los componentes ribosomales que permite el autoensamblaje del 

organelo. Los ARNr participan en la unión de proteinas ribosoma\~s. 

pero contactos entre distintos ARNr también intervienen en la uniOn del 

ARNr 5.85 a la subunidad grande en eucariontes. y el ARNr 55 parece ser 

capaz de adquirir su conformación nativa sin necesidad de proteinas. 
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Todo esto subraya la importancia de los ARNr en forma activa en el 

ensamblaje de los ribosomas. y no solo como un soporte estructural. 

Al Contormaci6n de los ARNr; 

Alguna• ARNr adqui•ren por •l salo• su 
conformac16n. 

El ARNr 59 es un componente indispensable de los ribosomas 

procari6ticos y eucari6ticos. Raué et a1.< 22 > hicieron experiment6s de 

reconstitución de ribosomae procarióticos con ~RNr 55 con alteraciones 

en la hélice formada por el apareamiento de los extremos 3' y S'. 

Aunque no detectaron un efecto funcional en los ribosomas. si 

detectaron una disminucibn en la velocidad de reconstitución. Esta 

efecto se atribuye principalmente a una disminución de la capacidad del 

ARNr 59 para unir proteinaa ribosomalea. 

Fox y Wongc 2 :s> comprobaron~ utilizando métodos ,Jiidrodinb.micos y 

espectrosc6picoa ~ que e! ARNr SS de Escherichia col i desnaturalizado 

con urea es capaz de volver a adquirir su confonnación original si se 

elimina la urea y se utiliza una temperatura elevada (60ºC) y una 

concentración de Mg2 • de 0.02M. Este hecho indica que la informaciOn 

necesaria para que el ARNr adquiera su conformación nativa se halla 

contenida en él mismo (y en el sistema acuoso en el que se halla). y no 

en las proteinaa que se le unen. 

Otros autores (citados en la referencia 23) han hallado que el 

ARNr 169 también puede adquirir su conformación nativa en ausencia de 

proteínas. Algunos resultados de Klein et al. <24 > no concuerdan con 

estas indicaciones. Estos autores han hallado por microscopia 

electrónica que la conformaciOn del precursor del ARNr 169 de 

Escherichia coli y Baci 1 lus sp. es diferente de la del ARNr 169 maduro 
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nativo. Si se trata con calor al ARNr 169 maduro. su confonnación 

cambia para volverse similar a la del precursor. Lo mismo sucede con el 

ARNr 23S<••n. Los autores proponen que la conformación no-nativa del 

precursor ea cll!D.biada por la unión de proteinas ribosomalea durante el 

ensamblaje del ribosoma. para dar la conformación del ARNr nativo. 

Sin embargo. King et a1.ca•> han comprobado. utilizando células de 

Etlcherichi~ coli deficientes en RNasa III. que el precursor del 

ARNr 239 (que tiene hasta varios cientos de nucle6tidos mas que el ARNr 

maduro) es capaz de ser incorporado a los ribosomas y de funcionar en 

la s1ntesis de proteinas Cen estas células, el ARNr 16S si es 

procesado). Esto indica que. si en realidad es necesaria una 

conformación eapecial en el ARNr 239. ésta puede ser adquirida por el 

precursor sin necesidad de ser procesado primero. 

Varios nucle6tidos particul..5.res han sido implicados en la 

maduración de los precuraoree de los ARNr 16S y 23S de Escherichia coli 

por Stark et aJ.< 27 > Para su estudio. utilizaron un sistema de genes en 

pl4smidos c:on alto numero de copias y maxicélulas cuyos cromosomas 

fueron degradados con lu:z ultravioleta. lo que les permitió evitar la 

expresión de los varios genes de los ARNr propios de las células. Sus 

resultados indican que loe bases 704 y 1504 del ARNr 16S son 

indispens~blee para la maduración de su precursor y el ensamblaje de la 

eubunidad 30S. Las bases 615 y 1384/1385 son necesarias para el 

ensamblaje de la eubunidad 30S, y la base 365 del ARNr 23S es 

indipensable para el enaamblaje de la subunidad SOS. aunque no para el 

procesamiento del precursor. 

Lo miemo parece ser cierto del ARNr 5S eucari6tico. como 

demuestran experimentos de McDouga 11 y Na zar <29 > • quienes probaron la 

accesibilida.d a la modificación por etilnitrosourea del ARNr 55 de 
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levadura en su forma libre o bien unido a proteinas. Los sitios 

sensibles a este reactivo son los mismos en ambos casos. lo que sugiere 

que la conformación del ARNr es bdsicamente la misma. 

Es posible que las proteínas Unicamente ayuden al ARNr 55 a 

adquirir su conformación correcta. o que la estabilicen. Lo mismo puede 

ocurrir con los otros J\RNr. lo que subraya aun mas la importancia de 

los ARNr en la estructura del ribosoma. independientemente de las 

proteínas ribosomales. 

IU .... J.!nHm de 1 ARNr 5 BS a 1 llIDl_r_;u\S_c 

El ARNr e.SS •• une al ARNr 285 por apareamiento de 
ba•es. 

Existe abundante evidencia de que la unión del 7'.RNr 5.e~: a la 

subunidad grande se logra mediante la interacción con el ARNr 285. 

Sitz et aJ.< 29 > utilizaron técnicas de reconstitución p~~a 

comprobar que el cambio del nucle6tido 2 del ARNr 5.85 (G en mam1fer~s 

por A en tortuga y pollo} ocasiona que el complejo con el ARNr 28S sea 

mas estable. Este nucle6tido esta en la zona propuesta de unión con el 

extremo 5' del ARNr 285, que comprende los primeros 20 nucle6tidos del 

extremo 3' del primero. 

El grupo de Norman Pace <30 >. por protección contra nucleasas y 

pirocarbonato de dietilo. hallaron que ademas de los primero.:- :!O 

nucleótidos. los 20-30 nucleótidos del extremo 5' del ARNr ~.95 <ie 

ratón parecen interactuar también con el ARNr 285. en secuencias 

aproximadamente a 300-400 nucleótidos del extremo 5'. Esto es ap0yado 

por las secuencias de los ARNr 285 de otros eucariontes, que preseratan 

también secuencias complementarias al ARNr 5.SS. El mismo gru.po ha 
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comprobado esta uni6n de dos sitios independientes en el A.RNr 5.SS de 

ratón al ARNr 285. utilizando ARNr 5.BS partido en dos mitadest 3 1.>. 

Ambas se unen al ARNr 285 con la mitad de la fuerza de unión del 

ARNr 5.85 completo. 

En los casos anteriores. se requiere que el apareamiento entre los 

extremos 3' y 5' del ARNr 5.89 sea roto. Asi, ambos extremos quedarian 

libres para aparearse con las dos zonas del ARNr 288. 

Pace y colaboradores han caracterizado el sitio de uni6n en el 

ARNr 285 con mas de tal le <32 > • Utilizando fragmentos de ADN 

complementarios al extremo 5' del ARNr 289 de ratón y viendo si su 

unión impedia el apareamiento con el los extremos 5' o 3' del 

ARNr 5.BS. hallaron que las primeras 1400 bases del extremo 5' del ARNr 

285 son lae Unicas requeridas. Experimentos uti 1 izando el fragmento 

cercano al extremo 3'del ARNr 285 indican que hay una posible unión 

d~bil (no por apareamiento) entre esta región y el ARNr 5.89. 

Choi «3 3> halló también datos que apoyan la unión del ARNr 5.BS a 

la 'Zona terminal 3' del ARNr 289 de células de hepatoma de Novikoff. 

Utilizando el fragmento de a-sarcina, halló que el ARNr 5.85 puede 

unirse a loe dominios VI y VII del ARNr 289, mientras que el ARNr 5S 

puede unirse al dominio VII. Es importante senalar que en bacterias el 

extremo 3' del ARNr grande (239) puede aparearse con el extremo 5', el 

cual c9 homólogo al ARNr 5.BS de eucariontes. Es decir. el aparenmiento 

entre esta~ dos secuencias porece haberse conservado de procariontes o 

eucariontes. 
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Q.L.]Jn16n de protein'!.~-Q_~}_!l.!L-11.-19lLA&Nr y ensamblaie del 
ctb..9.!121M.... 

Lo• ARNr sirven CDIKI aoport• para la unibn de 
pratelnaa en el ribcsoma. 

55 

Las proteinas ribosomales constituyen el 34% de la masa del 

ribosoma de Escherichia coli. y el 40% en mamiferos. Tanto en 

procariontes como en eucariontes. el nó.mero de proteinas ribosomales 

excede con mucho al de moléculas individuales de ARNr (21 proteinas en 

la subunidad chica y 31 en la grande en Escherichia col i. y 33 ·¡ 49 

respectivamente en mamiferos). La mayoria de estas proteinas tienen 

sitios de unión a los ARNr. los cuales han sido localizados en muchos 

casos. 

Los métodos que se usaron en los primeros estudios par~ averiguar 

qué proteínas ribosomales se unen a los ARNr (en Escherichid coJil non 

principalmente la inmunomicroscopia electrónica. el entrecruZamiento 

con reactivos bifuncionales. los estudios de difracción de neutronea 

utilizando prote1nas deuteradas. y la transferencia de energia de 

fluorescencia. Los estudios de digestión con nucleasas pennitieron 

localizar los sitios de unión mas especif icamente dentro de las 

moléculas de ARNr< 34 >. 

La unión de proteinas a los ARNr, a pesar de no ser una función 

propiamente dicha de éstos. es un aspecto importante desde el punto de 

vista del presente trabajo. En gran medida. la estructura del ribosoma 

es estabi 1 izada gracias a las interacciones de las proteinas 

ribosomales con los ARNr. Es posible que las fun=iones primordiales de 

estas proteínas sean el ensamblaje del ribosoma y ~n 1·3. estabili=aci6n 

de su estructura< 2 1,. Nol ler <"l afirma que "gran parte de la 

estructur3 de los 1'.RNr ha evolucionado para permitir interacciones c~n 
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proteinas ribosoma lee y. muy probablemente. con factores de 

traducciOn 11
• En esta sección se consideraran los sitios de uni6n de 

proteinas ribosomalea a loe distintos ARNr. 

11 Proteio~cuiomoles que se unen ol ARH~ 

Los estudios de los af"ios 70 con Eschwrich:I.• caJ :l. indican que las 

proteinas L5. L18 y L25 pueden unirse al ~RNr 55t 3 •>. Algunos estudios 

permitieron definir sitios precisos de unión para las proteinas Ll8 y 

L25 en la región de las baeea 69 a 120'38 >. 

Las h&lices By C y el bucle que va de 40 a 50 se han implicado 

eepeci!icdlllente en la uni6n de LlB. y las hélices O y E (véase la 

figura 4) en la unión de L25<•~3•>. La unión de L18 causa cambios en la 

contormaci~n del ARNr SS. pero no se han hallado correlaciones 

funciono.les para este fenómeno. Me.e especificamente, los nucle6tidos 

41. 66 y 103 han sido implicados en la urd6n de las proteinas LlB y 

L25C:S?'\. 

También se ha hallado unión de la proteina Ll5 al ARNr 55, y en 

condir.i~nes de ba.ja concontraciOn de Mg 2 • se ha detectado que se puede 

tormdr un complejo ribonucleoprotéico entre el ARNr SS. ARNt, y las 

protcina~ L2. L3. L5, Ll6, L17. LlB. L21. L25, L33, y L34•••·•••. 

En estudios realizado~ con ribosomas de rata se ha hallado que las 

proteina.n L6, L7. Ll8 y L19 se unen al ARNr 55c 4 o>. Aunque algunas 

protelnas riboaomalcs de rata se pueden unir al ARNr 55 de Escherichia. 

coli. lo contre.ri.:- no aucede<""1.l. 

Ld protc1na L5 también ha sido hallada unida al ARNr 55 por 

diver~oa ~studioa'""2 ·43 • 4"",· El sitio de uniOn se ha localizado en la 
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región terminal 3' del ARNr 59c4~>. Otras proteínas que se unen al ARNr 

5S de rata son L3-4, L7, I.l.2. L22. L21-23, L26-27, L29 y ~<46 •. 

21 Proteinas riboaomales que se unen al ARN~ 

Laa proteinas riboeomales L6, LB, Ll9, S9 y Sl3 se unen al ARNr 55 

en ribosoma de rata<4104?>. L6 es capaz de unirse también al ARNr 55 y 

al ARNt. aunque mediante tres sitios de unión distintoa< 4 1 1 • 

Estudios posteriores indican que el ARNr SS también puede unirse 

las proteinaa L3. L4, L7, Ll3 y Ll5<4e>. 

En· la levadura $(Jcchr:1romyces cerevisiae las proteinas L13. L14. 

Ll7, Ll9, L21. L24, L25, L27, L29, L30, L33, y L39 se unen al 

ARNr !5.asc49 >. Como las proteínas L19. L31 y L33 se hallan en los 

sitios riboaomales A y P, es posible que el ARNr 5.BS juegue algUn 

papel en la unión del ARNt<oo> (véase el capitulo IVJ. 

~osomales qye se unen al ARNr ch~ 

En estudios de la década de los 70, se hallaron sitios de unión en 

el ARNr 168 de Esc:h•ric:hia c:olf. para las proteinas S4. S7, SS, Sl3, 

815. 517 y s2oc 34>. Posteriormente se ha hallado que trunbién las 

proteinas S5, S6. S9(Slll. S16 y $18 se unen al ARNr 16S. Otras 

proteínas se unen con menos afinidad<c1>. 

Los sitios especificas de unión en el ARNr 165 han comenzado a S•?r 

caracterizados; 57 se une alrededor del nucle6tido U1a3v; Sl se une a 

las bases 861-889 y quiza también al extremo 3 1 <ea>; 59 se une a siete 

sitios en los dominios 3' mayor y menor. 97 a las bases 1240. 1265 y 

1378. SS al dominio 3' menor<e 3 >, S4 al extremo 5' del ARNr 165< 7 >. 
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El estudio de los sitios de unión a proteínas ribosomales es cada 

vez mAs detallado. como lo demuestra un trabajo de Gregory y 

ZianennannU•4>. en el que ee uean metodos de ADN recombinante para 

mutagenizar el sitio de un16n de SS. loa nucle6tidos 583 a 653 en la 

llamada hélice 56 del dominio central del ARNr 1bS (v~ase la figura 8>. 

Para superar loe problemas que implica mutagenizar el gen del ~RNr 16S 

en Escherjchill coli. debido a que hay rnóltiples genes para los ARNr. 

los autores utilizaron pl6smidos con alto nUmero de copias {con lo que 

ol 60% de los riboeomas contenian el ARNr mutado) o sistemas de 

maxicélulas que han perdido eu ADN (que duran poco pero tienen un 100% 

de riboeomaa mutados). Gracias a esto. pudieron definir que el bucle 

entre los segmentos 596-597 y 641-643 es especialmente necesrio para la 

unlOn de Sl. Esta región del ARNr 16S se halla muy conservada 

evolutivamente. 

Fi¡ym B: 

l.ooalizaclón de la hélice de 
unión a la proteína S8 en el 
dominio central del ARNr 168. 
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Analizando la composición y propiedades generales de los ribosomas 

reconstituidos con el ARNr 169 incompleto. Zagorska et al. cet:s) 

concluyeron que los 160 nucle6tidoa del extremo 3 1 no son necesarios 

para la unión de proteinas ribosomales. 

La unión de proteinas ribosoma les al ARNr chico no ha sido muy 

estudiada en mucariant••· Se ha hallado que el ARNr 189 de rata se une 

a las proteinas 92 y s1scee>, 

41 Proteinas ribosomoles que se unen al ARNr grande 

En E•ct.r1chJa coJi se sabe desde hace varios anos que el ARNr 235 

puede unirse a las proteinas L2. L4. L6, Lll. Ll3, Ll7/Ll2. Ll8, L20, 

L22. L24 y L25<34, e>. 

Los si tics de unión han sidO caracterizados con mayor de tal le 

posteriormente. Algunos sí.tics probables de unión en. el AP.Nr 23S Je 

Escherichia coli son los de las siguentes proteinas< 07 • 2 º': 

Ll C 2084-2224 l , 

L4 (basee.613-617). 

L6 C 2473-2481) , 

Lll (105Z-lll2). 

L20 ( 800-850 l • 

L2 l C 540-548 l • 

L23 (1342-1416 y 1588-1619), 

L24 (10-530). 

L27 (137-1411 y 

L29 (2332-2337). 

También se ha caracterizado el sitio de unión de la proteina Ll de 

Escherichia coli a su propio ARNr 239 y al de Proteus vulgaris. 
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hall~ndose que en ambos caeos consta de los nucle6tidos 2084 a 

2200'"ª>. 

En Bl ARNr grande (265) del llUCAriant• Dictio•t•liUJft di•coidlHJ• ee 

ha comprobado que existe una región homóloga a la región de unión.de la 

proteína Ll de Escherichia coli< 0 •> (bases 2090-2200), con gran 

con~ervaci6n de la secuencia y de la estructura secundaria. Esta regiOn 

es capaz de unirse a la Ll de Escherichia col i, lo que indica una 

coneervaciOn de las regiones de unión de prote1nas en loa ~RNr. aunque 

no se ha comprobado si la Ll o su equivalente en Dictiostelium se une 

al mismo sitio. 

En riboeomas de higa.do de ~ata se han hallado sitios de unión para 

las prote1nas L5. L6. y L8"' 15 > en el i\11Nr lBS. Se han entrecruzado 

Vdrias proteinae con el complejo de tete ARNr y el ARNr 5.SS# 

conservandose la funcionalidad de los ribosomas. Las proteinas 

entrecruzada9. que probablemente estan unide.s a los ARNr in vivo. son 

LS, L8,Ll0-Ll3, L17-13, ~· ~J.;;;a;:¡. ~J2=2Z. L34-35 y L37 (las 

protcinns subrayadas se unen también con el ARNr 59. véase arriba)<4e1. 

También se han hecho estudios en mitocondrias de levadura, en los 

que ~e ha detectado que el cambio de la T1ogo por A en el gen del ARNr 

215 ocasiona que no haya mítocondriaa en la célula< 00 >. En mutantes en 

lao que se dn el cambio inverso. el fenotipo se revierte. La T109& se 

halla en una zond altamente conservada. y su equivalente en Escherichia 

coli ha sido entrecruzado con la proteina L2. BasAndose en ésto. se 

propc·ne quo este nucleótido se une a una proteina ribosomal muy 

lmportante en las mi tocondrias de levadura. 
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AlQUnoa cambios •n la canf'ormaciOn de las ARNr 
puedan t•ner importancia ~uncianal en la 

traducciCn .. 
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Existen evidencias diversas de cambios conformacionales de los 

ARNr que tienen alguna importancia funcional en la traducción. Los tres 

casos que se analizan en esta sección se relacionan. respectivamente. 

con cambios en el ARNr 169 que inactivan al ribosoma, cambios en el 

ARNr 239 que intervienen en la translocación. y cambios en los ARNr 55 

y 5.SS que aun no se relacionan con ninguna función especifica. 

~íos en la conformaci6n del A~ico~ 

Un cambia •n la can~crmaci6n del ARNr chico 
inactiva a lo• ribosomas. 

Los ribosomas son estables si se almacenan y man1pu.an en 

concentraciones del ión Mg 2 + relativamente altas (aproximadamente 

30mM). En concentracines bajas (menores de 10mM). los ribosomas sufren 

una inactivación que es reversible si se aumenta la concentración de 

Mg 2 + y se trata brevemente con temperatura alta {40-so·c). Cox et ;,/. 

estudiaron en 1976< 61 ) esta inactivaci6n en ribosomas de reticulocitos 

de conejo, midiendo la actividad de transferasa de peptidi lo por 

reacción con puromicina y la síntesis de poli-fenilalanina dirigida por 

poli-U. Al estudiar los cambios en el ribosoma que causan la pérdida. 

de ·actividad. hallaron que la inactivación va acompaf'iada de un car:1~io 

en el coeficiente de sedimentación de la subunidad grande de 605 a 525 

lo cual indica que hay un cambio en la conformación de la subunidad, y 

un aumento en la absorbencia a 260nm. el cual se debe probablemente a 

la pérdida de apareamiento de aproximadamente 100 bases en los ARNr. 
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Chiaruttini et al.' 62 > entrecruzaron proteínas de la subunidad 305 

de Escherichia coli con el ARNr 165 utilizando un reactivo bifuncional. 

!'Aliaron que. aparte de las proteinas 55, 57, 59, Sll, 512 y 513, las 

cualea ae entrecruzan tanto en eubunidades activas como inactivas. 

existe un aumento en el entrecruzamiento de las prote1nas 910. 915. 

916. 517, SlB y S21 en las subunidades inactivas, y se logra 

entrecruzar la proteína se. a diferencia de las activas. 

Adicionalmente, comprobaron que las preparaciones de subunidadee 

inactivadae contienen una mayor proporción de subunidades incapaces de 

aaociarse y formar ribosomas 709. 

Estos do.toa. conjuntamente con los resultados de otros autores que 

confinnan que hay cambios en el ~RNr 169 de Escherichia coli al 

inactivdr los ribosomas. (citados enla referencia 62) indican que dicho 

cambio afecta no sólo 

funcionalidad. 

la estructura del riboaoma, sino au 

El cambio conformacional en el ARNr 169 de loa ribosomae 

inactivados por bajas concentracionee de Mg 2 ... tia sido estudiado con 

mayor detalle por Moazed et aJ,,• 3 >, quienes utilizaron un reactivo 

especifico para AP.N de cadena sencilla para observar las diferencias en 

la con!ormaciOn del ARNr 169 en subunidades 305 activas e inactivas. La 

modificación se detectó por extensión de cebadores por la transcriptasa 

inver~~. Loa cambios de reactividad que se detectaron se concentran en 

el dominio 3' menor (nucle6tidos 1400-1500) y en los nucle6tidos 920-

930 .Jcl 3' mayor < .~,"~º la r:gt . .'r:i b>. El cambio no consiste ónicamente 

en un "abrimiento" de la eatructura secundaria. puesto que hay sitios 

en loe que la reactividad aurner.ta y otros en los que disminuye. 

Dentro de los varios cambios en esta región, Ericson y 

Wollenztence4 > caracterizaron un cambio en el apareamiento del segmento 
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921-925 en la base del dominio 3' mayor del ARNr 165 de Escherichia 

coli. el cual parece aparearse con la región 1532-1534 en los ribosomas 

inactivos, y con la región 1391-1393, en los ribosomas activos (ambas 

regiones ae hallan en el dominio 3' menor). En particular. los autores 

entrecruzaron el nucle6tido Cu24 con la U13p 3 en ribosomas activos y 

con la U~e>2 en ribosomas inactivados por baja concentraci6n de Mg 2 •. 

La complementaridad entre estas regiones en el ARNr chico se ha 

conservado evolutivamente en eucariontes. muchas eubacterias. 

cloroplaetos y algunas arqueobac.terias. aunque no en mitocondrias. 

El mecanismo por el cual estos cambios en la conformación 

inactivan a los riboaomae es desconocido. y debe ser complejo. ya que 

hay cambios no e6lo en varias regiones del ARNr chico. sino también en 

el grande (véase adelante). Sin embargo. una propuesta plausible es la 

de que el apareamiento del extremo 5 1 del ARNr 16S con la región 921-

925 en los ribosomas inactivados impida que la secuencia Shine-Dalgarno 

interactUe con el ARNm. Backendorf et al. propusieron que la secuencia 

Shine-Dalgarno podria aparearse intramolecularmente después de la fase 

de iniciación. Este apareamiento podria ser igual al detectado en las 

subunidades 305 inactivadas por baja concentración de Mg 2 •. 

Por otro lado. otros autores (citados por Noc1:ed C?t al. en J3 

rer-erencia .!J5J han hallado que en los ribosomas inactiva.dos. la uni6!1 

de AR.Nt 11 no enzimAtica" (sin factores de traducción) se halla impedida. 

pero no la mediada por estos factores. Moazed et ~l. sugieren que los 

factores son capaces de favorecer el cambio del ARNr 16S de la 

conformacion inactiva a la activa sin necesidad de calor. 
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~ambjQs en la confonnaci6n del ~RNr 23S; 

Un cambio •n la can~ormacl6n del ARNr 239 parece 
int•rv•nlr •n la tran•lacact6n y debilita la unibn 

entr• la• •ubunidadma riboaomal••· 
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Al aislar ribosomas de EschericnJa col i se pueden distinguir dos 

tipos, llamadoB "bien-acopladoe" ( tight-coupJedl y "mal-acoplados" 

( Joose-coupJed) . Los prime roa permanecen asociados aun con 

concontraciones de Mg 3 • menores de 10mM .. mientras que en las mismas 

condiciones los ribosomas mal-acoplados se separan en subunidades 309 y 

!OS. y tienen una menor actividad. 

Bunna et aJ.<&e> hicieron estudios para hallar diferencias 

estructurales entre los ribosomaa bien y mal-acoplados. Hallaron lo 

Biguiente: 

• El JIRNr 239 aislado puede unirse al ARNr 169 aislado, y 

que con concentraciones menores de 15mM~ los :ARNr de 

riboeomas bien-acoplados tienen una mayor capacidad de 

asociación. 

• Al tratar ribosomas bien-acoplados con c•tc>e•l~ reactivo 

que modifica guaninas en los Acidoe nucleicos, se pierde 

la capacidad de asociación y las subunidades se separan. 

mientras que en los mal-acoplados no se afecta la 

capacidad de asociación (en concentraciones altas de 

Mg'"+J. 

Lo unión de :ARNr 235 y ARNr 165 aislados de ribosomas 

bien-acoplados es afectada por e 1 cetoxal de la misma 

forma que la unión de subunidades, mientras que los 

aislados de ribosomas mal-acoplados no se altera. 
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• Los ribosomas bien-acoplados en bajas coricentaciones de 

Mg~· tienen una mayor sensibi 1 idad a. la RNasa I que los 

DJ41-acoplados. 

El ARNr 23S de ribosomas mal-acoplados puede unir mAs 

bromuro de etidio Cun agente intercalante). presenta una 

mayor hipercromicidad al desnaturalizarse y su espectro 

de dicro1smo circular tiene mas elipticidad que el de 

ribosomas bien-acoplados, lo que indica que tiene una 

estructura mAs.ordenada. 
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Todos estos datos indican que la conformaciOn del ARNr 23S es 

distinta en los ribosomas bien-acopla.dos y los mal-acoplados. Esta 

diferencia puede ser responsable de las diferencias en la actividad que 

presentan los dos tipos de ribosomas. 

En un trabajo posterior. el mismo grupotd?l halló que las 

subunidades 50S de ribosomas mal-acoplados pueden cainbiar a la 

conformación bien-acoplada por trata.miento con EF-G. GTP y Acido 

fusidico .un antibiótico que evita que el complejo EF-G•GOP sea 

liberado de la subunidad 505 luego de la translocaci6n. por lo que 

estabiliza al ribosoma en el estado post-translocado (véase el capitulo 

I). Comprobaron ésto midiendo la capacidad de asociación con la 

subunidad 305. la susceptibilidad de dicha asociación al tratamiento 

con cetoxal, la protecci6n contra la RNasa I. la velocidad de sintesis 

de proteinas. la capacidad de asociación de sus ARNr 235 y 165 aislados 

y las grdficas de fusión del ARNr 235. En todos los casos. las 

subunidades mal-acopladas y tratadas actuaron como bien-acopladas. El 

ARNr 235 de ribosomas mal-acoplados también puede pasar a la 

conformación bien-acoplada por tratamiento por calor (go·c). 
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También hallaron que aproximadamente el ~0% de las subunidades 505 

bien-acopladas pueden convertirse en mal-acopladas tratándolas con EF-G 

y anAlogos no-hidrolizables del GTP. en presencia de poli-U. Asi. el 

cambio de mal-acoplada a bien-acoplada parece estar asociado a la 

presencia de GDP unido la subunidad !505. y el cambio inverso a la 

presencia de GTP. 

De los resultados obtenidos.los autores deducen que debe haber dos 

sitios en los que el ARNr 23S se unea la subunidad 305: uno de ellos es 

insensible al cetoxal,, y es que se halla en las subunidades mal

acoplados. En las subunidades bien-acopladas un segundo sitio. sensible 

al cetoxal. interviene en la unión conjuntamente con el sitio 

insensible. Esto explica el hecho de que el cetoxal sólo atecte la 

unión en subunidades 509 bien-acopladas. incluso cuando la modificación 

ae hace usando subunidadee mal-acopladas que son luego transformadas en 

bien-acopladas. 

Finalmente. proponen un modelo en el que el complejo EF-G·GTP 

induce el cambio de la conformación del ARNr 239 de bien-acoplada a 

mal-acoplado. conjuntamente con la lranslocación del peptidil-ARNt del 

!'Jitio 'A al P. La hidrólisis del GTP a GDP causa que la conformación 

vuelv~ a cambiar a la bien-acoplada. El cambio conformacional parece 

dat·se en ld región "tal lo",, donde se unen las prote1nas ribosomales LlO 

y L7/L12. pues es ahi en donde se detecta el cambio en la sensibilidad 

a ld RNasa I en las subunidades 509. 

Stiege et a1.cee, utilizaron evidencia propia y de otros autores y 

pos'~ularon un modelo de la translocaci6n en el que hay un cambio 

conformacional de la cabeza de la eubunidad 30S al unirse el ARNt en 

preaencia de ARNm. lo que protege algunos sitios de ARNr 165 de 

modificación qutmica. La cabeza se balancea hacia adelante y hacia 
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atrb.s sucesiva.mente. 

molécula de l\RNt 

lo que 

a la 

permite que pase (sea translocada) 

vea. Los antibióticos neomicina. 
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una 

y 

espectinomicina. que bloquean la translocación. se unen a la cabezo de 

la subunidad chica~ to que presta apoyo adicional a esta propuesta. 

Las di ferenci&s en los contactos entre J.RNr y proteinas 

riboeomales de aubunidades ribosomales opuestas han sido estudiadas 

por Abdurashidova et 4J,< 691 utilizando ribosomaa bien y mal-acoplados 

de EscherJchitJ coli. Para ello. se entrecruzaron las proteinae y las 

l\RNr y se identificaron las proteinas unidaa(véase el ~apitulo IIIJ. Se 

supone que todas lo.a proteinas que se identificaron. las cuales se 

local izan en la plataforma de la subunidad 309 o en la protuberancia 

pequefta de la SOS. participan en lA unión de las subunidades al unirse 

al ARNr de la eubunidad opuesta. Dentro de las de este grupo, 

tl.nicamente las proteinas S12 y L5 son entrecruzadds en ribosomlls mal

acoplados y no en bien-acoplados. 

~~~~~~--·-~~~~~~-

Respecto a las dos secciones anteriores. es importante aclarar que 

el tratdmiento de los ribosomas con concentraciones de Mgª• menores de 

tOmM ocasiona dos fenómenos simultdneos pero distintoBt a) un catn.bio en 

la conformaciOn del ~RNr 16S que inactiva al ribosoma~ y b) la 

disociación de los ribosomas mal-acoplados. que difieren de los bien

acoplados en la confonnaci6n del ARNr 23S. 
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E5 posible qu• lea ARNr ~S y ~.es cambien su 
con~crmaciOn durante la traducci6n. 
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Hay cierta evidencia de cambios en la confonnaci6n de los ARNr 59 

y 5.8$ durante la traducción. aunque su posible papel aun es 

desconocido. 

Van den Eynde y De Wachter< 70 > anal izaron las secuencias de 160 

~RNr 5S publicadas. y basAndose en la complementaridad de bases 

propusieron que todas ellas caen dentro de una de cuatro clases. segün 

el ap~reamiento de la hélice B. Los ARNr SS representativos de cada 

clase son: al el de Escherichia coli; b) el de la bacteria Paracoccus 

denitriricans: c> el de la bacteria Rhodobacter capsulatus. y d) el del 

cloroplaeto del alga Chlorclla ellipsoide~. Las cuatro conformaciones 

distinta3 son intorconvertibles. lo que su¡iere la posibilidad de que 

hayo cambios de la conformación del ARNr. p!sando de una forma a otra. 

Lo et 4J.<13J hallaron dos conformaciones alternativas en el 

ARNr 5.88 de rata al hacer electroforesis en geles desnaturalizantes. 

Utilizando un reactivo especifico para adeninas y guaninas. encontraron 

que 1-:i!) nucle6tidos A~-:· y Gn""' son reactivos en la forma que migra mas 

rapidamente. y no en la que migra lentamente. Otro reactivo proporcionó 

10$ m1:Jmos resultados con los citoainas e~.:.. y e~ ... en el mismo bucle 

de la estructura secundüria (véase la figura 5). Como el marcado de los 

nucle.:"ltidos se hizo en condiciones no-desnaturalizantes. estas 

dif~renci~s indican que el bucle que va de las posiciones 49 a 54 en el 

1\RNr- 5.09 puede tener dos conformaciones distintas. Es posible que 

du1·antt.l 1 a traducción el ARNr al terne entre las dos conformaciones. 
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Los ARNr participan en la unión de moléculas que son indispens

ables para la iniciación de la atnteeis de protefnae. como son al ARNm 

y el tactor de iniciación 3 CIF-3) . Hay indicios de que tamhi6n pueden 

intervenir indirecta.mente en la unión del a.Jllinoaci l• ARNt .ini-ciador. al 

formar parte del sitio de unión de su proteína acarreadora. el factor 

de iniciación 2 CIF-2). 

1. Unión de factores de inicioci6n• 

Loa ARNr intervienen en la unión de los factores de 
iniciación al ribosoma. 

Loa <factor-•• de iniciaci6n son proteínas accesorios del riboaoma 

que intervienen en funciones diversas en la fase de iniciación(védse el 

capitulo IJ. De interés en este capitulo son los factores de iniciación 

3 y 2. 

En p~ocariontes, el ~actor de iniciaciOn 3 CIF-3) se une a la sub

unidad pequena del ribosoma y la estabiliza en su forma libre. Al com

plejo de la subunidad pequeMa con el factor de iniciacj6n se le une el 

ARNm, con lo que queda formado el complejo ternario de iniciación. La 

funci6n del factor de iniciación 3 1tUc•riOtico, eIF-3, es pennitir la 

union del ARNm con el complejo ternario de iniciación eucari6tico. 

El ~ector dtt inictaci6n 2 es otra proteJna cuya función es unirse 

al arninoacil•ARNt iniciador (fMet-ARNtr en procariontes y Met-ARNtr en 

eucariontes). El complejo fonnado se une al complejo de iniciación de 
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la subunidad pequana. lo que permite le unión de la subunided grande y 

el comienzo de le a1ntesis de proteinae. 

Al ;:actor do iniciacion w• 

El factor de lniciaci6n 3 CIF-3l se une al AllNr 
·chico . 

Hay pruebas de que tanto el IF-3 procariOtico como au contraparte 

eucar16tic~ se unen en forma especifica con el ARNr chico. A pesar de 

que eu funcíon no es la misma en eueariontea y procariontes. ambos fac

tores intervienen en la fonnaci6n del complejo de iniciación. 

1) En procariontes; 

El IF-S •• un• al ARNr 166 • interviene •n la 
r•gulaci6n de la traduccl6n. 

Todos lo9 estudio.e de unión de IF-3 en procariontes han sido he

chos en E6t:h&ri chitt col i. A pesar de esto; es v6.l ido suponer que loa 

mecanismoa que funci.onan en esta bacteria stw·6.n similares en su forma 

general a los de otroe procariontes. 

Desde 1973, Pon y Gualerzi hallaron que el IF-3 ee une al 

ARNr 16$. pues ni los anticue1·pos dirigidos contra proteinas ribosoma

les ni las proteaaas parecen Afect~r la unión del factor a la aubunidad 

30S. En 1976 los mismos autores<~ 1 ) comprobaron que sólo el ARNr 165 ee 

indispensable para la uniOn del IF-3. Para ello usaron una variedad de 

reactivos que se unen o modifican ya sea 4 las proteinae o a los Acidos 

nucleicos. Al tratar ribosomas con eetoe reactivoe. hallaron que sOlo 

loa que son eepecif icos para &cidoe nucleicos afectan la unión de IF-3. 

Ademas comprobaron que va.rias prote1naa que hablan sido relacionadas 

con el eitio de unión por experimentos de entrecruzamiento quimico no 
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los que son especificoa para Acidos nucleicos afectan la unión de IF-3. 

Ademas comprobaron que varias proteinaa que habían sido relacionadas 

con el sitio de unión por experimentos de entrecruzamiento químico no 

eran i~diepensablea. pues la unión no era alterada en ribosomas recon

stituidos sin estas proteinas. 

Posteriormente ha sido posible estudiar la -unión del IF-3 con el 

ARNr 165 con mas detalle. Pon et aJ.< 7 a>, utilizando luz ultravioleta. 

ha! !aron que el factor se entrecruza principalmente con el extremo 5' 

de este ARNr. aunque hallaron entre 10 y 20% de entrecruzamiento con el 

extremo 3' . Otros investigadores han hallado entrecruzamiento con el 

extremo 3' en forma mas consistente. Ha habido reportes de que el IF-3 

desestabiliza dobles hélices de Mm y de que ae une a una secuencia 

ti logénicamente conservada en el extremo 3 1 del ARNr 165 lo cual h6. 

sido comprobado por Wickstrom et al. <73 >. utilizando técnicas de di

cro1smo circular y resonancia magnética de protones. 

Estos datos sugieren que el IF-3 puede favorecer la. uniOi:t del 

ARNr 165 con el ARNm al desestabilizar la estructura secundaria del 

primero en la zona de unión al ARNm (secuencia Shine-Dalgarno. véase la 

74). 

Tal idea es apoyada y complementada con los experimentos de 

Ehresmann et tJ.}. <74 >. en los que entrecruzaron el IF-3 al ARNr 168 en 

dos sitios distintos. uno situado en los nucle6tidos 1510-1520. cerco. 

del extremo 3' del ARNr {en forma consistente con los resultados de 

Wickstrom). y otro en la zona 819-859, en el dominio central de la es

tructuro. secundaria del ARNr 16S (véase la figura 6). Al analizar la 

secuencia de esa zona. hallaron la presencia del segmento 

•••• ::a.GGAGGUu:s ..... , 
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complementario a la secuencia Shine-Dalgarno, que est4 en el extremo 3' 

del mismo ARNr 169. Baeb.ndoee en estos hallazgos. Ehresmann y sus co

laboradoro11 proponen el siguiente modelo de la función de IF-3: El 

extremo 3' del ARNr 169 no se halla libre normalmente, sino apareado 

por medio de la eecuencia Shine-Dalgarno con la eecuencia complemen-

tarta del dominio central. El IF-3. al deeestabi !izar dicho 

apareamiento y uniree a la secuencia del dominio central. permite que 

el extremo 3' del ARNr quede libre para interactuar con el ARNm por el 

mecanismo Shine-Dalgarno. De esta forma el IF-3 participa en la 

PeQul•clOn de la iniciación de la sintesis de proteinae. 

Tanto la secuencia Shine-Dalgarno como la secuencia complementaria 

en el dominio central se hallan conservadas en arqueobacterias, eubac

teriae y cloroplaetoe, por lo que este modelo puede ser aplicable tam

bi6n a estos grupos de organismos. Seria interesante investigar si 

exiete algUn mecanismo equivalente en eucariontes. en loa que, aunque 

no ha.y secuencia Shine-Dalgarno, parece haber una secuencia con una 

función equivalente en el extremo 3' del ARNr de la aubunidad pequena. 

Un• •ubunld•d dml •IF-3 •• une al ARNr 189 y 
~acilita la uniOn del ARNm. 

El factor de iniciación 3 eucariótico (eIF-3) es una proteina 

oligom6r1ca con 9 subunidades. y se une a la eubunidad 405 del ribo-

soma. 

Nygard y Weatermann< 7 C>, utilizando dos reactivos distintos, 

entrecruza~~n el ARNr 189 de higado de rata con la subunidad de 66,000 

Daltons del eIF-3. pero aun no se identifica con precisión el sitio de 

union en el ARNr. Loa autorea proponen que tanto el eIF-3 como el eIF-2 
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tratar ribosomae de reticulocitos de conejo con detergentes. se libera 

un complejo del ARNr lBS con el ARNm y la aubunidad de 66.000 Daltons 

del elF-3. Este hallazgo permite suponer que esta eubunidad del eIF-3 

puede ~yudar a estabilizar la unión por apareamiento de bases entre el 

ARNm y el ARNr 189. 

Bl Factor de inicioai6n 2· 

El •actor ele iniciacibn 2 9Ucaribtico <•IF-2l 
interactaa con •l ARNr 188. 

El eIF-2 forma un complejo ternario con el ARNt iniciador 

Met-ARN.t~ y GTP, el .cual se une con la subunidad ribosomal pequen.a para 

formar el complejo cuaternario eIF-2•Met-ARNtr•GTP•40S, al que después 

se une el ARNm (v$aae el ·capitulo I>. 

1'unque en esta unión parecen intervenir varias proteinae de la 

subunidad pequena. Weetermann et aJ.<7 7 > han detectadd por entrecruza

miento con tres reactivos diatintoa que las eubunidades a y T del eIF-2 

interactOan con el ARNr 105. a distancias de aproximadamente 4 A. Estos 

datos permiten suponer que el ARNr 188 participa en la unión del eIF-2. 

aunque quiza no en forma tan importante como en la unión del eIF-3. 



-Capitulo III - Iniciación-

~ ..... Union_d.e.l...ARli....mu.ruuU~o aubuoidod gequena del riboeoma. 

Lo• ARNr intervienen en 1• unibn del ARNm •l 
ribosoma. 
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En loe primeros paeos de la iniciación, el ARNm ee une o la sub

unidad riboeomal pequena. La posterior unión de la aubunidad grande 

permite que comience la einteeis de la nueva proteina. siguiendo la se

cuencia dictada por el ARNm. 

El ARNr chico interviene en forma muy importante en la unión del 

ARNm a la aubunidad pequena del ribosoma. Este papel ha sido perfecta

mente comprobado para loa procariontes (con Escherichia coli como mo

delo). y se han hallado mecanismos an4logos en eucariontes. 

~> Lo interoeci6n Shino-Dolgarno en procoriontea• 

El ARNcn •• un. al ribosomu por apar•amiento de 
b•••• con •l AF~r chico. 

En 1974, J.Shine y L. Dalgarno<..,..,, ha.liaron que el extremo 3' del 

~RNr 169 de Escherichia coli contiene lo secuencia 

., .••• Accucc ••• ,.. 

la cual es complementaria o la secuencia 

"•., .GGAGGU ••• ,. ·, 

que se halla completa o en parte en el extremo 5' de muchoe ARNm antes 

del codón de iniciación. es decir. en el sitio inicial de unión de loe 

ARNm al riboeoma. 

Shine y Oalgarno propusieron que la complementaridad de bases entre el 

ARNm y ol ARNr 16S pennite que el primero se una al ribosoma en forma 

e~pocitica y en la posición correcta para comenzar a ser leido. 

A partir de la tormulación de esta hipótesis, se han hecho muchas in

vost igaciones que han permitido llegar a entender 1 a importancia de 
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este mecanismo en la iniciación de la sintesis de proteinas en proca-

riontee y eucariontes. 

{t Pruebas de lo existencia de lo interocci6n 
Sbine-Dolgarno; 

La •xlstencla y ~uncl6n in vivg CS. la int•raccl6n 
Shine-D•lQarna ••·ha comprobada plen ... nt•· 

En au articulo original. Shine y Dalgarno mencionaron varios he

chos experimentales que apoyan su hipótesis. El principal (y el que les 

sugirió el mecanismo en primer lugar) es la complementaridad entre las 

secuencias del ARNr 165 y la de varios ARNm de bacteriófagos de 

Escherfch:ia co11 cuy.as secuencias ee conocian. Otros apoyos son los 

siguientes 1 

• La kaaugamicina, un antibiótico que impide la iniciación. 

se une al extremo 3' del ~RNr 169. 

• La colicina E3, una toxina bacteriana, impide la sintesis 

de proteínas al cortar los ó.ltimos 50 nucleOtidos del 

extremo 3' del ARNr 165. lo que inactiva al ribosoma. 

• En algunos modelos de la estructura secundaria del 

ARNr 169. los Ultimes 13 nucle6tidos del extremo 3' es-

tan libres para aparearse. En un modelo posterior. esta 

porción del ARNr 165 tiene dos estados alternativos: uno 

apareada intramolecularmente con un segmento complemen

tario en el dominio central. y otro libre, en el que es 

capaz de aparearse con 1 a !'!ecuencia Shi ne-Da lgarno del 

ARNm. En éste modelo se propone que el lF-3 modula la 

conformación del extremo 3~ del ARNr 165< 7 •> . 
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• Se han observado cambios en la conformaci6n del ARNr 168 

durante la raee de iniciación. los cuales pueden 

corresponder a los que serian necesarios si el mecanismo 

Shine-Dalgarno fuera cierto. 
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Durante los an.oe posteriores se ba confirmado la existencia del 

mecanismo propuesto por Shine y Dalgarno. y se han estudiado sus carac

ter1st1cae. 

La primera prueba directa de la existencia de la interacción 

Shine-Dalgarno en ribosomas in vitro fué publicada por Steitz y 

.lalce:5 «'7•>. Estas investigadoras lograron aislar el fragmento que es 

cortado por la. colicina El del extremo 3' del ARNr 165 unido por 

opareomiento de bases a un fragmento del extremo 5' del ARNm del fago 

R17 (el cual tiene la secuencia Shine-Dalgarno totalmente complemen

taria a la del ARNr 169). L08 fragmentos a~areados fueron aislados de 

complejos de iniciación con un tratamiento sunve con SOS. que separaba 

las proteinas pero no afectaba el apareamiento de bases. Tamhi6n 

comprobaron que loe fragmentos apareados sólo se encuentran en comple

jos de iniciación. 

En otron estudios usando los oligonucleótidos is·6AGGAGGU:s• <00 >. 

n·GAGGU 3 • ce 1 > 6 o•AAGGAGGT 3 , ta:.a>. que son complementarios a la se

cuencia Shine-Dalgarno en el ARNr 165. se ha visto que existe una com

petencia entre el 1'.RNm con secuencia Shine-Dalgarno y éstos oligo

nucleOtidos. Loe oligonucle6tidoe se unen fuertemente y en forma este

quiom~trica lun oligonucleótido por complejo de iniciación). No se unen 

a subunidade8 605. e inhiben la einteeis de proteinas. Otros oligo

nucleOtidos no-complementarios. ueadoe como control. no exhiben ninguna 

de e8ta8 propiedades. 
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Una prueba sorprendentemente clara de la importancia de la inter

acciOn Shine-Dalgarno in vivo la proporcionan los experimentos de Hui y 

de Boer< 93 > quienes, utilizando técnicas de ADN recombinante en 

Esche~ichia coli. cambiaron las secuencias Shine-Dalgarno en el 

ARNr 169 y un ARNm, y obtuvieron una eubpoblaciOn de riboeomas espe

cial izados en la traducción del mensajero mutado. Hicieron dos series 

de oxperimentoe en los que cambiaron las secuencias Shine-Dalgarno en 

el ARNr 169 y en el ARNm de la hormona del crecimiento humana (clonada) 

por otras dos parejas de secuencias complementarias.Con estos experi

mentos comprobaron en forma inequivoca que: 

a) la interac~i6n Shine-Dalgarno participa decisivamente en 

la uniOn y el reconocimiento del ARNm por el ARNr 165 en 

la formaciOn del complejo de iniciación. pues una 

población de ribosomas especializados traduce prefe

rentemente el ARNm con la secuencia Shine-D&lgarno com

plementaria correspondiente; y que 

b) cualquier secuencia en el ARNr 165 sera capaz de recono

cer ARNm con la secuencia complementaria en forma 

analoga a la secuencia Shine-Dalgarno original. 

2) Importan!Uls._Qe la interacción ARNr-ARNm; 

La uniOn ARNm-ARNr 169 no requi•r• de otra• 
mal•culas. 

En la uniOn del ARNm al ARNr 165 no participan proteínas ribosoma

les, segUn lo indican los estudios de Van Duin et al. ce4 > Utj 1 izando 

técnicas de di6.ljsis al equilibrio y dicroismo circular. determinaron 

la constante de asociación de un oligonucle6tido complementario a la 

secuencia Shine-Dalgarno del ARNr 16S con a) el ARNr 165 en la sub-
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unidad 30$ intacta. y b) el frllgmento del extremo 3' alelado. Hallaron 

que lee constantes son iguales, lo que indica que la unión no es eeta

bil izada p<>r proteinae rib<>so1DAles. Segi:in e"toe autores. el papel de 

una protelna riboaol!llll que be sido implicada en la un16n del Al!Nm puede 

ser el facilitar que el extremo de Al!Nr se halle libre pera interactuar 

con el ARNlh. Este pap•l ternl:>ien le ha sido asignado al IF-3. 

Sin embargo, datos de Backendorf et al.""" indicen que la un!On 

del ARN!n con la eubunldad 30S parece eer distinta en algunos aepectoa 

d11 la unión de un oligonucleotido complementario lll extremo 3' del 

~RNr. que ee anicamente por Ap~reamiento de bases. Estas diferencias se 

lllllnitieeten en la distinta inhibicion de le uniOn de oligonucleOtidos 

por la edelne. el Acld<> eurintricerbo><!lico y enticu.,rpoe contra le 

proteina SL implicada en el eitio de uniOn al r.RNm. AdemAs, un 

ol igonucl eotido unido a la subunidad 309 puede ser in ter-cambiado por 

otro. lo que indica que hay un equilibrio de un!On-disociac!on. Esto no 

ocurre con el ARNm. 

La importancia del reconocimiento de las $eeuenciaa Shine-Oalgarno 

ee destacada por al hecho de qu$ puede dirigi~ la unión del ARNm a la 

oubunidad 30$ en ~us~ncia de reconocimiento c~d6n-anticod6n. e$ deci~. 

ein neceeida4 del ARNt. Esto ha sido comprobado por Van Duin et aJ.<ed> 

el formar complejos ARNrn•30S en ausencia de fMet-ARNt• CARNt iniciador 

de Escherichia col il. Estos complejo" Be forman eficientemente y son 

capacea d" iniciar la sintesis do proteinas al aftadir el fMet-ARNt. sin 

que haya en n1g~n momento una disociacion del ARNm y la subunidad ri

bosoma I. 
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3) Regulación de la ini~1.Akj6n por unión del ARNm: 

La tnteracciOn Shine-Dalgarno interviene en la 
reQulaclOn da la iniciaciOn de la traducciOn. 
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E~ papel de la interacción Shine-Dalgarno parece ser principal

mente regulatorio. El reconocimiento de la secuencia guia Cle4derJ 5' 

del ARNm asegura por un lado que la· lectura no se inicie en un codón 

AUG posterior al primero. es decir. que la iniciación sea en el lugar 

correcto. Al!ln cuando haya codonea de iniciación en el interior de un 

gen. éstos no ser6n normalmente interpretados como tales·. pues carecen 

de la secuencia Shine-Dalgarno en su región 5•ce2>. 

Por otro lado. la mayor o menor complementaridad entre las secuen

cias Shine-Dalgarno del ARNm y el ARNr determina que un ARNm sea tra-

ducido con mayor o menor eficiencia. como comprobaron Jacob et aJ.<•e> 

Uti 1 izaron el gen clonado del ARNr 169. al cual le cambiaron la base 

1538, en la secuencia Shine-Dalgarno. de C a U utili:tando mutagE-nesis 

dirigida por oligonucleótidos. El ARNr mutado. al incorporarse a ribo

somas en las células. alteró la expresión de un gran nó.mero de proteí

nas. Los resultados fueron especialmente claros. pues se halló que en 

casos en que la mutacion proporciona la posibilidad de aparear una base 

mas con el J\RNm. la expresión de la proteína aumenta: si se puede 

aparear una base menos. la expresión disminuye: y si el nU.mero de 

bases que pueden aparearse no cambia. la expresiOn no es alterada. 

Es probable que la mayor eficiencia de traducción se deba a una 

mayor facilidad de formar el complejo de iniciación, aunque también 

puede intervenir algün otro mecanismo. como una menor frecuencia de 

terminación prematura. 

La secuencia Shine-Dalgarno parece tener dos conformaciones alter

nativas. y el cambio de una a la otra podría intervenir en la regu-
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laci6n de la traducción. Backendorf at aJ.< 9 ?) han estudiado la unión 

del oligonucleOtido 

dtAA66AGGT>, 

complementario a la aecuencia Shine-Palgerno. al ARNr 16S eie!edo y a 

eubunidades 30S de Escherichia coli. Hall!lron que el l\RNr aislado no 

era captlZ de aparearse con el oligonucle6tido. a menos que de se 

desnaturalizara parcialmente por calor. Esto indica que la aecuenc:la 

Shine-Oalgarno puede aparearse :intra.molecularmente, lo que impide au 

unión con el l\RNtn. En subunidades 309, el oligonucle6tido no puede 

aparearse con el l\RNr 16S a menos de que esté presente la proteina 521. 

Los autores planteen lo posibilidad de que la secuencia Shine-Dalgarno 

cambie eu conformación. apare4ndoee intrmnoleculannente. luego de que 

ha terminado la fase de in1ciaci6n. Eeto evitaria que siguiera apareada 

con el ARNm. lo que podria interferir con su avance. La proteina 921, 

que ti ene propiedades de deaestabil ización de hé licea. puede servir 

para modular eee cambio contormacional. El apareamiento intramolecular 

de la secuencia Shine-Dalgarno 

ARNr 16S cercAnas al extremo 3 1
• 

no parece ser con secuencias del 

~) Otroa f~9Lefl..Jl.IJJL..i.nteryjenen· 

La lntaracclon Shine-Daloarno no •• la ~nica 
rmuponuable de la unión del ARNln en el c<Nlpl•Jo de 

intc:iación. 

A pe~ar de la importancia de la interaccion Shine-Oalgarno para la 

inieiacion de la traducción. se ha comprobado que aun 1'.RNm que no 

tienen ningun~ complementaridad con el ARNr 168 pued&n formar complejos 

de tnlciaci6n y ser traducidos. Taniguchi y Weissmann< 00 > sugieren que 

probablemonte oatoa ARNm pueden unirse sol4mente con la ayuda de la in-
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teracciOn codOn-ttnticod6n. Por otro lado, Ekchardt y Ltlhrmann<e1, ha

llaron que los oligonucleótidos complementarios a la secuencia 

Shine-Dalgarno no inhiben la unión de los ARNm no-complementarios. 

Z~gorska et aJ.<99 > hicieron algunos experimentos que muestran que 

los 160 nucleótidoe del extremo 3' del ARNr 169 no son indispensables 

para la formaci6n de complejos de iniciación ni para la eintesis de 

proteinas dirigida por el mensajero sintético poli-AUG. el cual no 

tiene secuencia Shine-Dalgarno. 

Por tanto. parece t!ler que la unión del ARNm puede ser mediada por 

cualquiera de los dos mecanismos (Shine-Dalgarno y apareamiento 

codón-~nticodón), y que cuando alguno de ellos es débil o está ausente. 

el otro basta pt>ra permitir la iniciación. 

5) Otros modelos: 

EMist•n atras alternativas poslblea•para •l 
11eC&nla100 de la lnlclaclOn. 

Otros hechos que no se ajustan bien al mecanismo de Shine-Dal-

garno. como el que mensajeros con poca homología Shine-Dalgarno sean 

traducidos con mayor eficiencia que otros con mayor homologia, han per

mitido la formulación de hipótesis alternativas. 

Un ejemplo es la de Eahramian<aP>, quien hallo que en muchos ARNm 

puede formarse una estructura de horquilla entre la secuencia Shine

Oalgarno y el cod6n de iniciación. Hay secuencias capaces de aparearse 

con el extremo 3' del ARNr 165 en la base de la horquilla (parte de 1~ 

secuencia Shine-Oalgarnol y también en la parte no-apareada del bucle 

de la horquilla. Coin base en esto, Bahramian propone que es dicha 

horquilla la que interact~a con el ARNr 16S en la iniciación de la tra

ducción. Algunos ARNm con una horquilla de gran tamano y poca conser-
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vacjOn de la secuencia Shine-Oalgarno se traducen con mayor eficiencia 

que otros con mayor nWnero de bases Shine-Dalgarno y una horquilla muy 

pequena .. lo que apoya su propuesta. También cita evidencia de que la 

fonnacion de dicha horquilla puede controlar el sitio de iniciación. 

Los codones AUG previos al de iniciaci6n quedarian englobados en el 

tallo de la horquilla. lo que explica algunos casos en los que la ini

ciacion no so lleva a cabo en el primer codón AUG. 

Otros autores proponen interacciones entre el ARNm y el ARNr 169 

totalmente independientes de la Shine-Dalgarno. 

Bl Lo interacción Shino-Dalaarno en eucariontes: 

En eucariant•• •Hi•t• una lnt•racct&n mquival•nt• a 
la Shtn•-Dalgarno procartettca, aunqu• la• 

.-c:uencta• aon di•tint••· 

Debido a la importancia de la interacción Shine-Dolgarno en los 

procariontes. lo b~aqueda de un mecanismo similar en loa eucariontes ha 

sido de gran interés. 

Actualmente ae tiene evidencia que indica que efectivamente existe 

una interacción entre el ARNr chico y el ARNm en los procariontes, que 

denominaré "Shine-Da.lgarno" por analogía con la procariótica. 

Primeramente ee buscaron las mismas secuencias Shine-Dalgarno de 

loe procariontes en los ARNm eucarióticosl pero no ae hallaron con su

ticieote trecuoncia como para auponer que la misma secuencia sea uti-

!izada por lo~ eucariontes<e•>. 

La primera indicación clara de la presencia en eucariontes de una 

interacción equivalente a la Shine-Dalgarno de loe procariontes tue 

11~a por Nokashima et al.'ºº>. quienes entrecruzaron el extremo 3 1 del 

ARNr 195 de germen de trigo y de reticulocitoa de conejo con los ARNm 
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de varios virus eucarióticos. por medio de psoraJenos (moléculas bifun

cionales que se intercalan e los Acidoe nucleicos y entrecruzan bases 

pirimidicas al ser expuestas a luz ultravioleta). 

Y~koe et a:L<•'->. con el mismo sistema. ballaron que la interac

ciOn del ARNm con el J\RNr 189 no parece requerir de una complementari

dad total. pues tanto los 1t.RNm naturales como los polimeros artifi

cialee poli-U y poli-(A.U) con capucha pueden unirse a subunidades 405 

para formar complejos de iniciaciOn o a ribosomas SOS y ser entrecruza

dos con el ~RNr 189. 

En levadura. Cigan y Donahue< 0 2> hallaro_D_que los ~m del 40% de 

131 ge~es examinados tienen secuencias capaces de aparearse con el ex

tremo 3' del ARNr 189, aunque las secuencias complementarias son dis

tintas de la secuencia Shine-Dalgarno procariótica. 

Una manera indir~cta de buscar apoyo para la hipótesis de la pre

sencia en eucariontea de una interacción equivalente a la Shine-Dal

garno de procariontes es comparar las secuencias de ARNm eucariOticos 

con la del extremo 3' del ARNr 165 y tratar de hallar homologias (de 

hecho, asi surgiO originalmente la idea de Shine y Dalgarno). Maroun et 

aJ,< 0~> examinaron aproximadamente 200 secuencias y hallaron que por lo 

menos el 25% de ellas tiene complementaridad con dos secuencias en el 

ARNr lBS. La fuerza de la uniOn de estos ARNm con el ARNr es comparable 

a la de la interacciOn Shine-Dalgarno procariOtica. 

En estudios preliminares no se ha hallado evidencia de una inter

acción entre el ARNm y el ARNr 135 de mitocondria de hamster. secuen

ciado por Baer y Dubin< 0 4>. Este ARNr mitocondrial no tiene la secuen

cia Shine-Dalgarno de procariOntes, aunque la estructura secundaria si 

esta conservada. Sin embargo. no puede afirmarse que no exista una in

teraccion mientras no haya pruebas directas, por ejemplo de entrecruza-
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miento. Es posible que existan secuencias distintas de la Shine-Dal-

garno de procariontes que sean complementarias entre ambos ARN. como 

ocurre en el citoplasma eucaribtico. 

ll Interyonción dft otros foptores en lo uni6n del lJINm· 

Una prat•lna lnt•rvl•n9 •n la lnt•raccU>n Shlr,.
Dal9arna d9 lam M1carlant ... 

Erni y Staehelin<•D> aislaron complejos no-entrecruzados de 

ARNr 185 y ~RNm de globina en reticulocitos de conejo. que parecen es

tar unidos por apareamiento de bases. Comprobaron que ésta unión sólo 

se efecto.a en las c.ondiciones necesarias para la iniciación de la tra

ducci~n y desaparece al unirse la eubunidad 60S. Es probable que. como 

mencionan, las proteinas requeridas para la formación del complejo de 

lniciac16n eatabilicen la unión ARllm•ARNr 165. 

En apoyo a esta idea.· Thomas y Arnstein<••> reportaron que en la 

iniciación de la alntesia de la globina en reticulocitoa de .conejo, el 

ARNm forma un complejo con el ~RNr 18S y una proteina con peso molecu

.lar de 66,000. Eeta proteina es liberada al unirse la subunidad 605, lo 

que explica la observación de Erni y Staehelin. 

La int•raccibn Shine-Dalgarno •ucaribtica pa~ece 
intervenir en la re;ulaciOn de la traducciOn. 

La existencia de una interacción similar a la que hay en los pro-

cariontes sugiere que la función de tal interacción debe ser tarr:.biOn 

similar, i.e. regulatoria. Existen indicios de tal función. 

Motojima y Oka <97> hallaron que un ARNm que se traduce con al

tisima eficiencia en el ratón (el de la proteina Acida del suero de la 
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leche. con una eficiencia de traducción 50 veces mayor que el ARNm de 

la caaetna) tiene una región de gran complementaridad c'on el ARNr 189. 

Es probable que el mecanismo sea similar al de ·1os procariontes. en los 

que los meneaJeroa con mayor complementaridad con.el ARNr 169 son tra

·ducido11 con mayor eficiencia. 

31 Otros meconiamos on la uni6n del ARNm· 

Lo• IOllC•nl•tOC>S dtt llSCUd~lh.,.i•nto y dtt Shl...
Oalvarno calabaran •n la iniclaciOn .ucartbtica. 

Como se puede ver, la evidencia de una interacción similar a la 

Shine-Oalgarno de los procariontes es mucho menos concluyente en los 

eucariontes. Existen modelos alternativos para la unión del ARNm a la 

!!Ubun!dad 409. 

Como una de las caracterieticas que rlistinguen a loe ARNm euca

riOticoa de los procari6tico es la preaen_cia en su extremo 5 1 de la 

"capuchaº (cap) de m7 6D'ppp"'Ntm>. Shatkin'•e> postuló el IROdmla de 

••Cudrlftami•nt.o (scanning) para la iniciación. Este modelo propone que 

la estructura de la capucha es la que permite que el ARNm sea recono

cido por la aubunidad 40S. y que una vez que se ha formado el complejo 

eIF-2·Met-ARNt~·GTP•40S•ARNm. la eubunidad se desplaza en la direcc16n 

3' sobro el ARNm hasta llegar al codón de iniciación. En este punto se 

une lo eubunidad 609 y ae inicia la traducción. 

El modelo de escudrinamiento ha recibido apoyo experimental. pero 

debido a que también hay evidencia que apoya un mecanismo del tipo 

Shine-Dalgarno (véase m~s adelante), no es posible aceptarlo incondi

cionalmente. 

Ea incluso poe:ible proponer otros modelos que expliquen mejor al

guna.e obaervacionee: Sargan et ~1.<••> proponen que la interacción en-
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tre el ARNm y el ARNr 185 se lleva a cabo mediante una estructura de 

horquilla en el ARN mensajero. Esta estructura es comUn en mensajeros 

eucariOticos .. y las dos _secuencias que en la estructura secundaria 

quedan contiguas en su base presentan complementaridad con el ARNr 185. 

De este modo. el apareamiento de bases estre estas secuencias en el 

ARNm y el ARNr eetabilizaria la horquilla. la cual a su vez favorece la 

uniOn del ARNm con la subunidad 40S para la formación del complejo de 

iniciacion. Algunos ARNm que tienen horquillae pequenas son traducidos 

menos eficientemente que otros con horquillas grandes. Es interesante 

comparar ésta propuesta con la hecha por Bahramian< 99 > para proca

riontes. 

Tanto loa datos de Yokoe<•~> CARNm sintéticos sin complementaridad 

pueden formar complejos de iniciación) como el hecho de que quizA hasta 

un 75% de los mensajeros no tenga secuencias complementarias al 

ARNr 169<••> eugieren que la interacción entre el ARNm y el ARNr 18S. 

aunque existe. no es indispensable ni la lloica necesaria para colocar 

al ARNm en la po!!!liciOn correcta en la subunidad pequena para la ini

ciación de la traducción. En levadura. aunque un porcentaje importante 

de ARNm puede aparearse con el extremo 3' del ARNr lBS (véase arriba). 

tambi6n ee halla que el 95% de los ARNm comienzan a ser traducidos en 

el primer codón AUG<•~>. como lo requiere el modelo de escudrinamiento 

para el posicionamiento de la subunidad pequena en el sitio de ini

ciacion (aunque este hecho también puede ser explicado con el modelo de 

Shine-Dalgarnol. 

!:stos hechos. auno.dos a otras evidencias que apoyan al modelo de 

escudriMamiento , permiten suponer que ambas posibilidades son aspectos 

parciales del mecanismo real: quizA tanto el apareamiento de secuencias 

como el reconocimiento de la capucha ayudan a la unión del ARNm. 
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Erni y Staehelinc•e> proponen una hipótesis que reconcilia satis

factoriamente los diversos modelos: el ARNm se une a la subunidad 40S 

por reconocimiento de la capucho. y luego la subunidad se desplaza 

haeta llegar a una posiciOn 5' al codOn de iniciaciOn. En este punto. 

el apareamiento entre las secuencias complementarias del mensajero y el 

ARH riboeomal. equivalente al mecanismo Shine-Dalgarno de los proca

riontee, (o el reconocimiento de la horquilla en el mecanismo de Sargan 

et aJ.•••> hace que la subunidad se detenga. La uniOn posterior de la 

eubunidad 609 desestabiliza la uniOn ARNr-ARNm y permita que el ribo

itoma., se desplace al avanzar la sintesia de proteinas. 

4) Antigüedad oyolutiya do lo intervenci6n del ABNr en la 
uni6n del ABNm; 

El posible 1M1Caniemo dll reconocimiento del ARNm en 
•l ribosoma primitivo. 

Al comparar esto mecanismo con el de los procariontes. se observa 

que en amboe grupos existen dos interacciones que permiten que la sub

unidad pequena quede en la posición correcta sobre el ARNm en el com

plejo de iniciaciOn: el apareamiento de bases entre el ARNm y el ARNr 

chico (en loe dos grupos): y la uni6n cod0n-anticod6n en los proca

riontes o el reconocimiento de la capucha y el posterior desplazamiento 

de la aubunidad 409 hasta la posición anterior al codón de iniciación 

en loe eucariontee. Es probable que durante su evolución cada grupo 

haya deearrollado variaciones de un mecanismo primitivo. 

Como en los dos grupos la ptJrttJ del mecanjsmo que se ha conservado 

es aqueJJa ~n que participa el ARNr, podemos suponer que es esta parte 

la que refleja eJ mtJcanismo primitivo de la iniciación de 14 stntesis 

de prote1natJ. 
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En mitocondrias, como mencioné en la pagina 83, la secuencia 

Shine-Dalgarno procariOtica no se ha conservado. pero la estructura se

cundaria ei c•3>. La hipótesis presentada aqui de la evolución de un 

O.nico mecanismo primitivo de uni6-n del ARNm por apareamiento con el 

ARNr se veria apoyada si se comprueba que tambiéri se ha conservado este 

mecanismo de uniOn del ARNm en los cloroplastos y mitocondrias (en con

cordancia con la teoria del origen endoeimbióntico de estos organelos). 

Oakes et al. c•B>. basAndose en datos filogénicos, han sugerido que el 

riboeoma primitivo debe haber tenido la interacción Shine-Oalgarno. 

ademas de usar los dos factores de prolongación, tener la traneterasa 

de peptidilo en la protuberancia central de la subunidad grande y una 

arquitectura similar del ARNr. 

Cl Otros interaccionea~ los ARNr 

otra• interacclon11a por aparoa•l•nto dtt ba••• •ntr• 
•1 ARNll y la• ARNr pu•d•n t•n•r lmpartanci• •n la 

lnlclacitm. 

Aparte de lo interacción Shine-Dalgarno. es poaible que existan 

otras socuencias de 1 ARNr 169 que tengan contacto con e 1 ARNm durante 

la iniciación de la traducción. como lo indican los hallazgos de Pe

tersen st dJ,c~ 00 >, Al analizar 2~1 genes de Escherichia coJi. hallaron 

que el 96% de ello8 tienen al menos tres nucleótidos consecutivos com

plementarios a las bases 1 a 16 en el extremo 5' del ARNr 168. en las 

posiciones +4 a +21 después del codón de iniciación. 67% de loe ARNm 

tienen al menos 4 bases complementarias. Los autores proponen que la 

región poeterior (5') al cod6n de iniciación del ARNm interactUa con el 

extremo 5 1 del ARNr 168. to que ayuda a ·~clocar el ARNm en la posición 

correcta en el ribosoma. Algunos datos que apoyan esta propuesta sen: 
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• 12 de los 16 nucleOtidos del extremo 5' del ARNr 165 se 

hallan conservados en las bacterias 

Los extremos 5' y 3' del ARNr 165 se hallan en posiciones 

relativamente cercanas en la estructura secundaria. lo 

cual es consistente con la necesidad de que ambos ex

tremos interactUen con la regiOn inicial del ARNm. 

89 

Tambi6n ha habido sugerencias de que algunos ARNm especificas 

pueden tener secuencias complementarias a otros ARNr • .Jain et al. <1 > 

hallaron evidencia de una complementaridad entre el extremo 3' del ARNr 

289 humano y el !5' del llRNm de la 9ubunidad H de la ferritina, que 

puede ~ener impl icac.iones para la regulaciOn de la expresiOn de esta 

proteina. El ARNm puede ser hibridado al ARNr 265 humano. pero no con 

el de rata ni el de Conejo. La región complementaria consiste en 

repeticiones de secuencias cortas ricas en G y C. La gran eficiencia de 

la traducción y la estabilidad de este ~RNm pueden ser explicadas por 

tal complementaridad. como eBpeculnn los autores. pues al aparearse con 

el ARNr 285 el ARNm tendria una mayor constante de asociación al ribo

soma. Si es éste el caso, es posible que las dos secuencias estén 

evolucionando paralelamente debido a la ventaja que conceden al organ

ismo. 

Es también posible que el ARNm interactü.e con el ARNr 55 pro

cariOtico, segün lo sugieren algunos resultados de Meier et al.< 37 > Es

tos autores utilizaron mutagénesis dirigida por oligonucle6tidos Y por 

bisulfito para introducir cambios espec1ficos en la secuencia del ARNr 

55 de Escherjchia coli. Utilizando ribosomas reconstituidos con el ARNr 

~5 mutado. hallaron que la capacidad de unión de los ribosomas con un 

ARNm artificial (poli-U) se vela disminuida en un 50%. Este efecto se 

observó al ser mutadas (cambio de G a A) las bases 641 y Ge&. 
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3. Un16n de loa subµnjdodea rtbosomolea 

El ARNr 168 ta•bi•n intervier. en la unibn de las 
subunidade• ribo•.,..1•• grande y pmquefta para 

~orear el rtbcl9oola ~unclanal. 

90 

Existen abundantes indicaciones de que loe ARNr intervienen en la 

un10n de las subunidades grande y pequena del riboeoma durante la fase 

de iniciaciOn de la traducción. La evidencia ee ha obtenido en 

Eacherichja coli por medios muy variodos. 

Santer y Shanec~oa1 hallaron que la sensibilidad del ARNr 168 a la 

ribonucleasa (RNasal Tl era distinta en subunidades 305 aisladas y en 

rlbos°""'s 709. Eepeclticamente dos ~reas son protegidas por la unión de 

lae eubunidadee: una en el dominio central del ARNr 16S y otra cerca de 

su extremo 3'. Adem6e un sitio de 13 a 15 bases de largo que no est~ 

expuesto en la eubunidad aisln.da se vuelve sensible al corte por la 

RNasa al formarse el ribosoma 709. 

El grupo de Noller ha utilizado experimentos de protección de los 

AIDlr contra la modj fjcación quimica por cetoxal para estudiar varias de 

eua funcione!S. Eete grupo ya habia hallado sitios protegidos en el 

ARNr 169 por la unión de las subunidades. en el dominio central y en el 

extremo 3' (en concordancia. con los datos de Santer y Shane citados 

arriba). En 1979 ha\ \aron que en el ARNr 239 se protegen fuertemente 

dos secuencias por la uniOn de las eubunidades. aunque no reportan su 

localizaciOn'~º' 1 • Una de ellas • 

• • • GACAUCAC ••• 

e9 complementaria a las bases 816 a 821 del ARNr 165 (véase la figura 

9), las cualee también son protegidas. Otras secuencias son protegidas 
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en menor medida; entre ellas 

••• 6AAAGCAUCUAAG ••• 

la cual es complementaria a las bases 787 a 792 del ARNr 165. Estos 

datos ~ugieren que podría haber apareamiento intermolecular entre estas 

secuencias al unirse las subunidades ribosomales. 

--- --
Cbninlo 3' menor - • 

Figura 9: 
Sitios importantes 
en el ARNr grande. 

En un estudio posterior. Brow y Noller< 104 > localizaron en el 

ARNr 165 los sitios protegidos del cetoxal por la unión de las sub

unidades. ~stos se hallan principalmente en 3 dominios de la estructura 
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secundaria: cinco sitios no-contiguos en el dominio central; dos en el 

dominio 3 1 mayor~ y dos sitios en el dominio 3' menor que se hallan 

relativamente cerca en la estructura secundaria. 

A_ pesar de las secuencias complementarias halladas. los autores 

eeftalan que no es probable que la complementaridad de secuencias baste 

para la unión de las aubunidadea: proponen m&s bien que éstas sufren 

cambios conformacionalea durante la unión. !:sto se manifiesta en la 

protección parcial o total o la desprotección de varios sitios en los 

ARNr que no son complementarios con los de la subunidad Opuesta. 

Burma y colaboradoree ce7 > hallaron que la conformación del 

ARNr 235 es diferente en los ribosomas bien acoplados y los mal acopla

dos en Escherichi~ coli. Como la diferencia entre ambos tipos de ribo

somas es la distinta estabilidad de la unión de sus subunidades~ esto 

implica al ARNr 239 en dicha unión. 

En un trabajo previo¡ Burma et tsl. c1015 > comproba'ron que los ARNr 

165 y 235 de Escherichi~ coli aislados son capacea de formar un com

plejo bimolecular (con estequiometria l a 1) en condiciones de alta 

concentración de sales como las que se usan para la reconstitución de 

subunidades ribosomales. Su hallazgo original fué que la sensibilidad 

de los ARNr disminuia al mezclarlos en dichas condiciones. y posterior

mente lo comprobaron mediante experimentos de centrifugación diferen

cial en gradientes de sacarosa y estudios de dispersión de luz. 

Las condiciones en las que se logró esta asociación son 400mM de 

sales y 20rnM de Mg 2 + (como comparación. la asociación de subunirlades 

ribosomales intactas se logra en 300mM de sales y 6mM de Mg 2 •). Los 

mismos resultados se obtuvieron cuando se usa una concentración baja de 

sales (60 mM) con la presencia adicional de etanol lM. Otros autores 

(citados pol" ellos) han reportado que en tales condiciones~ los ARNr 
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aislados adquieren conformaciones tridimensionales compactas, similaren 

a las de las subunidades ribosomalee completas. Esta evidencia indica 

fuertemente que la unión entre los ARNr puede jugar un papel de gran 

importancia en la unión de las subunidadea in vivo. 

El papel que juega un segmento definido del ARNr 16S, que com

prende las bases 787 a 795. en la unión de las subunidades fu~ investi

gado por Tapprich y Hillc1oe> utilizando el oligonucle6tido 6TATCTAAT 

(complementario a las bases 787-795). Dentro de éste segmento se halla 

la 6 791 , hallada por el grupo de Noller entre las bases protegidas 

contra la modificación por cetoxal. Tapprich y Hi 11 hallaron que el 

ol igonu.cle6tido se une eapecificamente a la subunidad 305; por di

gestión con RNaaa H y aecuenciaci6n comprobaron que el sitio de unión 

es el segmento 787-795. AdemAa. observaron que. en aubunidades 30S con 

el oligonucleótido unido. la unión a la subunidad 505 se ve dificul

tada. Todos estos hechos indican que tal secuencia (qué se halla en el 

dominio central del ARNr 16S. formando una horquilla --véase la figura 

9) participa de manera. importante en la formación del ribosoma 70S. 

Parece hallarse expuesta en la plataform~ de la subunidad chica. 

Meier et al. c:s?.,. utilizando ARNr 16S modificado con bisulfito o 

mutagénesis dirigida. por oligonucleótidos para reconstituir ribosomas. 

hallaron que la unión de las subunidades es afectada cuando se modifica 

la base G141 a (cambiandola por U). Esta base se halla en el dominio 3' 

menor. cerca de las dos bases implicadas por el estudio de Brow y 

Noller. 

Abdurashidova et aJ.<de> entrecruzaron proteínas de una subunidad 

ribosomal con el ARNr de la subunidad opuesta en ribosomas utilizando 

luz ultravioleta. Hallaron que las proteinas 56, 59/Sll y 515 se entre

cruzan con el ARNr de la subunidad grande tanto en ribosomas pre- como 
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poet-transloeados. Las proteinas Ll y L19 se entrecruzan con el ARNr 

de la subunidad chica. De este modo se ve que los ARNr intervienen en 

ta unión de las subunidadea en forma indirecta, uniéndose a proteinas 

de la subunidad opuesta. 

Rottmann ~t a1.c1°7> han logrado identificar 3 bases en el 

ARNr l6S que al ssr modificadas por mutagénesis dirigida evitan la . 

uni6n de las eubunidades ribosomalee. Eatae bases son C1:soa. 61401 y 

& t.4:a.•. tos rihosomoa en loa que C 1.:u•e y G ':1..40.1.. son modi ficadaa no son 

funciona.le!!, por lo que lae mutaciones resultan letales Clo cual con

cuerdn con ta importancia de la C""'ºº en otras funciones riboaomales 

durante la prolongación; véase el capitulo IV). pero se logró observar 

su otecto en la aeocia.ciOn utilizando la expresión condicional de la 

mutación. La mutación de le. Gt.•i.o no inac::::tiva a los ribosomas. pero 

disminuye la capocidad de asociación de las subunidades. Toda.e estas 

b6aes se hallan en el dotninio 3' menor del ~RNr 16S. cerca de las otras 

bases implicadas en la unión do las subunidadea por Brow y Noller y por 

Meier et al. (vé~ae arriba y tigura) 

Sel iva.nova et al. <1.oen han estudia.do la función del complejo del 

~RNr 5S-proteinas en la unión de laa eubunidades, pero aparentemente no 

tnterv1enen en eete proceso. 



CAPITULO IV 

FUNCIONES pE LDB ARNr EN LA FASE DE PRQLONGACI6N pE LA 

~NA PDLIPEPTIDICA, 

Los ARNr participan en varias etapas de la fase de prolongación: 

en la unión de los factores de prolongación. la unión de los ARNt en 

los sitios A y P. y en la formación del enlace peptidico y en la 

tranalocaciOn del peptidil•ARNt recien formado del sitio A al P. Esto 

sucede tanto en ribosomas procariOticos como eucariOticos. En general 

los ARNr no parecen ser loe responsables ónices de estas funciones, ya 

que en todae ellas también intervienen las proteinas ribosomales, pero 

su papel parece ser de gran importancia. et3pecialmente en la actividad 

de tranaferasa de peptidilo (peptidil transferasa). 

Estos hechos se han comprobado principalmente por experimentos de 

marcaje por afinidad y de reconstitución. y por comparaci6n de secuen-

cias conservada9 evolutivamente en los ARNr. 

El ARNr ;rande da pracariont•• y •ucaricnt•m 
participa •n •l •itia de uniOn et. lea ~actor•• d• 

pl"'olonQaciOn. 

Tanto en eucariontes como en procariontes existen dos factores de 

prolongaciOn, En procariontes ee conocen como EF-Tu y EF-G. y en euca

riontes como eEF-Tu (o EF-ll y eEF-G (o EF-2). 

t.n~ ~P.Nr parecen formar parte de los sitios de uni6n de los fac-

toreD de prolongaciOn al ribosoma en eucariontes y procariontes. 
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En procariontes. Girahovich et al.''"º", encontraron que el EF-G 

puede ser entrecruzado por luz ultravioleta con el ARNr 239 en prepara

ciones de ARNr totol. E"'to indica que exieta una afinidad del factor 

por el ARNr 239 en forma especifica, independientemente de las protei

nas ribosomales (aunque algunas de éetae. como la L7/L12 estimulan la 

uniOnJ. 

Bochkareva y Girshovichc11o1 localizaron después el sitio del en

trecruzamiento con experimento& en loS que utilizaron al EF-G para pro

teger ol ARNr 235 de la acciOn de la nucleasa 51 de Si2lmonel Ja 

typhimul'"ium. Comprobaron que el EF-G queda unido con el ARNr 239 

aproximadamente a 1000 bases del extremo 3' (el ARNr 235 mide 290<\ 

bases). Como el 8itio de union del EF-G se ha! la en la base del "tallo" 

de la 8Ubunldod grande formado por dos moléculas de la prote1na L7 L12 

(tallo L7/Ll2l. quiz<'I la !unc:iOn de <!sta "" exponer al ARNr 235 para 

que pueda unirse Al factor de prolonqacl6n. 

Utilizando un agente entrecruzante. Sk8ld< 111) localizó con mayor 

precisi~n un sitio en el ARNr 235 que es unido al EF-G en subunidades 

60S. Después de aislar y secuenciar los fragmentos entrecruzados. de

terminó que el sitio de unión ae h~lla entre la 63000 y la 6~0?1. 

Moazed et al. t11a, halloron que tanto el EF-G como el EF-Tu pro

tegon al ARNr 23S de la modi!icaci6n con cetoxal y sulfato de dimetilo 

(dos agentes qu~ modifican al ARN). Loa sitioa que son protegidos por 

el EF-G son laa bases G 2e~o. A~~do y Gaod~ en el dominio Vl de la es

truetur"- secundaria del ARNr 235 {véase la figura 7) .• y a las A1o•? y 

A1 oeG en ol dominio ll Cesta.e ó.ltimas concuordan con los estudios de 

Skbld). El EF-Tu protege lae bases G3 eoe y G3ea1 en el dominjo VI. 

Los estudios de resistencia a antibióticos también pr-oporcionan 

prueba5 de la unión del EF-G al l\RNr 23S. El tioestreptbn ea un an-
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ti))iOtico que se une fuertemente a la aubunidad 509 e impide la. 

translocacion al impedir la unión del complejo EF-G•GTP. No impide di

rectamente la tormacibn del enlace pept1dico< 1 1 3 >. 

~ompson et L!l. u.1 ... , estudiaron el mecanismo de resistencia al 

tioeetreptbn en el organismo que lo produce# Str~ptomyces azureus. La 

resistencia se debe a la acción de una metilaaa, que metila una ribosa 

de adenoeina. produciendo 2 1 -0-metiladcnosina. Los autores localizaron 

el sitio de metileción por dicha enzima en el ARNr 23S de Escherichia 

coli. La riboea metilada ea la de la A~o6?. en el dominio II. Este ee 

el sitio de unión de la proteina L11. La proteina se une a lUlNr 23S 

metil4do o no-metilado. pero el antibiótico sólo se une al ~RNr 235 no

metilado. 

En eucar"lant- ... Slobin<s.u,, prob6. usando unión a filtros de ni

trocelulosa. que el factor Tu (eEF-Tu) se une a ARN. y que· forma corn-· 

ple jos eato.bles junto con ·el ARNr 28S, GTP y aminoaci"l• J\RNt. Hy;¡nrd y 

Nilsson< 1 1•>. utilizando un agente entrecruzante, probaron que el sitio 

de unión del eEF-G a ribosomas de h1gado de rata incluye a parte del 

ARNr SS y de la proteina L5, aunque también participan varias otra=i 

proteinas tanto de la subunidad grande como de la chica<i17>. 

La idea de que los ARNr formen parte de la estructure. de las 

sitios de unión de los factores de prolongación es congruente con los 

hechos siguientes: 

a) la inactivaci6n de ribosomas eucari6ticos por 14 acción 

de las toxinas a-s•reina y ricina (véase mAs adelante)~ 

las cuales cortan el ARNr· grande en un bucle que incluye 

a la base 2660 y se halla conservado en procariontes y 

eucariontest1~0,. 
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b) la accíón del antibiótico tiostreptón, el cual impide la 

unión del EF-G .al riboeoma al unirse o.l bucle que in

cluye a ~es: baae 1067 en el dominio II: existen muta

cjonee de la A1oe:? que confieren resistencia al 

tiostrept6n<~ 1 •> (v6ose arriba). 
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El hecho de que el ARHr grande fonne parte de Jos sitios de unión 

a los dos factores de prolongaeion ~ugiera que ambos eitios pueden es

t~r superpuestoe. como menciona Nygard 11 ~ 7 '1 lo cual ea apoyado por loa 

datos de Moazod<11a> de que los dos factores se unen a las miemas bases 

del dominio VI del ARNr 238. Esta superposición impedirla que se uniera 

un factor ol ribosoma si el otro ya ae ha unido, lo que aseguro.ria el 

correcto funcionamiento del ciclo de prolongaci6n. 

Por otro lado. Slobin<••D> halló que el eE?-Tu tiene una actividad 

de GTPa.sa int:rtnsec~. y que ésta aumenta p•)r unión a ARNr 289. Propone 

que ~sto ea un meca.niemo regulatorio que evita que el GTP unido al fac

tor Tu eea hidrolizado hasta que 6ste se halla unido al riboaoma. 

Lo• ARNr 239, 169 y ~9 participan en la unibn de 
lo• ARNt. 

Ht:ty evidenci4S muy diversa.a de que los ARNr forman parte de loe 

Bit1oa de unión de loa ARNt en ribosomas procarióticoa y eucari6ticos. 
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VariDA sitiow d•l ARNr chico participan •n l• 
uniOn dal ARNt •n procariontes y eucariontae, 

aunqu• no en ~arma indtspenaabla. 
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LOe estudios m6.s completos que se hon hecho al respecto son los 

del grupo de Jamee OfengAnd. A lo largo de varios aftoa~ han demostrado 

que el ARNt puede ser entrecruzado eon sitios especificos del ARNr 16S 

cuando se halla unido al sitio pc 11 0> o al sitio A<1ao1 de Escherichia 

coli. 

Gracias a sus estudios. ae sabe que ARNt unidos al sitio P pueden 

ser entrecruzados con el ARNr 16S por irradiación con luz ultravioleta. 

lo que' implica que 81 ARNr 165 forma parte de eate sitio. Prince et 

al.< 1~~1 confirmaron estoa resultados utilizando otros ~RNt. El entre

cruzamiento ocurre entre la base 5' del anticod6n del ARN't (la base 

"bamboleante"} y una base de la secuencia 

•• • 13P!!!-UACACACCG1•0:1.• •• 

en el ARNr t6sc1.;1 2 1. Eatoa datos fueron comprobados por entre

cruzamiento. digeation parcial con ribonucleasas y secuenciación de los 

fragmentos entrecruz~do~c~23 >. Estd secuencia se halla aproximadamente 

a 50 bases del extremo 3' <!' 4 1 del ARNr. Se comprobó que se forma un 

dimero de ciclobutnno entre pirimidinas, como los d1~eros de tjmina que 

se forman al exponer ADN a luz ultravioletac~2•>4 

La secuencia a la que se entrecruza el ARNt en el sitio P se halla 

conservada en el ARNr 165 de procariontes, en el ARNr 18S (o su equiva

lente) de eucariontes como levaduras. insectos y anfibios y en cloro

plaatos y mitocondrias y no es sitio de unión de proteinas ribosoma-

lea< 1 a 1 >. lo cual subraya. la importanci1'. funcional de la interacción 

A.RNr 165-ARNt. Experimentos de entrecyuzamiento uti 1 izando ARNt de 
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Escherichia coli unido al sitio P de ribosomas de levadura< 1 ao> resul

taron en la unión del ARNt con el mismo nucle6tido. formando un d1mero 

de ciclobutano entre pirimidinas. 

Otengand interpreta la formación del dimero de pirimidina como 

evidencia de que hay un "apilamiento" (stocking) entre los anillos 

aromAticos de la baee !5 1 del anticodón del ARNt y de una base del 

ARNr 16S. lo que probablemente contribuye -junto con la interacción 

codOn-anticod6n con el ARNm- a estabilizar al ARNt en el sitio P. 

Poeterionnente. Ofengand y otros colaboradores entrecruzaron ARNt 

modificados con un grupo entrecruz.ante en la base 5 1 del anticodón con 

el ARNr 16S en el sitio A del ribosoma' 1 ª 8 '. Digiriendo con ribonuclea

sas y aiislando y eecuenciando el fragmento de ARNr entrecruzado. ha

llaron que la unión era con una base de la secuencia 

•.. 13•36UACACACCG14o1•••• 

ee declr. la misma a la que se entrecruza con el ARNt en el sitio 

Estos hallazgos implican que los anticodones de los dos ARNt en 

los sitios P y A deben hallarse aproximadamente a 23A uno del otro. ya 

que o.robos pueden entrecruzarse con el mismo fragmento del ARNr 168 (la 

longitud del grupo entrecruzante del ARNt unido al sitio A es de 23A). 

Por otro lado. el hecho de que un mismo fragmento del ARNr 165 par

ticipe en ambos sitios de unión de ARNt y adem6s se halle conservado 

evolutivamente parece comprobar que es funcionalmente importante. 

La importancia de la C 1,,. 0 o ARNr 169 en la unión del ARNt es 

deetacada a~n mAs por la comprobación de que la unión del ARNt al sitio 

P y el entrecruzamiento con esta base no requieren de la participación 

de la eubunidad ribosomal 505' 127 >. Este hecho es de interés al com

par4rlo con la evidencia de interacciones del ARNt con el ARNr 23$, que 
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evidentemente no son indispensables. Vale la pena mencionar que en es

tos Oltimos experimentos. Ofengand y su grupo han utilizado la 

metodologJa de 11huellas digitales" moleculares (molecular finger

prints}. utilizando la sinteais de ADN complementario al ARNr entre

cruzado por medio de la enzima transcriptasa inversa. La ainteais es 

detenida con gran frecuencia en los nucleótidos modificados. lo que 

permite identificar las posiciones de éstos. 

Thomas et aJ.< 1 ae> han hallado pruebas adicionales de la importan

cia de la C1""'ºº y de las bases que la rodean uti !izando mutagénesis 

dirigida por oligonucleOtidos o inducida por bisulfito. en Escherichia 

'col i. I;-os cambios de la C1400 por U o de las C 1 40 0 y C 1401 por dos A 

no afectan el crecimiento de las mutantes.La pérdida de la c,. .... oo. en 

cambio. ea letal. al igual que los cambios de C por U en las posi

ciones 1395 6 1407. Esto indica que varias bases en la regiOn conser

vada evolutivamente de las·bases 1390 a 1410 son indispensables para la 

función del ribosoma. Sorprendentemente. el cambio de la G:usoes por 

cualquiera de los nucle6tidos A .e o U suprime la letalidad de las mu

tantes con U13ga. U 14o7 o con pérdida de la C1~00. El significado de 

este hecho no ea conocido. pues no hay evidencia de interacciones entre 

la región 1400 y la posición 1505. 

Brow y Noller' 1 , han identificado guaninas en sitios especificas 

en los ARNr 169 y 23S de Escherichia coli que son protegidas contra lü 

modificación por cetoxal en polieomas. muy probablemente por la unión 

de ARNt. Anteriormente. el mismo grupo habia comprobado que la mod:fi

caci6n con cetoxal del ARNr en subunidades 305 evita la unión de 

ARNt<12o>. En el ARNr 165 el principol nucleótido protegido es la 

Ga30, que esté cerca del extremo 5' y que se halla conservada en pro

cariontes. levaduras. Xenopus, cloroplastos de maiz y mitocondrias de 
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levadura y llllllllifero'3. l\unque este nuc:leótido no se halla cerca de la 

2ona 1400~ con la que los estudios de Otongand relacionan l~ unión de 

ARNt. en le eetructura primaria ni secundaria es posible que ambas 

%onae se hallen cercanas en la eetuctura terciaria del ARNr 16S, o bien 

que interactaen con distintas porciones del ARNt. 

En experimentos posteriores Moazed y Nollerc•e). utiliza.ron la 

misma t6cnica~ tambi6n conocida como "extensión d& cebadores" (prlJ!HJr 

eNtell8ion). para identificar sitios en el ARNr 16S que son protegidos 

por el ARNt contra la modificación qulmlca por diversos reactivoe. La 

unión de varios ARNt ( de Escherichia col i o fragmentos de éste, y de 

levadura) en el eitio P se efectuó en presencia en ausencia de ARNm. 

Se hallO protección en las 6reae alrededor de los nucleótidos 530, 796 

Y 1400. Loe patrones de protección son bb.sicamente iguales con o sin 

~lU{In y con loe varios ARNt. incluyendo un caso en el que ee us6 Unica

mente el brazo del anticod6n. 

Loe mismos autores<~30> hallaron que la unión de la ect.1na. un 

antibiOtico que impide la unión de ~RNt al sitio p<~311. protege a lae 

bases 6&•3• A?e4. C?ec y G9 a 0 de la modíficací6n por cetoxal o sulfato 

de dimetilo. Estas posiciones parecen estar próximas entre si en el ri

bos.oma. y son protegidas parcialmente contra la modificación por la 

unión del l\RNt. 

La tetraciclina, que impide la uniOn del ARNt al sitio A. protege 

la baao Aasaa. Como la base que normaltn&nte se ha hallado asociada a 

eete sitio es la c~~oo. es posible que 6sta y 14 A•ea se hallen cer

canos entre et en el rtboaom.a.. 

Un<> prueba 1>d!cion1>l. aunque Indirecta, de la posible partici

paclon de esto ARNr en la unión de ARNt la proporciona el hallazgo de 

Boehm<~~a> de que la ARNaaa P tiene una estructura secundaria similar a 
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la del ARNr 165. La ribonucleasa P es una enzima de Escherichia coli 

que participa en el procesamiento de los ARNt inmaduros. Su componente 

catalitico es una molécula de ARN de 377b llamada ARN Ml. lo que la 

hace ~iembro del grupo de las 1 lamadae ribozimas o enzimas de ARN. 

Boehm hallo que el ARN Ml tiene una homologia de entre 60 y 70% con el 

.partes del >JlNr 169 de Escherichia coli. 

BasAndose en dicha homologia. construyó un modelo de la estructura 

secundaria del ARN Ml muy similar al del ARNr 169. Este modelo con

cuerda mejor con datos de digestión con nucleasas y tiene mayor nwnero 

de bases apareadas que otros anteriores. El que estas dos moléculas de 

ARN dir:'tintas tengan: estructuras primaria y secundaria muy similares 

hace pensar que el ARNr 165 pueda compartir con el ARN M1 la propiedad 

de unirse a ARNt. 

El papel del ARNr 169 en la un16n del ARNt no es. sin embargo, in

dispensable. como lo comprobaron Krzyzosiak et al. <s.Q 3 >. colaborando 

con Ofengand. Estos investigadores sintetizaron varios ARNr 165 con mu

taciones en loa extremos 3' y 5' o en la C1400. y encontraron que eran 

incorporados en eubunidades 305 morfolOgicamente normales y capaces de 

unir ARNt en la posición correcta para su entrecruzamiento con luz ul

travioleta. En fonna inesperada el cambio de la C"""ºº por A no afecta 

la reconstitución del ribosoma. pero el cambio por G si. Estos hallaz

gos parecen indicar que la C1""ºº es m6.s importante para el ensamblaje 

del ribosoma que para la unión de ARNt. 
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Bl Unión do ominoacil-ARNt al ARNr grande~ 

Hay indicio• dll que el ARNr 238 y sus homblcgcs en 
llUCerlcntes participan en la unibn del ARNt. 
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En el ••tudio de Brow y Holler<104 > de protección centre la modi

ficación del ARN por cetoxal, las guanina• protegidas por la unión del 

lRNt. en el ARNr 239 11on 6:1?""' 61,..,.a. (6 6211121) .G~i.a.• y 6::a?1u .• Estas 

b<leea pueden participar entonce• en la unión del ARNt. 

En otro estudio. Endo y Wool' 134 ' hallaron que el ARNr 289 de hi

gado de rata probablell>8nte participa en la la unión de ARNt a riboso

mo.e. Sue afirmaciones se basan en la observación de que en ribosomas a 

lo• que ae halla unido , el ARNr 289 se halla protegido de la acción de 

la toxina .-..reina. Zeta inactiva ribosomas eucarióticoe al cortar el 

ARHr grande (289 de higado de rata y 259 de levadura) en el lado ~· de 

la secuencia 

••• AGGAAC ..• , 

que se halla cerca del extremo 3' del ARNr (poeterionnente se ha 

hallado que el sitio de corte de la a-sarcina se halla entre las bases 

El corte impide la unión del complejo 

eEF-1\l•GTP•aminoacil•ARNt a los ribosomas. La a-sarcina tamb16n corta 

el ~RHr 235 de Escherichia coli. probablemente en la secuencia 

.•. AGGA~C ...• 

pero ésto no inactiva al riboesoma.. De cualquier modo, la conservación 

evolutivo d.e le eecuencia de corte de la a-sarcina desde procariontes 

hd3~~ mom1feros. posando por levaduras (el cambio ea de sólo una base. 

1!!1Ubr·3'r'~d~ arribo) • indica que debe eer funcionalmente importante. 

Ex1el~ ~icm~s uno complementaridad entre lo secuencia 

..• GAAC ..• 
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en el ARNr grande y la secuencia 

... GT(pseudouridina) C ••• 

en el bucle IV de los ARNt procari6tieos (excepto del ARNt iniciador). 

lo que.apoya la idea de una interacción directa entre el l\RNt y el ARNr 

grande. 

El grupo de Endo ha estudiado la acción de otras toxinas que inac

tivan ribosomas eucari6ticos por otros mecanismos. Han hallado que al

gunoa como la toxina Vero 2 (producidas por cepas enterohemorrAgicas de 

El!lcherichia col il y lll toxina Shiga (producida por Shigel la 

dysant&rtae) inaetivan los ribosomas al cortar el enlace N-glicosidico 

entre ~a ribosa y ~a base en sitios eapecificos Cla A.,.3a;4} del ARNr 

289 de rata. generando un aitio ab&sico(~3u,_ Esto ocasiona algQn cam

bio en el l\RNr que inactiva al riboao!Dd al impedir la unión del 

aminoac:il-ARNt dependiente del eEF-Tu. El sitio de corte ea el mismo en 

el que la ricina corta el enlace de foefodiéster. y es contiguo al 

sitio de corte de la a-sarcina. Otras toxinas vegetales que inactivan 

ribosomas también tienen actividad de N-glicoaodasae. como la cadena m 

de le riclna. la·abrlna y la 10C1deccina. 

Varias toxinas de plantas inactivan cataliticamente a los riboso

mas eucari6tícos por el mismo mec~niemo (generación de un sitio abAsico 

en la. posición A43 ;a..a. del ARNr 285 de rata) han sido estudiadas por 

Endo y colaboradorea<~36 > son la gelonina. la saporina. la 90mordtna. y 

las proteinas antivirales de Phitolaccca mnericana <Pokeweed Antiviral 

Proteins) PAP-S. PAP y PAP-ll. 

Como una extensión de este trabajo. Stirpe et ~J.<~~7 > estudiaron 

el mecanismo de inactivaci6n de ribosomas eucari6ticos por las toxinas 

de plantas. hallando que todas ellas tienen actividad de N-gl!cosi

dasas. probablemente con la misma especificidad que lo ricina. Las pro-
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teinaa estudiadas son la tritina. la 111omordina. la sap'9-rina. el in

hibidor de cebi1di1, la dianthina. la bryodina, la dodecandrina. la 

Q•lanina. la PAP. la sapcrina b, la trlcokirina. la viscumina. la 

volkeP19ina y la cadena ca de la riel.na. 

La inactivación de los riboeomae por cortes o alteraciones cerca 

del extremo 3• por todas estas toxinas indica que eata región del ~RNr 

IJl'ande juega un papel importante en la union del aminoacil-ARNt depen

diente del eEF-Tu. 

Una fuente de apoyo para la existencia de una interacción entre el 

aminoacil-ARNt la proporcionan loe estudios de .utant .. r••i•t•r*•• a 

antib!e>ticos. 

Keoreey y Croig<s.:3eJ secuenciaron los extremos 3 1 de los 

ARNr riboeomales grandes (169) mitocondriales de lineae celulares de 

humano y de ratón resistentes al cloranfenicol. y hallaron cambios de 

una sola base (A --> T > en la posición 30 en ratón y en la posición 

96 IT --> Cl en humano. 

Blanc et ~J. han hallado también cambios de una base en la región 

3' del ARNr 169 de mitocondria de dos !!neas celulares de bumano 

(cambios de TaPtt1 a C y C293Q a A) <113> y de mitocondria de ratOn 

(ceunbio de u a c1t1:tsi>. 

Estas mutaciones se hallan casi contiguas a mutaciones en regiones 

homO!ogas del gen del ARNr 219 mitocondrial de levadura (locus rib 1), 

que proporcionan la misma resistencia. En Escherichia coli hay regiones 

homO\ogas en el ~RNr 239, las cuales parecen estar expuestas en la su

perficie del ribosoma y participar en la uniOn de las subunidades para 

formar el ribosoma 709 (Véase el capitulo Ill). También hay regiones 

homologas evolutivamente conservadas en ARNr de mitocondria de 

Pllrtimeciwn y do ctoroplastos de maiz. 
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Las mutaciones de resistencia al clora.nfenicol se agrupan en dos 

secuencias totalmente conservadas, o "cajas", una de 10 bases y otra de 

13. cerca del extremo 3 1
• Tienen una estructura secundaria comUn en los 

organi~moe en los que ae ~allan conservadas. en la que puede fonnarse 

una horquilla. 

El cloranfenicol impide la unión del extremo 3 1 del aminoacil-ARNt 

(bases CCA) c131> al riboeoma. lo que sugiere que el extremo 3' del 

ARNr grande (165 eucariótico. ARNr 235 de bacterias y ARNr 215 de mito

condria de levadura) interviene en la unión del aminoacil-ARNt. El clo

rantenicol tambien parece inhibir la actividad de transferasa de pep

tidi lo .en si misma .. independientemente de que impida la unión del ARNt. 

CU•drp 11 wtttp• dw rw•i•t•ncta al cloranf•nicgl en eJ ARNr granda da 
yarlp• orqaniwmow. 

Qotanismo Mu.t=i_Qn Coja ~~~~~~~Alll:lr__~ 

Ratón u -->e 10b 165 

A -->U 13b 

Humano u -->C 10b 165 

e -->A 13b 

u -->e 10b 

Levadura A -->e 10b 215 

G -->A 13b 

E. coli 235 
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C> papel de los ARNr 5S y 5.8S en lo uni6n del ARNt· 

E• paeibl• que la• ARNr ~B y !5.BB tambt•n 
par~lclp•n •n la unton dml aminoacil-ARNt, aunqu• 

su pap•l •• con-fu•a. 
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Lo11 ARNr !IS y !5.BS de higo.do de rato. participan en el sitio de 

uni6n de aminoo.cil-ARNt. junto con alguno.11 proteinas riboeomales. espe

cialmente L6. Esto fue comprobado por Chan ~t azc1 1•>., usando columnas 

de cromatografía de afinidad. en laa que se observó la unión de 

aminoaci 1• ARNt iniciadores y prolongadores a complejoe de ARNr 5S o 

ARNr ~.SS y proteínas ribosomalea unidos a sefaroea (seph4rose). 

El papel de estos ARNr ea confuso, pues aunque por et miemos no 

eon capaces de unir aminoacil•ARNt. son necesarios en la formación del 

11itio de union. 

Por un lado, au participación parece aer indirecta. pues requieren 

en fortn4 indispensable de proteínas riboe:omales para poder unirse a 

ARNt c140,. 

Por otro lado hay razones para pensar que los ARNr 55 procarióti

coe intervienen en forma directa en la unión de a.minoacil•ARNt prolon-

gadores. pues todos ellos tienen la secuencia 

cerca de la poaiciOn 45. que es complementaria a 

... GTCpseudouridina}CG ... 

en el bucle IV (brozo comUn). de todos los ARNt procarióticos< 141*14 2>. 

Lo mismo sucede con los ARNr 5.SS eucarióticos. Una prueba m~s directa 

de quo esta inleracción es importante es el hecho de que el oligonu-

cleOtido 

... TCpseudouridina}CG ••• 
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puede inhibir la unión de ARNt, aunque se requieren altas concen

traciones para observar el efecto< 1"":s·1. 

Meier et al. <37,, hallaron que al introducir mutaciones en el 

ARNr 5.9 de EschtJrichia coli, en las posiciones 41, 66 y 103, disminuye 

la union de ARNt a ribosomas programados con poli-U. Esto, claro puede 

deberse a un efecto indirecto de la mutación en la estructrua del ribo

soma, y no a una alteración de una interacción directa entre el ARNt y 

el ARNr 5S. 

En experimentos realizados por el grupo de Nierhaus<1""4>, se halló 

que el ARNr 59 estaba muy relacionado con la actividad de transferasa 

de pep~idilo, ya qu~.aunque no era indispensable. si estimulaba fuerte

mente la reconstitución de esta actividad en ribosomas de Escherichia 

colJ. 

Sin embargo el grupo de Pace comprobó, usando AnNr 55 de 

Escherichia coli en los que la secuencia 

.•. CGAA ... 

estaba ausente, que ésta no es indispensable para la síntesis de pro

teínas usando ARNm artificial<143> o natura1cee1. El Unico efecto de la 

falta de la secuencia es una disminución de la velocidad de la s1nte

sis. Debe también recordarse que también ee ha propuesto que la misma 

secuencia en el ARNt interactUa con el ARNr grande de procariontes y 

eucariontes (Véase la sección anterior). 

Mas recientemente. el grupo de Erdmann< 14e> estudió la unión del 

oligonucle6tido d(GTTCGG) al ARNr 5S. a complejos del ARNr 5S con pro

teinae. a las subunidades 305 y 50$ y a ribosomas 70$ no-programados 

(i.e. sin ARNm) de Escherichia coli y de Ba.cillus stearothermophilus. 
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Hallaron que el oligonucleótido, que es considerado como un andlogo de 

la secuencia 

... GT(peeudouridina)CG ...• 

ee une solamente con el ~RNr 59 aislado. Los autores concluyen que 

la interacción propuesta entre el ARNt y el ARNr ~$ no ocurre en los 

rlboeOIDllB procarloticoe. 

Lee y Traut ceo> reportaron que el 1'RNr 5. 89 de levadura ee une a 

las proteinae L19, L31 y L33, lae cuale!I han sido inplicadae en los 

eltioe A y P. y proponen que éeto puede ser indicativo de una partici

paciOn del ARNr 5:es en la unicn de los ARNt. 

~ei_ no es posible e.Un afirmar que una interacción directa entre 

el ARNr 59 procariOtico o el ARNr 5.85 eucariOtico y los ARNt tenga una 

tuneion real en la sintesis de proteinas. 

Los ARNr 59 eucarióticos tienen la eec·Jencia 

, .. GAUC ... 

que es complementaria a 

... GAUC ... 

que se halla en el bucle IV de los ARNt iniciadores eucariOticos< 134>, 

lo que hace pensar que pueden intervenir en la iniciación. 

3 Iransteraea de peptidilo· 

Todo• lo• ARNr int•rvi•nen, dir•cta o 
indir•ctam•nt•, •n la ~unciOn •••ncial ct.1 

rlbasoma. 

La tran~ferasa de peptidilo Cpeptidil transferasa) es la actividad 

enzim~tica del ribosoma responsable de la transferencia del grupo pep

t idi lo dP.1 peptidil•ARNt en el sitio~ al aminoacil·ARNt en el sitio A. 

es decir. la formación del nuevo enlace pept1dico. Los estudios que se 
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han hecho para tratar de identificar a uno de los componentes del ribo

soma con esta actividad. es decir. la bUsqueda de 1& transferasa de 

peptidilo. han sido infructuosos. Es posible afirmar que la transferasa 

de pep~idilo no ea resultado de uno solo de los componentes del ribo

eoma, sino que se requiere de la conjunción del varios de ellos para 

tener esa función. 

No obstante. ee ha logrado identificar a varios componentes del 

ribosoma (entre los que destaca el ARNr 239 de Escherichia coli) que 

estAn relacionados con esta actividad. 

La poeibilidad de ·que el ARNr catalice la formación del enlace 

peptid~co ha sido destacada por Garret y Wooleyc~4e 1 • quienes proponen 

un mecanismo de reacción. En éste. los grupos fosfato del extremo 5' de 

los Acidos nucleicos catalizan la reacción de ataque nucleofilico del 

grupo amino del e.mino4cido entrante sobre la unión entre el grupj car

boxilo del peptidilo y el ARNt. El extremo 5' dal ARNT 5S se halla en 

la protuberancia central de la subunidad grande. sitio en el que se ha 

localizado la actividad de transferasa de peptidilo. En ésta posición 

se halla en posibilidad de participar en el mecanismo propuesto por 

Garret y Wooley. 

Para identificar directamente qué partes de los ARNr intervienen 

en esta actividad. se han usado estrategias que pueden agruparse en 

tres categorias: A) los métodos de marcaje por afinidad. B) la identi

fic~ciOn de mutantes resistentes a antibióticos. y C) los métodos de 

reconstitución. 
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A.Lhr.t..i.c.igW_6o del ABNr gronde....t 

El ARNr 239 •• un component• indispansabl• para la 
actividad da tran•f•r••• da peptidilo Cpeptidil 

t.ransferasa>. 

112 

ll Evidencias de la participaciOn del ARNr grande: .. rcaJ• 
par afinidad. 

La pura.ic:•na es un anAlogo del aminoacil• ARNt. que se une al 

sitio A del ribosoma. Inhibe la einteaie de proteinas debido a que par

ticipa en la reacción de transferencia del peptidilo. pasa al sitio P 

en forma de peptidil•puromicina. y se desprende del ribosoma. evitando 

ae1 que contin~e la prolongación de la proteína. 

El marcaje por afinidad. utilizando derivados de la puramicina con 

grupos cntrecruzantea. ha permitido establecer que el ARNr 239 parti

cipa en el sitio en que el extremo 3' del ARNt se une al ribosoma. ea 

decir. en el sitio de la transferasa de peptidilo. 

Al usar un derivado de la puromicina unido a los sitios A o P. 

Greenwell et al .<1~7 > hallaron entrecruzamiento especifico con el 

ARNr 239 de Escherichia coli. El cloranf•nicol~ antibiótico que inhibe 

la transferasa de peptidilo al unirse al sitio A. impide el entrecruza

miento. 

Otro derivado de la puromicina fué usado por Hall et al.< 145 > en 

experimentos en los que los sitios de entrecruzamiento fueron localiza-

dos por extensión de cebadores. Las bases entrecruzadas son la 62002 y 

la U20 ~ 4 • que se hallan en el bucle central del dominio V del modelo 

de la e9tructura secundaria del ARNr 235. Este grupo también halló en

trecruzamiento con varias proteinae riboeomalea. 

Otroa investigadores como Barta y Kuechler< 14•l han utilizado 

derivados do aminoacil•ARNt con grupos entrecruzantes en el aminoAcido 

para identificar sitios del ARNr 239 involucrados en la transferasa de 
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peptidi lo. Comprobaron que las bases U-ar:st:t4 y U2oe1:5 del ARNr 23S de 

Escherichia coli son entrecruza.das ell J\RNt modificado. En otro tra-

baJo<~•g.~00 >~ el mismo grupo halló que los sitios de entrecruzamiento 

son d.istintos si el ARNt modificado se halla unido al sitio A 

(nuclebtidos U2oe4 y Uaeoa) o al sitio P Cnucle6tidos Aa4~1 y Ca4eal, 

aparte de dos sitios en el fragmento 

••• 2no3AUGU 2csoi& ••• 

que son entrecruzados en forma débi 1 desde cualquiera de los dos 

sitios. Estos sitios en el ARNr 235 se hallan en el bucle central del 

dominio V de la estructura secundarja. 

Hall et al. <'-º.1 ' hicieron experimentos símil ares y hollaron entre-

cruzamiento del ARNt en los sitios A y P con la región del ARNr 235 en

tre las bases 244~ y 2668. 

Todos estos sitios de entrecruzamiento se hallan en el dominio V 

del modelo de le: estr-u·::tu:ta secundaria del ARNr 235 .... especialmente en 

el bucle central de este dominio. Esta región se halla muy conservada 

en eubacterias. mitocondrias, cloroplastos y eucarlontes. Adem~s. 

varias mutaciones de resistencia a antibióticos que inhiben la activi

dad de transferaaa de peptidilo. como la eritromicina y el cloranfeni

col~ se han mapeado en esa zona del ARNr 23S. 

Todo esto indica que: a) la función de la región central del do

minio V del ARNr 235 es importante en el ribosoma. y b) esta: región 

forma parte del llamado ncentrc de transTerasa de peptidilo". 

~s~ lo participación del ARNr grande·. 
resistencia-ª---antibi6ticgs 

Existe una gran cantidad de antibióticos que interfieren con las 

funciones del ribosoma. En varios casos, se ha logrado definir en qué 
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fa8e de 1 a s:fntesis de proteínas se da esta interferencia y se han 

identificado nucleótidoa eapecificos en los ARNr que al ser mutados 

proporcionan resistencia a los antibióticos. Estos hallazgos han sido 

interpretados como evidencie de le perticipeción (directa o indirecta) 

de Jos ARNr en las funciones ribosomales con las que interfiere eJ 

ontibiótico. 

A)_Mytaotes resistentes a la eritromicioa; 

Lo •ritrC111icina es un antibiótico del grupo de los .. cr~lido• que. 

ademas de tener efectos inhibitorios de la unión de las subunidades ri

bosoma les en la iniciación. afecta fuertemente la actividad de trans

terasa de peptidilo en ribosomas procarióticosc3 1 >. Como en el caso del 

cla~•n~•ntcol. esta jnhibiciOn ae debe tanto a un efecto intrinseco so

bre la actividad cata11tica de formación del enlace pept1dico como a 

una inhibición de la unión del aminoQcil-ARNt. Este doble mecanismo se 

explica porque el antibiOtico se une al sitio en la subunidad 60S en el 

que so localiza la actividad de transferasa de peptidilo. y estorba la 

union del ARNt a la vez que afecta la conformación del sitio 

C1151tal itico. 

En 1902. Sor y Fukuhara<~ea> localizaron y secuenciaron dos muta

ciones de resi~tencia a la eritromicina que habían sido previamente ma

pcadas en el gen del ARNr 21S mitocondrial de Saccaromyces cerevisiae. 

on el Jocus 1 lamado rib 3. Para la localización precisa utilizaron 

mapeo do Ja mutación usando mutantes deficientes en respiración (rho-. 

tambiOn llamadas petite) en las que fragmentos del J\DN mitocondrial se 

en~uP.ntran repetido varias veces. mientras que el resto se ha perdido. 

En ombos casos hallaron el mismo cambio. A1 Go1--)G. Hallaron que la. 
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secuencia de nucleótidos en la región de la mutación se encuentra muy 

conservada evolutivamente, lo cual sugiere que ea funcionalmente impor

tante. 

Otro locus en el que se han localizado mutaciones de resistencia a 

erltromlclna y eapir .. 1cina (otro antibiótico de grupo de los macróli

dos. junto con la eritromicinal en el gen del ~llNr 21S mitocondrial de 

levadura. llamado rib 2. también ha sido cara.eterizado por Sor y 

Fukuharac1e3 >. Utilizando mapeo con mutantes petite. localizaron y se

cuenciaron dos mutaciones en ese locus. Una de ellas. que resulta del 

cambio de la c~•33 por G. proporciona resistencia a la eritromicina y 

a la e~piramicina. ~~ otra sólo da resistencia a la espiramicina. y re

eulta del cambio de la misma base C3•a3 por T. La secuencia correspon

diente al locus rib 2 tambi&n ee halla conservada evolutivamente. 

Comparando las secuencias de regiones homólogas de varios organis

moe. hallaron que en aquetlos en los que se halla. un4 adenina CA> en 

el sitio equivalente al 1951 (locus rib 3J y una C en el sitio equiva

lente al 3993 del ARNr 21S (Joeus rib 2). los ribosomas son sensibles a 

la eri tromicina~ mientras que en aquel los que tienen una 6 en rib 3 y 

una T en rib 2 son resistentes: 
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J:GlA_2.L.l:RmJ>Ar:AC iCn...dL.l~bU.l..dAd !! la •rU.r:llJlli~ 

JUJtlr~v•rio• ARNr• 

hl;;yllDtla RuJ~ 
Drqentwm ""' rib 2 •rttrg. ••pie• 

1 &ch&richia GAC66 A AA6AC ... GGTC C CTATCTGC s s 
col i P!l§lClll!: "2053 2619" 

•Mitocondria de &ACGG A AAGAC ... GGTC C CTATCTGT s s 
Paramecium "1553 2569" 

•Mitocondria de --------- ... &GTC C ATATCCGN s s 

CJamydomom•" ?" 

1 Cloroplaeto de GACGG A AAGAC ... GGTC C ATATCTGG 

rnaiz "2147 2714" 

1Cloroplosto de GACAG A AAGAC ... GGTC C ATATCCGG 

tabaco "2062 2631" 

1Mitocondria de 

levadurai GACGG A AAGAC ... GGTT C CTATCTGC s s 
Csi lveetre) "1946 4001" 

1Mitocondria de 6ACGG G AAGAC ... --------- R ? 

levaduracmutante) "1946 

1Mitocondria de AACGA G AAGAC ... GGTT T CTATCTTC (R) 

Aspcrgi 1 J us "1907 4299" 

1Mitocondria GACGA G AAGAC ... GGTT T CTATCTAC (R) 

humo.na "1046 1436" 

1Mitocondria de GACGA G AAGAG ... GGTT T CTATCTAT R 

raton/rata "1060 1457" 

•Citoplasma de GCAAA G AAGAC ... AGTT J TACCCTAC R R 

lev.:idura "2393 2965" 
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Tanto los locj rib 2 y rib 3 como el rjb 1 (en el que se localizan 

mutaciones de resistencia al cloran~aniccl en levadura) se hallan en el 

dominio V del modelo de la estructura secundaria del ARNr 215 (que es 

hom6lo~a a la del ARNr 239 de Escherichia coli). Los tres Joci se ha-

1 lan situados en el bucle central del dominio V. La estructura y frag

mentos de la secuencia de esta región se hallan muy conservados evolu

tivamente. La cercanía entre los sitios de resistencia a estos an

tibióticos es consistente con el hecho de que la unión del cloranfeni

col al riboeoma impide la unión de la eritromicina y viceversa. 

Otra prueba de la intervención del bucle central del dominio V del 

ARNr gr:ande (véase la figura lO)es el hallazgo de Skinner et al. < 1 ~~> 

del mecanismo de resistencia a la eritromicina del organismo que la 

produce. Streptomyces erythraeus. Este organismo es resistente ademAs a 

otros macrólidos. lincomicina y estreptograminas B. y es~a resistencia 

parece deberse a la m•¡,tílaciOn de una adenina en el ARNr 23S. 

En Staphylococcus aureus la eritromícina puede inducir un fenotipo 

idéntico, manifestado por la meti !ación de adeninas en el ARNr 23S. 

Skinner y colaboradores hallaron que una metilasa especifica modifica 

una adenina (subrayada abajo) en S. erythraeus. produciendo 

Ne,Ne-dimetiladenina, dentro de la secuencia 

., .••• ªAAG.,. ,. .. 

La adenina modificada corresponde a la r,:ioee en el bucle central 

del dominio V de la estructura secundaria del ARNr 23S de Escherichia 

coli. 

Gauthier et al. cuse> localizaron una mutación de resistencia d la 

eritromicina en el ARNr grande del cloroplasto de Chldmydomonas 

moewusii, que resulta del cambio de la citosina equivalente a la C:ie1~ 
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del ARNr 239 de Escherichia colj por G, dentro del locus rib 2 en el 

bucle central del dominio V. 

:b} Mutantes reeiatentoe al cloronfenicol• 

Ettayebi et a1.c1ne> hallaron en 1985 en Escherich2a coli que dos 

mutaciones de resistencia al cloranfenicol también mapean en el bucle 

central del dominio V del ARNr 235. Los estudios de mutaciones en los 

genes de loe ARNr en Escherichia coli son difJciles. puesto que dichos 

genes de hallan presentes en mOltiples copias (a diferencia del genoma 

mitocondrial de levadura, en el que sOlo hay una copia de estos genes). 

En eete estudio se utilizó el operOn rrn B clonado. en un pl6smido en 

un plaemido que se halla en muchas copias dentro de cada célula. El nu

cleótido alterado en ambos casos es la 620~7. que cambió a A. 

~~ntes a la onisomicina; 

La ani•omtctna es un antibiótico que afecta sólo a ribosomas eu

cariOt icos. Interfiere con la unión del extremo CCA del aminoacil-ARNt 

al centro de la trdnsferasa de peptidilo, y ademas inhibe directamente 

lo actividad catalítica (formación del enlace peptidico)<131>, Hummel y 

B~ck'~º•' estudiaron mutantes resistentes a la anisomicina de las 

halobocterias Halobacterium halobium y Halobacteriwn cutirubrum. Este 

grupo de ar-quecbact•ria•. junto con los me'tanógenae. son normalmente 

afectados por la onieomicina y otros antibióticos que interfieren con 

la tranaferaea de peptidilo pero que en general no afectan a ribosomae 

705 bacterianos. Esto ee ha tomado como base para afinnar que el centro 
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de transferasa de peptidilo de los ribosomas 70S de las arqueobacterias 

es similar al de los ribosomas SOS de los eucariontes. 

Estos investigadores hallaron que todas las mutantes que aislaron 

caian c;tentro de una de tres clases: una de ellas.· con poca resistencia 

al antibiótico. resulta del cambio de la A347 2 por C. La segunda. con 

una resistencia media. se debe al cambio Ga 4 e•-->C. La tercera 

clase. con alta resistencia a la anisomicina. resulta del cambio 

Ca47:i.-->U. Estas tres posiciones se hallan en el bucle central del 

dominio V de la estructura secundaria del ARNr 239. lo que una vez mAs. 

indica la importancia de esta región para la actividad de transferasa 

de pept.idi lo. 

Otros antibióticos que inhiben la actividad de transferasa de pep

tidi lo y para los que han hallado mutaciones de resistencia en el gen 

del ARNr 239 son la lincas .. tda Cmacrólido) y las •estrmpt09F'&mtna• 

8<131). 

El dominio II de la estructura secundaria del ARNr 235 (véase la 

figura 7) también parece intervenir en la actividad de transferasa de 

peptidilo; Douthwaite et al. o .. es 7 > localizaron en Escherichia coli una 

rnutaciOn de resistencia débil a la eritromicina en ese dominio. consis

tente en la pérdida de las bases 1219 a 1230. Aunque esta región no 

estA conservada evolutivamente. los autores citan evidencia de interac

ciones entre el dominio II y el V. obtenidas por entrecruzamiento. 

EasAndose en esto. proponen que hay una interacción funcional entre es

tos dos dominios. que puede ser importante en la actividad del centro 

de transferasa de peptidilo. 

Debido a que tanta evidencia indirecta seftala que el bucle central 

del dominio V del ARNr grande interviene en la actividad de formación 
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del enlace pept1dico. este bucle ha llegado o ser conocido como el 

"bucl• dm la i:.ran•-f•r••• de pmpt.idilo"< 1 1!:1e1. 

31 Eyidoncio= de lo participoqi6n del ARNr grande• m6todos 
d.!:L_~stituci6n. 

El marcaje por afinidad permite identificar componentes que estén 

en el centro activo de la transferasa de peptidilo o muy cerca de éste. 

pero que no necesariamente participan en la actividad. Los m6todos de 

reconstitucion. en cambio. identifican a componentes entre loe que for

zosamente se hallan los i-esponsables de la actividad. ya sea en forma 

directa o indirecta (por ejemplo. permitiendo la unión o la conforma-

ciOn correcta de otro componente que participe directamente en la ac-

tividad catalit!caJ. 

El grupo de Nierhaus< 1 44> logró idontjficar 9 componentes del ri-

bosoma que son eoenciales para la reconstitución de la actividad de 

tranaferasa de peptidi lo en ribosomas de Escherichia col i. Estos in-

cluyen a B protelnas de la subunidad 505 y al ARNr 235. 

Con el desarrollo de los métodos de ADN recombinante ha sido posi

ble hacer experimentos de reconstitución utilizando moléculas de 

~RNr con mutaciones especificas. y observar el efecto de éstas sobre 

las actividades del ribosoma. Veater y Garretc:a.eg> utilizaron la mu-

tageonosis dirigida por ol igonuc l eótidos para obtener ARNr 239 con los 

aiguientes cambios. todos ellos en nucleótidos universalmente conserva-

dos y adyacentes a eitios relacionados con resistencia al cloranfenicol 
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Figura 10: 
Bucle de la transf eras a de 
peptidilo en el dominio V del 

ARNr grande. 

120b 
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en mitocond~iaa (v~anse las secciones anteriores): 

Aao•o-> C 

A:1 • .,o---> e 
62.,0.---> A 

Aaeo:a-> C 

121 

Las dos primeras mutaciones son letales para las c~lulas. Los ARNr 

mutados eon incorporados en las eubunidades SOS. pero la capacidad de 

aeociacion de 6etas con las subunidades 309 disminuye considerable

mente. Lae otras dos mutaciones Cpoeiciones 2502 y 2503) se incorporan 

a las subunidades ~OS y forman ribosomas activos, pero las c6lulas cre

cen mas lentamente que las normales. La mutación de la Aaeo3 por e 
hab1a sido identificada como la responsable de un fenotipo de- resisten

cia al clóranfenicol. lo cual tué confirmado en este eetudio. La mu

tación de la 6 2 "ºª no alteró la sensibilidad a. dicho antibiótico. 

Este trabajo evidencia la importancia de tres nucleótidoe que implica

dos (o adyacentes a otros que lo han sido) en la transferaea de pep

tidi lo por mercaje por afinidad (véase la sección anterior): A a 4 co. 

G:a~o:ii y Aou10:1. pues al ser cambiados. loa ribosomas muestran graves 

alteraciones. 

Todas estas evidencias, junto con los hallazgos de marcaje por 

afinidad. asegura que el ARNr 23S es un componente indiepensable de la 

trana!erasa de peptfdilo. aunque a~n no se sepa exactamente si su papel 

en esta actividad ee realmente catalJtico. 

~~-~~--··-~~~~---

Ha habido reportes de reconstitución de ribosomas sin el ARNr 5$ 

que no presentan actividad de transferasa de peptidi lo ni unión del 

complejo ternario am!noaciJ-ARNt·EF-Tu•GTP (citados en le ret. 160). 
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pero es dificil precisar si la falta de actividad enzimAtica es un 

efecto secundario de la falta de unión del aminoacil-ARNt. ·o una indi-

caci6n de un posible papel del ARNr 59 en el centro de transferasa de 

peptidilo. 

B> lfyidangioo 4o lo porticjpoc16n del !RNr chjco 

El ARNr chico tambi•n participa iOIPDrtant..,.nt• 
la tran.~•r••• d• peptidllo. 

La evidencia que apoya la participación del ARNr chico en la for

mación del enlace paptidico proviene principalmente de estudios de mu-

tantea .resistentes a. antibióticos como la paromomicina y la higromi

cina, la estreptomicina y otros aminoglicOsidos. y de experimentos de 

protección centro la modificaciOn quimica. 

La parOl9D•icina y la higromlclna son dos aainogltcbslC:SO. que. al 

igual que la .. treptoalcina afectan el reconocimiento de los codones en 

el centro de la transferaea de peptidilo. causando errores en la tra-

duccion<13i.>. 

Moazed y Noller<130> han detectado que la base Gi.494 del ARNr 169 

de Escherichja col i es protegida por la modificación qu1mica por la 

uniOn de la higromicina a la subunidad 309. Este sitio se halla cerca 

de la U 194~. la cual al mutar a C proporciona resistencia a la hi-

gromicina. 

9pangler y Blackburn< 1 e1 > identificaron dos mutaciones de re-

sistencia o. la higromicina y a la paromomicina en el ~RNrl7S de 

Tetrahymena thermophj la. Tanto la mutación de resistencia a la paro-

momicina (6 170-r--->Al como la de resistencia a la higromicina 

<Ui.?11-->Cl se hallan en regiones conservadas evolutivamente en el 

dominio 3' menor del 1'RNr. La primera se localiza en la base de la 
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horquilla mayor de este dominio, por lo que es posible que la mutación 

la desestabilice (en levadura se localizó una mutación en la base com

plementaria en la horquilla. que produce el mismo fenotipo). La mu

taciOn de resistencia la la higromicina se halla en una base no

apareada cerca de la base de·1a horquilla mayor. Esta evidencia sugiere 

la participación de esta región del l\RNr chico en la corrección de 

errores en la traduccion. 

La -t.r•ptomlclna es una antibiótico del grupo de los 

.. t.noQllctlstdas. Interfiere con la transferasa de peptidilo en forma. 

indirecta al impedir la unión del ARNt, y también directanlente. al

tdrando el reconocimiento de los codones y causando errores en la tra

dueci6n<s.:u.,. Este ó.ltimo efecto porbablemonte se debe mas a una al

teración en el mecanismo de corrección. 

Montandon st al. cs.o:n estudiaron el efecto de. un cambio de base en 

el ~RNr l6S de Escherichia coli en la reaiutencia a la estreptomicina. 

Partieron del hecho de que en mutantes cloropl&sticos de Euglena 

gr.icilis resistentes al antibiótico. detectaron un cambio de la Ce7 e 

por T en el gen del ARNr 169 del cloroplasto. Este hecho es de por ei 

interesante. ya que las mutaciones de resistencia a estreptomicina en 

Escherichia coli se han relacionado con la proteina 512. no con el 

ARNr. La .Co?e es equivi:tlente en la estructura secundaria a la Cgi.:a 

del ARNr 169 de e. coli. as1 que los autores cambiaron esta base por T 

y Vieron los efectos in vivo en E. coli. Hallaron que las mutantes asi 

conotruldno son resistentes a la estreptomicina. La base mutada se 

halla en una region del dominio central del ARNr 169, conservada en eu

bacterias. cloroplastos y mitocondrias. en la base de una hélice corta. 

~u1~~ c~td mutaciOn ~Itero la hélice. impidiendo que la estreptomicina 

afecte el mecanismo de correcciOn. 
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Etzold y colaboradores<1<13) estudiaron una mutante de Nicotiana 

tabacum (tabaco) resistente a la estreptomicina. La mutación hab1a sido 

previamente localizada en el qenoma cloropldstico, y se habia mostrado 

que disminuye la afinid4d del antibiótico por la subunidad 309. Basan

doee en la mutación de resistencia que habia a ido local izada por 

Montandon et al. en la Coi.a de E. gracilis. buscaron una mutación 

similar en el sitio correspondiente en el cloroplasto de tabaco. La mu

tación que hallaron (un cambio de la c~6o por A) tiene el mismo efecto 

que habia sido hallado en Euglena: desestabiliza aproximadamente en un 

35% una h6lice del dominio central del Arulr grande. En cloroplasto de 

tabaco# el gen del ARNr 165 se halla en dos copias; ambas presentaron 

la misma mutaciOn. Resultados equivalentes han sido obtenidos por Fromn 

et al. 1 ••7 ) 

Estos dos c2soa no demuestran conclusivamente la participación del 

ARNr en la transferasa de peptidilo. ya que el cambio de la base podr1a 

alterar la unión de una proteína ribosomal que sea la que i_ntervenga en 

la actividad catalitica. 

Gauthier et al.<~~~ 1 localizaron una mutación de resistencia a la 

estreptomicina en el gen del ARN:r chico del cloroplasto de 

Chlamydomonas eugametos. La mutación, que cambia la adenina equivalente 

a l~ A~~3 del A"RNr 165 de Escherichi4 coli por C. se halla en un bucle 

del dominio 5'. La prote1na S4. que ha sido implicQda en la respuesta 

al antibiótico. se une a este mismo bucle. Otra;s mutaciones de re-

sisteneia a la estreptomicina han sido localizadas en Chl amydomon~s 

rejnhardtii en las bases A.t.1v1 y G11si3. en el dominio 3' mayor del 

mismo 1'.RNr. 

Moazed y Noller<1.3o) localizaron. por experimentos de protección 

de la modífic:acibn por cetoxal o sulfato de dirnetilo. que la.s b~ses 
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A•1 3 -9 1 o. U911 y C91 a son protegidas por antibióticos que interfieren 

con la actividad de transteraea de peptidilo. Esto sugiere una vez mas 

que esta Ultima base y las que la rodean intervienen en la dicha ac

tividad. La región alrededor de la base 915 ha sido implicada en la 

correccion (proofr~ading). 

Otros aminoglicósidos gentamlcln., 

kanaatcinll) que tienen efectos on6logoe a los de la estreptomicina pro

tegieron las baees Ai,.oo. y Ga. 4 ••· So han localizado sitios de re

sistencia a estos antibióticos en las baees 1401 y 1491. muy cercanae a 

las protegidae. 

~nci6o dol ~BNr en la tronelocayi6n• 

El ARNr chica ~onitoraa la con•ervacl6n del marco 
de lectura ccrr•cta durante •1 avance del ARNm •n 

la tranalocac16n. 

Durante la translocaciOn. el ARNt desc4rgado que queda en el sitio 

P es expulsado del ribosoma. al tiempo que el nuevo peptidil-ARNt del 

sitio A pasa al P y el ARNm es desplazado un cod6n (todo esto requiere 

de la unión del EF-Tu y la hidrólisis de una molécula de GTP; véase el 

cdpituloIJ. 

En 1987-88 han surgido ciertas indicaciones de que el ARNr chico 

puede !Jcr responsable del avance del ARNm y de la conservación del 

marco de lectura correcto. es decir. de que el avance del ARNm sea de 

tre9 en tres bases. 

Burma et ~J.< 6d> propusieron un modelo en el que el ARNr 235 par

ticipll ttctivamentc en la translocación por medio de cambios conforma-

cionoles, inducidos por la unión de G,TP 6 GDP(Vé<>se el c<>pitulo IIJ. 
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Moazed y Noller<13 0> localizaron algunas bases en el ARNr 16S que 

son protegidas de la modificación con cetoxal o sulfato de dimetilo por 

la 11•pectinoraicina. un aminoglicósido que inhibe la traslocaci6n<1::11>·. 

Las baSes protegidas, C1oe3 y 61oe4 • se hallan apareadas en la estruc

tura secundaria con un sitio en el q~e se han locali2ado mutaciones de 

resistencia al mismo antibiótico (Cl.1 9 2). Esto parece implicar a esta 

región del ARNr 169 en la tran~locaci6n. 

Tritonovc1e4 > observó que existen algunos ARNm que son siempre 

traducidos con un cambio de marco a la mitad de la lectura (i.e. tienen 

una mutación "normal 11 de cambio de fase). por ejemplo el gen RF-2 de 

Escheri.chia coli. y propuso que loa ARNm deben tener de alguna manera 

codificada la información que controla el marco de lectura correcto .. 

por ejemplo con una senal cada tres bases. Norrnalrnente se acepta q~e el 

marco de 1 ectura correcto queda determinado por la. uni.?n de 1 AR~i:-n a la 

subunidad pequerta. con ayuda de la interacción codón-anticodón y del 

reconocimiento de la secuencia Shine-Dalgarno io de su equivalente y de 

la capucha (cap) en eucariontesl. Sin embargo. algunos andlisis habían 

sugerido desde tiempo atras una posible regularidad con una periodici

dad de tres bases en ARNm de diversas especies .. e.g. la preferencia de 

codones que comienzan con G. 

Trifonov analizó las secuencias de 1.030 ARNm de 130 especies .. in

cluyendo animales. plantas. hongos# bacterias. organelos. virus. pl6s

midos y transposones. Halló una marcada preferencia de la presencia de 

G en la primera posición (se halla en el 35% de los codones. contra el 

25% que se esperaría por azar). y una tendencia a evitar G en la se

gunda posición (se halla en sólo el 18% de los codones) y propone que 

este patron (G-noG-N) n es el portador del "código de marco de traduc

ción" (Translation frdming code). De este modo. el marco correcto es 
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aqu61 que tiene el mayor nómero de G en la primera posición. Algunas 

evidencias que presenta en apoyo de su hipótesis son lae siguientes: 

1 El patrón s6lo se halla en eecuencias codificadoras (no 

en las secuencias anteriores al cod6n de iniciación. ni 

en las posteriores al de terminación) 

• En cuatro c1u1os concretos de mutaciones por cambio del 

marco de lectura, el patrón cesa inmediatamente antes 

del sitio de la mutación, y reaparece inmendiatamente 

despuea del mismo. en tase con el nuevo marco de lec-

tur ... 

• Esta ültjmd caracteriatica es aun mas acusada en el caso 

del l\RNm RF-2 de E.coli, lo que puede explic.,r que .,.,., 

siempre traducido con una mutación de cambio de tase. 

Tritonov supone que el ARNr 165 da la molécula responsable de mon-

itoreor la conservación del marco correcto de lectura. con base en la 

regularidad del ARNm. Al buscar secuencias con C distrubu1das regular-

mente cada tres boses en el ARNr 16S y que no formen hélices en la es

trucura secundaria. halla las tres siguientes: 

(LAS BASES EN LETRA MAS GRANDE Y SUBRAYADAS SON LAS QUE PUEDEN 
APAREARSE CON LA SE!IALES PROPUESTAS DEL ARNm) 

, ••01?GC~AG.t:;AGJ:;CGJ;;GGUAAU034,,, 

••• ,., •• GUACACAC.CGCJ;;CGUCA14oe•. , 

• , , ,.,.,oGAUt::AC.CUC.CUUA., · -10-u • , , 

(esta última es la secuencia Shine-Dalgarno. 
la cual se une al ARNm ) 

Segun el modelo de Tritonov, estas tres secuencias del l\RNr 169 

interactóon con la.e G espaciadas re;gularmente del ARNm. monitoreando 
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asi la conservación del marco de lectura correcto durante el avance del 

ARNm. 

Ribo soma 

'Fipra 11: · Monitoreo del marco de 
lecUira por el ARNr 16S. 

Hay evidencia m6s experimental que apoya directa o indirectamente 

la participación del ARNr chico en la conservación del marco de lec

tura. Por un lado. Weiss-Brummer et al. <11:10 > han comprobado que un 

fenotipo que proporciona supresión parcial de mutaciones por cambio de 

marco de 1 ectura C 1 e~ky frameshi ft suppressor) en 1 evadura rnapea en e 1 

gen del ARNr 155 (equivalente al ARNr 165 de Escherichia coli). Esto 

fU$ comprobado mapeando por cruzas con cepas petite Crho-) y por anAli

sia de frecuencias de recombinación. Aunque posteriormente se encontró 

que al menos dos factores nucleares adicionales son necesarios pan1 la. 

expresion del fenotipo de supresión parcia1<1se>, el trabajo de estos 

autores establece claramente que el ARNr chico juega un papel en la 

lectura en fase correcta del ARNrn. ya que el fenotipo de supresión par-
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cial requiere que el ARNm avance 4 nucle6tidos en vez de tres en el 

eitio de la mutaciOn de aupresi6n. 

Por otro lado .. Stiege et al.<••> entrecruzaron poli-U o poli-A 

con el ARNr 169 por medio de luz ultravioleta. Aislando y secuenciando 

el fragmento entrecruzado. hallaron que comprende la secuencia 

... 13e4ACACAC~3••••• 

la cual coincide con uno de los sitios postulados por Trifonov para in

terac16n entre el ARNm y el ARNr 16S. 

Es e 1 aro. entonces. que todos estos hechos prestan apoyo directo 

al papel del ARNr chico en el avance en fase d~l ARNm durante la fase 

do prolongaciOn. 



CA.F'.ITVLO V 

PARTICIPACION DE LOS ARNr EN.OTRAS FUNCIONES DEL RIBOSOMA. 

Aparte de su participación en la estructura y el ensamblaje de los 

riboeomas y en las etapas de iniciación y de prolongación en la sínte

sis de proteínas. los ARNr parecen participar en otros procesos como 

son la terminación de la traducción y la translocación _cotraduccional 

de proteinas a través de membranas. 

'earticipaci6n.de lge ARNr an la tennjnacibn de la trad~ 

El ARNr 168 par•c• participar en el reconocimiento 
de la• cadarwa dlt t•rminacton. 

La terminación es la .fase menos estudiada de lo _s1ntesis do pro

teínas (Véase el capitulo l). Posiblemente debido a ésto. hay poca evi

dencia de que los ARNr participen en esta etapa. 

Shine y Dalgarno. en su articulo original' 7 ª,. propusieron CademAs 

de la interacción entre el ARNm y el ARNr 165) que la secuencia UUAoH-

del ARNr 165 de Escherichia. col i interviene en la terminación. ya 

que puede aparearse con los codones de terminación del ARNm. La secuen-

cia UUA en el extremo 3' se halla muy conservada en procariontes y e1.1-

cariontes. 

El apareamiento de UUAoH-3º con los codones de terminación UAA y 

UAG (con balanceo en la tercera base en el Ultimo caso). UGA también 

podria ser reconocido si hay balanceo en la segunda posición. con lo 

que sólo se aparearian la primera y la tercera bases. 
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Dentro de este modelo. Ja supresl ':n de mutaciones de terminación 

CnonsP.nse>) se deberia a una competenc!a entre el anticodOn del ARNt 

eupreaor Cque ea capaz de aparearse con un cod6n de terminación) y la 

secuencia UUAaH-:s· del ARNr llSS. Esta interesante predicción propor

ciona una rute de experimentación que permitiria comprobar si la 

propoeiciOn •• correcta. Finalmente, Shine y Dalgarno augirieron que el 

apareamiento del cod6n de terminación y el APNr 16S podr1a aer la senal 

para la uniOn de los !actores de liberaciOn. 

Otra región del ARNr 169 de E'. c:oli tamhi6n parece intervenir en 

la terminación, reconociendo a un codón de terminación. Murgola et 

aJ. 11 •"> hallaron una mutación del gen rrnB (que codifica para el 

~RNr 169) la cual suprime una mutaciOn de terminaciOn por UGA del pro

ducto del gen trpA. Este hallazgo es novodoao debido a que todos los 

caeos de mutaciones de supresión anteriorn.ente reportados se hal lon en 

loe genes de los ARNt o de las sintetasas se aminoacil-~RNt ien los ca

sos de supresión de mutaciones de co.mbio de amino6cido Cmissens~)l. 

Los autores comprobaron que la mutación consiste en la pérdida del 

nucleótido C 1 o~• del ARNr 169. y que suprime especificamente al cod6n 

de terminación UGA ( no a UAA ni UAG). Claramente. estos resultados 

indicon una particiaciOn de ésa región del ARNr 165 en la terminación 

(por lo menos cudndo se utiliza el codOn ). 

El mecan1smo que proponen para dicha participación se basa en la 

pro~oncia de 14 secuencia 11••UCAUCA120• en el mismo tallo en la es

tructurd eecundaria en el que se. he:lla la Ci.oa• .. en posiciones casi 

opuestas. Ambas regiones son conservadas evolutivamente. El codón UGA 

podrta aparearse con las UCA repetidas 1199-1204, lo que permitiría su 

reconocimiento como senal de terminaCión. La alteración de la estruc-
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tura del tallo por la pérdida de la c~Q~4 impediria dicho re

conocimiento. causando el fenotipo ie supresiOn. 

2 porticipaci6n de los ARNr en la tranalococi6n cotraduccional de 

proteinoe o trovJta de membranas 

Otra !unción en la que ha e ido implicado el ARNr. aunque no en 

forma directa, es la translocación cotraduccional de proteinas a través 

de membranas. (no debe confundirse con la translocaci6n del peptidil

ARNt en el ribosoma). 

La translocación de proteinas a través de membranas (como las del 

reticulO endoplasmic0) es un proceso que se da en forma simultanea a la 

sintesia de la proteina. Poco después de la iniciación de dicha sinte

sis, la parte recién sintetizado de la proteina. llamada p.,,tido sehal, 

se une a un complejo ri~onucleoproteico llamado P!'t·tlcula de r•

canoclmi•nto d• .. ~al (SRP). El complejo del ribosoma que sintetiza la 

proteina y la SRF se une a lo membrana por medio de un receptor que re

conoce a la SRP. y la protelna es translocada confonna avanza su sínte

sis. Asi. la SRP al interactuar intimamente con el ribo5oma actUa como 

un adaptador que acopla la traducción con la translocación de la pro

telna naciente<~~•,. 

Boehm(~?o, halló que el ARNr 7SL. que forma parte de la SRP. tiene 

una región cuya secuencia y estructura secundaria es altamente homóloga 

a la una región del ARNr 5S que permite la unión de la protelna ribo;;-=-

mal L5. La propuesta de Boehm es que dicha región del ARNr 7SL compite 

con el AR.M.- 55 por la uni6n de L5. La unión de L5 y el ARMr 7SL 
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permitiria la uni6n del r !bos;nm.:. con la SRP. y puede causar ademas cam

bios conformacionales en la regiOn de la transferasa de peptidilo, la 

cual est4 muy cercana a LS. 



CA.P.Z"T"l.JLO VI 

J;ONCLUSI1lHE9 Y PERSP_E:Cill'alil. 

CAeACIDAD DE.J.O~E'L8R.JLCABO LA BINTEBIS DE_~Ulell 

En este capitulo final. presento una recapitulaciOn de la eviden

cia recopilada en este trabajo de la participación de los ARNr en las 

diversas funciones del ribosoma. Luego presento la evidencia. obtenida 

por un grupo de investigación hindU. de que un complejo constituido 

Onicamente por los ARNr 16S. 239 y SS. junto con unas cuantas proteinas 

ribosoffiales, es capaz de llevar a cabo todas las funciones esenciales 

de un ribosoma completo, aunque con una eficiencia mucho menor. 

~ruL~--1.~JL.Ú.Ull<.iones ribosomal ~~e._p_i,r.J;.iti.P=.J.Q~ 

Afil!I:.,_ 

Los 6.cidos ribonucleicos ribosomale.s juegan muchos papeles de 

importancia en los ribosomas. A lo largo de este trabajo se han re

visado las evidencias de su participación en la mayoria de los p~·:ict:;JCE' 

en los que intervienen estos organelos. SegUn la fase de la traducción 

en la que participan. los he agrupado como sigue: 

))., __ ~eJ_~.lltx:ucJ;w:A.l._d.e .. l.o.:i .ABNr:.t 

La participación de los ~RNr en la estructura y el ensamblaje d~ 

los ribosomas no es un papel activo. Su importancia. sin embargo. es 
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fundamental ya que permite el mantenimiento de loe ribosomas como 

unidades estructurales independientes. 

• Los ARNr parecen ser capaces de adquirir sus conforma

ciones nativas sin participaciOn de las proteínas ribo

somales. Esto contrasta con la visión que se tenia ante

riormente. en la que se pensaba que eran la.s proteinas 

las que determinaban la conformaciOn de los ARNr. 

• Por lo menos en el caso de dos ARNr que se hallan for

mando parte de la misma subunidad ribosomal (ARNr 5.BS y 

ARNr 285), la·uniOn directa ARNr-ARNr parece ser la que 

determina que dichos ARNr permanezcan juntos. 

• Los ARNr sirven como una armazOn a la que se unen las 

proteinas ribosomales, lo que permite el ensamblaje y el 

mantenimiento de la estructura del ribosoma. Este es el 

ünico papel que ·tradicionalmente se juzgabaª que ten1an 

·los l\RNr. 

• Cambios en la confonnaciOn del ARNr chico inactivan al 

ribosorna. lo que indica que la conformaciOn nativa del 

ARNr es necesaria para la actividad ribosomal. 

• El ARNr grande juega un papel en la translocaciOn,ya que 

su conformación cambia durante este proceso. También se 

han detectado cambios conformacionales en los ARNr SS y 

5.BS~ aunque no se sabe que papel juegan. 

B Fuocjooes de los ARNr en la injciaciOn de la traduc~-~ 

Los ARNr parecen participar en esta etapa del proceso de sintesis 

de proteinas principalmente facilitando la unión de molóculas que son 
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necesarias y la unión de las doe aubunidades ribosomales para formar el 

complejo de iniciación. 

• El IF-3 se une al ARNr chico en procariontes y euca

riontee. 

• El IF-2 eucoriOtico se une al ARNr 185. 

• El ARNm ee une a la eubunidad chica por medio de un 

apareamiento de bases con el extremo 3' del ARNr chico 

en procariontes y eucariontes. aunque la importancia de 

esta interacción es mucho mayor en los procariontes. 

Este mecanismo de unión del 1\RNm al ribosoma parece 

ser evolutivamente mas antiguo que las otras interac-

cienes entre el ARNm y otros componentes del ribosoma. 

Una interacción ente el ARNr c:hico y el ARNm también 

perace intervenir en la alineación correcta de este ól-

timo sobre la aubunidad chica. 

• La unión de las subunidades ribosomales para formar el 

ribosoma activo es posible gracias a que hay una unión 

do los ~RNr de una subunidad con los de la otra: especi-

ticamente el ARNr grande se une con el chico. ya sea por 

apareamiento de bases o por otro tipo de interacciones. 

C.. ... l".u[IClO.DQS_..dJLl!ULARNr en lo prolongación d~~ 
P!2-Lill®_tJ_ll..i.~G... 

Los ARNr se hallan implicados activamente en la mayoria de los 

procesos del ciclo de prolongación: 

• Tanto el ARNr chico como el grande y el 55 participan en 

la unión de los ARNt a loe eitios ribosomales A y P. 
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• Los factores de prolongaciOn de procariontes y euca-

riontee se unen al ARNr grande. 

• El bucle central del dominio V del ARNr grande de proca

riontes y eucariontes ee parte fundamental del centro de 

transteraaa de peptidilo. As!. el ARNr participa en la 

principal actividad enzimatica del ribosoma. 

Los otros ARNr tambi6n parecen participar en esta ac-

tividad. 

• Loe 1.RNr tambien participan en la tranalocaciOn de los 

ARNt. mediante cambios en eu confonnaciOn y monitoreando 

la conservacion del marco de lectura correcto (i.e. ase-

gurando que el ARNm avance tres nucleótidos cada vez). 

137 

Aunque no ea·abundante, hay evidencia de que el ~RNr 16S participa 

en la terminación de la traducción, reconociendo a codones de termi-

nación. 

&~EAPQl~!L.ARNr en el transporte cotrad~ccJonal de 
Pr.~~.J nait.J\~~_Jlj:_mwn~~IUL. 

La participación de el ~RNr 59 en este proceso ee muy indirecta, 

pues parece competir con el ARNr 7SL de la particula de reconocimiento 

de señal por la uniOn de la proteina L5. 

Como se ha visto. loa ARNr participan en cada paso de la sintesis 

de proteinaa. especialmente en aquellos de importancia central como son 

el reconocimiP-nto de las molóculas necesarias C~RNt. ARNm. factores de 
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iniciaciOn y prolongación). el reconocimiento de las seMales de termi

nación y muy importantemente la catalisis de la reacción de formación 

del enlace peptidico. 

Toda esta evidencia • la cual adem6s se halla presente tanto en 

eucariontes como en procariontes. sugiere que la participación de los 

ARNr es evolutivamente muy antigua. Es muy probable que en el ribosoma 

primitivo los ARNr hallan tenido una participación tan o mAs improtante 

que en los actuales. 

2 Capacidad de los ARNr para lleyar a cab~jntesis ~ 
proteicas 

El grupo encabezado por Debi P. Burma y D. S. Tewari en la India 

ha realizado estudios en los que se comprueba que los ARNr 165 y 235 de 

Escbericbjo .aa.l...j_ pueden formar. en altas r.:oncentraciones de salee. un 

complejo bimolecular semejante en cierta fonna a l~s dos eubunidades 

ribosomales unidas< 100,. El IF-3. que separa las subunidades ribosoma-

les. también estimula débilmente la separación del complejo 23S·16S. 

El mismo grupo comprob6( 1711 que el ARNr SS no puede unirse a di

cho complejo. utilizando centrifugación en gradientes de sacarosa para 

detectar la unión. La unión del ARNr 5S. sin embargo es posible en 

fonna estequiométrica Cuna molécula de ARNr 55 por cada complejo 

169• 235) cuando se anadeo tres proteinas ribosomales: L5. L18 y L15 6 

L25. La adición de estas proteínas solas o de parejas de ellas no es-

timulan la uniOn de ARNr SS en fonna notable. Estas proteinas ya habian 

sido relacionadas con la unión del ARNr 55 a la subunidad SOS. 

En un detallado estudio de 1985(~ 72 ,. este grupo de investigadores 

comprobó que el complejo de los ARNr 169. 235 y SS. mas unas cuantas 
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proteinas ribosomales. pueden llevar a cabo en forma rudimentaria todas 

las funciones asociadas con la sintesis de proteinas ribosomal. 

Lae funciones estudiadas fueron las siguientes: 

• Uni&n de ARNt 

La primera función estudiada fué la unión. mediada 

por poi i-U de un peptidi 1-ARNt sintético 

Cpolitenilalanil-ARNtl al complejo 16S·23S•5S•L5•LlB•L25 

(las tres proteinas son necesarias para la unión del 

ARNr 5). Dicha unión ae obtiene. aunque es sólo el 3% de 

la que ee obtiene en ribosomae completos. y es especi

fica paro ese ARNt y ese ARNm. La unión del ARNm ain

t6tico poli-U al complejo es el 6% de la unión a ribo

somas. 

• A&t.i ~IE<UlL~.Pe.n.<1lln.t.e_d..e__ &f'.::ll.... 

Esta actividad se considera como un criterio para 

medir la translocación. En este caso, no se necesitó la 

presencia del ARNr SS ni las proteinas L5. L18 y L25. 

pero fóe necesario aMadir el complejo fonnado por las 

prote1nas ribosomales L7/L12 y L10 (complejo 

(L7/L12)<4•L10). Se sabe que este complejo es necesario 

para la octivida.d de GTPaaa en los ribosomas in vivG. La 

hidr61 is is de GTP obtenida es especifica (no se 

hidroliza ATP) y dependiente de EF-G, aunque es s6lo el 

2% de la. actividad de GTPaea. de ribosomas intactos. 
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1 FormaciOo de_s_~tULinj~~ 

En tercer lugar se midió la formación de complejos de 

inicaciOn a partir del complejo 

16S•23S•5S•L5•L1B•L25• (L7/L12)4•LlO. El complejo de ini

ciación incluye a las dos subunidades ribosomales. el 

ARNm. el aminoacil-ARNt iniciador. y requiere de la par

ticipación de loa factores de iniciación IF-3. IF-2 y de 

GTP. 

Utilizando poli-U y N-aceti 1 fenilal1rnU-ARNt en vez 

del ftminoacil-ARNt iniciador. comprobaron que se forman 

complejos equivalentes a los de iniciación. 

1 Actividad de transferaaa de peptidilo 

Lo. detección de esta actividad, que puede conside

ra.rse como la función central del ribosom.a.. se midíc! P''r 

medio de la reac·ci6n de la puromicina. Esta· substa:1cia. 

·ea un an61ogo de aminoacil-ARNt~ por lo que es capaz de 

entrar el sitio A ribosomal y de aceptar el grupo pep

tidilo que ea transferido desde el sitio P por la trans

feraaa de peptidilo. El producto de dícha reacción; pep

tidil-puromicino. (o am:inoo.cil-puromicina) puede detec

ta1·se por extracción y cromatografia en papel. 

La formación de fenilalanjl-puromicina detectada con 

el complejo 16$• 235• 55· LS· Ll6• L25• (L7/L12l 4• LlO fué del 

3% de la obtenida con ribosomas intactos. 
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• Sintosie da poli-fenilalanino dirigido por poli-U 

Este experimento. cuya importancia es crucial. de

mostro que el complejo de loe l\RNr 165. 235 y SS con 

las proteinaa riboaomales LS. LlB. 125, L7/L12 y LlO ea 

capaz de catalizar la etnteais de poli-fenilalanina uti

lizando poli-U como ARNm. La aintesie detectada fué el 

5'5'5 de la obtenida con ribosomas intactos. y consiati6 

principalmente en p6ptidos cortos. La sintesis requiere 

de los factores de prolongaci6n EF-G y EF-Tu. y es in

hibida parcialmente por loe antibi6ticoa tioestrept6n y 

estreptomicina. 

En todos los experimentos anteriores se obtuvieron loe mis

mos resultados cuando en vez de condiciones de recosti

tuci6n (alta concentración de sal~s) se utilizó una con

centración baja de sales y etanol lM. Los ARNr utiliza

dos se purificaron mediante varias extracciones con 

tenol. por lo que la contaminación residual por proteí

nas ribosomales tue de menos del 0.1% (determinando pro

te1nas riboaomalee radiactivas). 
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Debido a que en las codiciones de reconstitución utilizadas con el 

complejo loe ribosomaa intactos sólo tienen el 20-30% de su actividad. 

la comparación entre 6sta y lo del complejo sólo es aproximada. Es 

claro. sin embargo. que el complejo de los ARNr•prote1nas tiene entre 

el 2 y el 5~ de la actividad de los ribosomae intactos. 
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3. Comentarios finales~ 

La importancia de la participación de los ARNr en las funciones 

riboso~les ae ve subrayada· bajo la perspectiva de la hipótesis del 

mundo del ARN. descrita en el capitulo l. 

En este esquema. las primeras moléculas autorreplicantes estaban 

hecbaa de ARN. y los ARN también participaron en la evolución de la 

maquinaria celular de e1nteeis de proteinas. 

Las funcionea que desarrollan los ARNr en el ribosonm moderno 

pueden aei eer consideradas como evidencias "fósiles" en el nivel 

molecu~ar; remanente~ de la etapa en que el ribosoma primitivo estaba 

constituido totalmente por ARN. 

Aunque la evidencia presentada en este trabajo muchas veces no es 

conclusiva. sino circunstancial, parece claro que los ARNr efecti·1a.

mente siguen teniendo una importancia fundamental en tas funciones ri

bosomales. Esta evidencia nos permite avanzar en el estudio del origen 

del ribosoma, prestando apoyo a la hipOtesis del mundo.del ARN y de las 

RNP, al mismo tietnpo que nos ayuda a comprender mas profundamente su 

funcionamiento. 
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