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RReessuummeenn  

  

La activación de Rap1b por la proteína de intercambio activada por AMPc (Epac) y su 

fosforilación mediada por la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA), son requeridas para 

la mitogénesis dependiente de AMPc. Sin embargo, el rol de la fosforilación permanece incierto. 

Evaluamos potenciales cambios conformacionales inducidos por la fosforilación de 

Rap1b, utilizando el intercambio hidrogeno/deuterio acoplado a espectroscopia de masa (DXMS) 

y cristalografía. Velocidades de intercambio hidrogeno/deuterio para Rap1b fosforilada (Rap1-P) 

y fosfomimética (Rap1-D) mostraron un perfil de intercambio idéntico, con velocidades 

incrementadas en regiones discretas a lo largo de la proteína, incluyendo un dominio alrededor 

del sitio de fosforilación y la región efectora. La estructura cristalina de Rap1b-G12V-S179D 

mostró que la presencia del S179D induce cambios en la interfase con los switch I y II.  

 Nuestro segundo objetivo fue la búsqueda de efectores de Rap1b modulados por 

fosforilación. Entre los clones aislados por doble hibrido, se encontró la proteína asociada a la 

adenilil ciclasa 1 (CAP1). Rap y CAP presentaron una asociación independiente del nucleótido, 

pero dependiente de la isoprenilación de Rap1b. Aunque la fosforilación demostró modular 

negativamente esta interacción, su efecto sobre la señal mitogénica mediada por Rap1 fue 

positivo. CAP1, actuando como proteína andamio de Rap, resultó necesaria para la acción de 

Rap1, siendo requerida además para su activación y fosforilación, efecto que estaría mediado por 

la estimulación del aumento de los niveles de AMPc.  

 

 

Palabras Clave: AMPc, PKA, fosforilación, Epac, Rap1b, alosteric effect, CAP1 
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Activation of Rap1b by the exchange protein activated by cAMP (Epac) and its cAMP-

dependent protein kinase (PKA)-mediated phosphorylation are required for cAMP dependent 

mitogenesis. However, the role of phosphorylation remains unknown.  

We assessed potential conformational changes induced by phosphorylation of Rap1b 

using the amide hydrogen/deuterium exchange mass spectroscopy (DXMS) and Crystallography. 

Exchange rates PKA-phosphorylated (Rap1-P) and phosphomimetic (Rap1-D) Rap1b proteins 

showed the same pattern of exchange, revealing an increased exchange rate in discrete regions 

along the protein, including a domain around the phosphorylation site and the effector domain. 

Crystal structure for the full length Rap1b-G12V-S179D showed that the presence of the S179D 

induce changes at the interface with switch I and II.  

Our second objective was finding Rap1b effectors modulated in a phospho-dependent 

fashion.. Within the clones isolated by Two Hybrid, we found the adenylate cyclase-associated 

protein 1 (CAP1). Rap/CAP association showed to be nucleotide independent, but dependent on 

Raps’ isoprenylation. Although, phosphorylation showed to negatively modulate this interaction, 

it had positive effect on the mitogenic signal mediated by Rap1. CAP, acting as a scaffolding 

protein for Rap1b, was necessary for Rap1 mediated action, and required for Rap1b activation 

and phosphorylation, effect mediated by stimulating the increase of the levels of cAMP.  

 
Keywords: cAMP, PKA phophorylation, Epac, Rap1b, alosteric effect, CAP1 
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La Superfamilia Ras 

 

La superfamilia de la pequeña guanosina trifosfatasa (GTPasa) Ras está compuesta por 

mas de 150 proteínas, subdivididas, en base a secuencia y similitudes funcionales, en al menos 5 

familias: Ras, Rho, Rab, Ran y Arf (figura 1) [1, 2]. Los miembros de la superfamilia Ras son 

proteínas monoméricas de unos 21KDa y comparten la característica bioquímica de unir e 

hidrolizar GTP. Esta propiedad les confiere la capacidad de actuar como interruptores 

moleculares en la transducción de estímulos externos, controlando un diverso rango de procesos 

biológicos al alternar entre una forma activa (unida a GTP) y una forma inactiva (unida a GDP) 

[3]. El intercambio de GDP/GTP se encuentra finamente regulado por factores de intercambio de 

guanosina (GEFs), que aceleran la velocidad de este intercambio en varios ordenes de magnitud 

[4]. La función de los GEFs consiste en llevar a una conformación transitoria libre de nucleótido, 

seguida de la rápida carga de GTP [5, 6]. El mantenimiento de la conformación activa dependerá 

de la actividad GTPasa intrínseca y será esta la que determine la estequiométrica de la 

interacción con los efectores. Además, existen factores celulares específicos de activación de la 

actividad GTPasa (GAPs), que inducen la inactivación de la proteína a través de la estimulación 

de la hidrólisis del GTP (figura 2) [3, 7]. 

En el caso de las familias Rho y Rab, existe un nivel adicional de regulación mediado por 

los inhibidores de la disociación de guanidina (GDIs), los cuales se unen específicamente a la 

forma inactiva de las GTPasas, inhibiendo la liberación del GDP y prolongando de esta forma el 

estado inactivo. Esta interacción permite a los GDIs secuestrar a las GTPasas en el citoplasma, 

impidiendo la unión de las mismas a la membrana celular [8, 9].  
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Figura 1. Análisis comparativo de las secuencias de los miembros de la Superfamilia Ras humana. El largo de las 
ramas es directamente proporcional al numero de diferencias en las secuencias comparadas. Las Subfamilias están 
indicadas en colores: RAS (rosa) RHO (verde), Gα (marrón), ARF (amarillo) y RAB (azul). Extraído de Colicelli, 
J., Sci. STKE, 2004. 2004(250). 
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Figura 2. Ciclo de las pequeñas GTPasas. Las GTPasas inactivadas (unidas a GDP), son activadas por GEFs que 
promueven el intercambio GDP/GTP. En su estado activado interaccionen con efectores, hasta la inducción de la 
inactivación por la hidrólisis del GTP, estimulada por GAPs.   Para las subfamilias de Rho y Rab existe un nivel 
adicional de regulación mediado por los inhibidores de la disociación de guanidina 
 

Las funciones básicas de unión e hidrólisis del nucleótido, poseen una estructura y 

mecanismo de switch conservados dentro de la superfamilia [10]. Este dominio, llamado 

dominio G, se encuentra compuesto por una serie de 5 elementos estructurales críticos en el 

intercambio GDP/GTP, los cambios conformacionales inducidos por la unión del GTP y la 

hidrólisis del nucleótido (figura 3). 

La región G1, llamada también loop P (loop de unión al fosfato), tiene una secuencia 

consenso GX4GKS/T, la cual abarca los aminoácidos 10 a 17, e interacciona con los fosfatos β y 

γ del grupo fosfato del nucleótido. El dominio G2, coincide con el dominio de reconocimiento de 

efectores (residuos 32-40) y solo posee un residuo conservado dentro de la superfamilia. Este 

residuo, una treonina en posición 35 de Ras, está involucrada en la unión del Mg2+ y la 

interacción con el fosfato γ, se encuentra en una de las regiones que sufre mayores cambios en la 

orientación al unir GTP. El acido aspártico y la glicina del motivo DXXG, correspondiente a G3 

(residuos 53-62), están involucrados en la unión del Mg2+ y la estabilización del nucleótido. 
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Residuos de la región G4 (112-119, N/TKXD) interaccionan con la base del nucleótido y 

estabilizan las interacciones de G1 con el mismo. Por ultimo, los residuos SAK (G5) 

interaccionan con el nucleótido principalmente de manera indirecta a través de G1, ya que solo el  

residuo A146 se encuentra en contacto directo con el nucleótido [10, 11](figura 3). 

Además de la secuencias consenso responsables de la interacción con el nucleótido y la 

actividad GTPasa, las proteínas pertenecientes a las subfamilias de Ras, Rho y Rab, presentan en 

el extremo C-terminal una región hipervariable (HVR). El primer segmento de la HVR hacia el 

N-terminal, corresponde a una secuencia de conexión (C), que modularía la interacción con 

proteínas reguladoras y efectoras [12]. Por otra parte, contiene un dominio polibásico (PB) y un 

motivo CAAX (C: cisteína, A: Alifático, X: residuo terminal), involucrados en la asociación a 

membranas, interacción con proteínas y sublocalización celular [13-15]. En el caso de la 

subfamilia de Ras, la señal de isoprenilación dirige la farnesilación o geranilgeranilación de la 

cisteína en posición 181, seguida de la proteólisis del AAX y la metilación de la cisteína 

modificada [16, 17](figuras 3 y 4).  

 

 

G1 PB CAAXG2 G3 G4 G5
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actividad GTPasa

Switch l

Dominio Efector

Switch ll Región
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actividad GTPasa
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Dominio Efector

Switch ll Región
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C

 
 

Figura 3. Esquema de la estructura de la superfamilia de pequeñas GTPasas Ras. Regiones conservadas dentro 

del dominio G (G1-G5) y región C-terminal hipervariable (C, PB y CAAX). 
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Figura 4. Estructura de Ras. A) Estructura tridimensional de Ras, mostrando las regiones pertenecientes al 

dominio G. B) Detalle de los residuos involucrados en la interacción con el GTP y Mg2+. 
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El reconocimiento de efectores se encuentra regulado por cambios conformacionales 

dependientes del nucleótido. Estudios estructurales en Ras han demostrado la existencia de dos 

regiones que sufren cambios conformacionales drásticos como consecuencia de la activación por 

GTP [18]. Estas regiones son el switch I (aminoácidos 30-40), que incluye el dominio de 

reconocimiento de efectores (aminoácidos 32-40), y el switch II (residuos 60-76), que participa 

en el anclaje del nucleótido y en la interacción con proteínas reguladoras. Asimismo, análisis 

estructurales comparativos revelaron que el aparato de switch GDP/GTP es una estructura 

canónica conservada en la superfamilia, pero con un diverso rango de efectores y reguladores 

[10] (figura 4).  

 

Rap1b 

 

Las proteínas Rap fueron originalmente identificadas a través de 3 estrategias diferentes:  

unión a GTPγS35 (smgp21) [19], hibridación de baja astringencia utilizando sondas para Ras 

(Rap, Ras proximate) y su clonado a partir de la expresión como revertante de Ras (Krev1, K-

Ras revertant) [20].  

A pesar que Rap1 solo tiene una identidad de secuencia del 50% con Ras, sus dominios 

efectores son indistinguibles [21], sugiriendo que ambas proteínas poseen funciones similares o 

tal vez antagónicas. La presencia de dominios efectores idénticos y la habilidad de Rap1 de 

revertir la transformación celular mediada por Ras, reforzaron la noción original que consideraba 

que Rap1 era una proteína anti-mitogénica cuya función es antagonizar los efectos de Ras [22]. 

Esta hipótesis fue sustentada a través de resultados que demostraron que la interacción de Rap1 

con moduladores [23, 24] y proteínas efectoras típicas de Ras [25], no conducían a la activación 

de los mismos [26]. A partir de estas observaciones surgió un modelo en el cual la habilidad de 

Rap1 para formar complejos no productivos con moléculas efectoras de Ras, explicarían sus 

efectos anti-mitogénicos.  

A pesar de esto, fue posteriormente demostrado que la actividad de Rap1 no siempre 

interferiría con los eventos de señalización de Ras [27, 28] , sugiriendo que el funcionamiento de 

Rap1 sería a través de una vía distinta a la de Ras, pero empleando potencialmente un set de 

proteínas efectoras similares [29]. 
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Activación/Desactivación de Rap1b 

 

Rap1b es expresada de manera ubicua y ha sido implicada en un gran rango de funciones 

celulares, como ser proliferación, adhesión, polarización y morfogénesis. Su activación por 

estímulos externos esta mediada por distintas vías de señalización, dependiendo del tejido y el 

receptor celular involucrados. Los principales mensajeros secundarios que inducen la activación 

de Rap1 son el calcio [30], diacilglicerol [31] y AMPc [32, 33].  

Ante la diversidad de funciones biológicas de Rap1b, una de las formas de las que 

dispone la célula de discernir y coordinar coherentemente una respuesta celular sería a través del 

modo de activación de Rap1b. Existe para Rap1 una gran variedad de GEFs que regulan el 

intercambio GDP/GTP [34], entre los que se han descripto C3G [35], Epac1 [36, 37], Epac2 

[36], PDZ-GEFl [38], CalDAG-GEFI [39], RasGRP2 [40], CalDAG-GEFIII [41], GRF [42], 

PLC  [43] y DOCK4 [44].  

Por otra parte, la desactivación de Rap1 se lleva a cabo a través de la inducción de su 

actividad GTPasa intrínseca, mediada por GAPs especificas como: Rap1GAPI [45-47] y 

Rap1GAPII [48, 49], tuberin [50] y los miembros de la familia de Spa-1, Spa-1 [51], Spal [52, 

53] , E6TP1 [54], SPAR [55] y SPAR2 [56]. 

 

Efectores de Rap1b 

  

La hipótesis de la interacción de Rap1 con los efectores tradicionales de Ras, sin que esto 

implique necesariamente su activación [57], fue comprobada para la familia de Raf (Raf1 [18] y 

B-raf [58, 59]), la subunidad catalítica p110α de la phosphatidylinositol 3 quinasa [60] y los 

miembros de la familia de los RalGEF (RalGDS [61], Rlf [62] y Rgl [25]). Es aún hoy 

controvertido y objeto de discusión los efectos in vivo de estas interacciones [60] .  

 Otros efectores identificados para Rap1 son los adaptadores RAPL, Riam, AF-6 y Krit, 

los GEFs de la familia Rho, Tiam1 y Vav2, y las RhoGAPs, RA-RhoGAP y Ara3 [27, 63, 64]. 

Asimismo, han sido descriptas proteínas andamio involucradas en la localización y modulación 

de la actividad de Rap1 como PDK1 [65] y IQGAP1 [66]. 
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AMPc como segundo mensajero 

 

Desde su descubrimiento, por Rall y Sutherland, en el año 1957 [67, 68], el AMPc ha 

sido implicado como mensajero secundario una gran variedad de procesos biológicos [69]. El 

AMPc es producido a partir de ATP por la adenilil ciclasa, cuya acción se encuentra regulada por 

proteínas G asociadas a receptores (GPCRs) inducidos por diversos estímulos externos. Una de 

las funciones reconocidas del AMPc es la capacidad de modular la proliferación celular [70]. 

Sorprendentemente, esta modulación puede ser positiva o negativa, dependiendo del tipo celular 

[71-73]. La activación de la proliferación ha sido descripta para varios modelos [74]. Este efecto 

mitogénico fue observado in vivo e in vitro, particularmente en líneas celulares de origen 

endócrino y con un cierto grado de diferenciación [75, 76]. 

La quinasa dependiente de AMPc (PKA), identificada a fines de la década del 60 [77], 

representó durante mucho tiempo el único blanco conocido en células de mamífero para el 

AMPc. En su estado inactivo, PKA es una holoenzima tetramerica compuesta por dos 

subunidades regulatorias (R) y dos subunidades catalíticas (C), de las cuales se han logrado 

identificar varias subunidades R (RIα, RIβ, RIIα, RIIβ) y varias subunidades C (Cα, Cβ, Cγ). La 

unión de dos moléculas de AMPc a las subunidades regulatorias resulta en la liberación de las 

subunidades catalíticas, las cuales poseen varios blancos celulares [70].  

En los últimos 10 años se han identificado nuevos blancos para el AMPc, como los 

canales catiónicos dependientes de AMPc [78] y la proteína intercambiadora dependiente de 

AMPc (Epac), un nuevo GEF para Rap1b [36]. Epac posee un dominio de reconocimiento capaz 

de unir una molécula de AMPc, induciendo cambios conformacionales que llevan a la exposición 

del sitio catalítico, con el consecuente reconocimiento y activación de Rap1 [79]. 

 

Rap1b como mediador de la señal mitogénica del AMPc 

  

La existencia de un llamativo paralelo entre los efectos del AMPc y la acción de Rap1b 

sobre la proliferación celular, ha sugerido una íntima relación entre Rap1 y los efectos biológicos 

del AMPc. En sistemas donde el AMPc inhibe la proliferación, la acción de Rap1b es también 

inhibitoria [80, 81], mientras que Rap1b estimula la mitogénesis en células donde el AMPc es un 

activador de la proliferación celular [82, 83].  
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La acción de agonistas que inducen la elevación en los niveles intracelulares de AMPc y 

estimulan la rápida fosforilación [33] y activación de Rap1b [84], ha llevado a plantear la 

hipótesis que Rap1b podría mediar la acción biológica del AMPc [83]. Como confirmación de la 

misma, se observó que la expresión exógena de Rap1b en fibroblastos Swiss 3T3, sistema en el 

cual el AMPc es un regulador positivo de la proliferación [85], era capaz de conferir propiedades 

mitogénicas y oncogénicas [83], mediante a la habilidad de Rap1b de promover el ingreso a la 

fase S (síntesis de ADN). En consecuencia, fue introducido un nuevo concepto en el que Rap1b 

podría ser considerado un oncogén condicional: Los efectos mitogénicos de Rap dependen de 

programas celulares de transducción de señales específicos, de manera que  Rap1b, como el 

AMPc, pueden estimular o inhibir la proliferación celular [83]. 

Este concepto fue evaluado en una línea células foliculares diferenciadas de tiroides 

PCCL3 [82, 86], la cual requiere de la Hormona Estimulante de Tiroides (TSH) para obtener una 

respuesta mitogénica completa. Estos estudios demostraron que la estimulación hormonal 

dependiente de AMPc sobre la progresión  G1/S, precisa de Rap1b unida a GTP y fosforilada. 

Resultados recientes demuestran un comportamiento oncogénico de Rap1b in vivo: la expresión 

específica, en células foliculares de tiroides de ratones transgénicos, de una mutante 

constitutivamente activa de Rap1b condujo al desarrollo de una hiperplasia benigna, adenoma y 

carcinoma de tiroides, dependiente de hormona [87].   

De esta forma, el dogma original en el que Rap1b poseía solamente funciones anti-

mitogénicas y anti-transformantes, por oposición a la acción oncogénica de Ras, ha sido 

ampliado al demostrar la participación de Rap1b como parte de la maquinaria involucrada en la 

transducción de la señal mitogénica del AMPc. Al mismo tiempo, se introduce una nueva noción 

como ser el estricto requerimiento de la fosforilación de una pequeña proteína G para el 

desarrollo de su función en la transducción de la señal.  

 

Función de la fosforilación de Rap1b dependiente de PKA 

 

La fosforilación de proteínas cumple un papel de gran importancia como mecanismo de 

modificación postraduccional, regulando la conformación y actividad de muchas proteínas.  

En el caso de Rap1b, la fosforilación dependiente de PKA fue originalmente descripta en 

sistemas libres de células en respuesta a agonistas que incrementan los niveles de AMPc en 
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plaquetas humanas. La misma ha sido involucrada en la translocación de Rap de la membrana al 

citosol [88, 89], probablemente aumentando la capacidad de Rap1b de unirse a un estimulador de 

la disociación de guanidina (GDS) [90]. Sin embargo, la fosforilación de Rap1 no presentó 

efectos sobre la reacción basal de intercambio GTP/GDP, la velocidad intrínseca de hidrólisis de 

GTP, o la habilidad de ser estimulada por una RapGAP citosólica [90, 91].   

Evidencias de un rol de la fosforilación dependiente de PKA como modulador de la 

asociación de Rap1 con otras proteínas fue reportada para Citocromo b558 [92] y Raf-1 [93]. Sin 

embargo, la información disponible acerca de la fosforilación de Rap1 es extremadamente 

limitada. La estructura de Rap1b ha sido resuelta en asociación con c-Raf-1 [18], Epac2 [94] y 

RapGAP [95] (figura 5) y fueron obtenidas a partir de una versión truncada de Rap1b (1-167), 

carente del sitio de fosforilación (S179).  Por esta razón, es aún hoy incierto el rol que juega la 

fosforilación sobre la estrucutra de Rap1b y su acción mitogénica. Podemos hipotetizar que una 

posible función de la fosforilación sería afectar la dinámica de la interacción con las proteínas 

efectoras, ya sea modulando su unión a nivel local a través de la creación de una nueva superficie 

de interacción con efectores; o alostericamente, afectando la conformación de otros dominios.  

 

 
Figura 5. Estructuras conocidas de Rap1b. De izquierda a derecha, estructuras de Rap1b (gris) en complejo con el 

RBD de Raf-1, Epac2 y Rap1GAP (verde), respectivamente. Se indica la posicion del analogo de AMPc utilizado 

(amarillo) y los switch I y II (rojo y azul respectivamente). 

 

Con la intención de dilucidar el papel de la fosforilación de Rap1b, nuestro primer 

objetivo fue evaluar los efectos de la fosforilación mediada por PKA sobre la conformación de 

Rap1b, utilizando para ello técnicas tales como el intercambio hidrógeno/deuterio acoplado a 

HPLC y espectrometría de masa (DXMS) y cristalografía. El paso siguiente, fue la búsqueda de 

efectores de Rap1b que presentaran una modulación fosfo-dependiente.     
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Reactivos Químicos y Anticuerpos 

 

La Hormona Estimulante de Tiroides (TSH) y la Bromodeoxiuridina (BrdU) fueron 

adquiridas de Sigma. La Forskolina (FK), isobutilmetilxantina (IBMX), inhibidores de proteasas 

y H89 fueron obtenidos de Calbiochem, la glutation-agarosa de GE Healthcare, el análogo de 

AMPc para PKA (N6-benzoyladenosina-3', 5'-monofosfato cíclico) de Axxora Biolog. Los 

anticuerpos monoclonales contra los epitopes HA (HA.11) y Myc (9E10) fueron adquiridos de 

Covance, los anticuerpos anti-Rap1b de Proteintech Group, anti-GST de Invitrogen y el anti-P-

Rap1 desarrollado in-house. El anti-BrdU fue de Biodesign International. El anti-CAP1 fue 

gentilmente provisto por el Dr. J. Field de la University of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA. 

 

Plásmidos y Subclonados 

 

Los fragmentos correspondientes a Rap1b-G12V-C181G y Rap1b-G12V-S179D-C181G, 

fueron subclonados como proteína de fusión a una cola de histidinas entre los sitios de 

restricción NdeI y XhoI del plásmido de expresión bacteriana pET28c (Novagen). La subunidad 

catalítica de la PKA fue subclonada en el sitio NcoI-SalI del pACYCTDuet-1 (Novagen).  

Para la expresión en mamífero de las proteínas de fusión a GST se introdujeron Rap1 y 

las distintas mutantes de Rap1 en el pCELF-GST utilizando los sitios BamHI y EcoRI. Los 

plásmidos pEBG-SrfI-GST-CAP1 (murino) fue gentilmente provistos por el Dr. Pekka 

Lappalainen (Universidad de Helsinki). El plásmido HA-CAP1 fue provisto por el Dr. J. Field de 

la University of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA. Los plásmidos pCGN-HA-Rap y pCMV-

myc-Rap fueron anteriormente descriptos [33]. 

 

Expresión, purificación y fosforilación in vivo de Rap1b 

 

Bacterias E. coli BL21(DE3) fueron transformadas químicamente con los vectores de 

expresión pET28c-Rap1b-G12V o pET28c-Rap1b-G12V. Para llevar a cabo la fosforilación de 

Rap1b-G12V, se cotransformaron los plásmidos pET28c-Rap1b-G12V y pACYCDuet-1-cPKA, 

las bacterias cotransformadas fueron seleccionadas en LB (Luria-Bertani) suplementado con 

Kanamicina y Cloranfenicol. En todos los casos, una colonia recombinante fue inoculada en LB 
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liquido y crecida a 37oC por 16 horas. Los cultivos fueron diluidos y crecidos hasta alcanzar una 

densidad óptica a 600nm de 0.6. La expresión de proteína fue inducida mediante la adición de 

IPTG 1mM, durante 1 hora a 37oC. Las bacterias fueron cosechadas por centrifugación a 5000g 

durante 10 minutos y resuspendidas en buffer de lisis (Tris-HCl 50mM pH 7, NaCl 50mM, 

MgCl2 10mM, benzamidina HCl 1mM, Inhibidores de proteasas (Calbiochem) e inhibidores de 

fosfatasas (fluoruro de sodio 50mM, orthovanadato de sodio 2mM, benzamidina 1mM y beta-

glicerofosfato 1mM)). Las bacterias fueron lisadas incubando con lisozima (1mg/ml), B-

mercaptoetanol (5mM), Sarkosyl (1%), Triton X-100 (2%) y sonicación (4x20”). La fracción 

soluble fue recuperada luego de una centrifugación a 9000 rpm durante 20 minutos a 4oC e 

incubada con NTA-Ni (Quiagen). La resina fue lavada utilizando Tris-HCl 50mM, NaCl 

150mM, MgCl2 10mM, imidazol 50mM y  B-mercaptoetanol l0mM, mientas que la elusión se 

realizó con buffer conteniendo Tris-HCl 50mM (pH 7),  NaCl 150 mM, MgCl2 10mM, Imidazol 

300mM y B-mercaptoetanol 10mM. El exceso de Imidazol y NaCl fue eliminado por exclusión 

molecular empleando cartuchos Econo-Pac P6 (BioRad). La proteína fue concentrada y guardada 

a -80oC en glicerol 25%. 

 

Dicroísmo Circular 

 

Los espectros de las mutantes de Rap1b fueron obtenidos a 25°C en PBS (pH 7.4), en una 

cuba de cuarzo fusionado de 0.1cm, utilizando un espectrofotómetro AVIV 202 series CD 

(Lakewood, NJ). Tres espectros en dos experimentos independientes por muestra (Rap1b~10-

15uM) fueron obtenidos y promediados, midiendo a intervalos de 1nm en la región de UV lejano 

(195-280 nm). En todo los casos la línea de base fue corregida, restando el espectro blanco 

obtenido con PBS en ausencia de proteína. Los espectros están expresados en unidades de 

elipticidad molar promedio por residuo (θ). Las curvas de temperatura de fusión (TM) fueron 

obtenidas a partir de 2 mediciones independientes, midiendo (θ) a 220nm entre 25o a 80oC 

(Rap1b~25uM).  
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Análisis del nucleótido 

 

El análisis del nucleótido unido a la proteína fue realizado por FPLC, empleando una 

columna de intercambio aniónico, Mono Q 5/50 GL (GE), en un sistema de purificación AKTA 

(Pharmacia). Brevemente, la columna fue equilibrada con  Tris-HCl 20mM (pH 7.5) y el 

nucleótido eluído mediante un gradiente de 0 a 250mM NaCl, con un flujo de 1 ml/min. Los 

tiempos de retención para el GDP y el GTP fueron 14.50 y 19.60 minutos, respectivamente. La 

preparación de la muestra se llevó a cabo hirviendo una alícuota de la proteína durante 3 minutos 

a 95oC y centrifugando a alta velocidad durante 10 minutos, con el objeto de remover la proteína 

desnaturalizada. Una alícuota del sobrenadante fue inyectada en la columna, que fuera 

previamente calibrada con soluciones patrón conteniendo concentraciones crecientes de los 

diferentes nucleótidos. 

 

Activación de Rap1 utilizando RalGDS-RBD  

 

400�g de lisado proveniente de células PCCl3 o 1µg de Rap1b, Rap1b-P o Rap1b-D 

purificadas a partir de cultivos de E.coli, fueron incubados a 4°C por 60 min., con 10µg de GST-

RalGDS-RBD pre-conjugados a una resina de glutatión-agarosa (Amersham Biosciences) en 500 

µl de buffer de lisis (Tris-HCl 50mM, 50mM NaCl, 10mM MgCl2, 5mM B-mercaptoetanol). La 

resina fue lavada 4 veces con buffer de lisis. Luego del ultimo lavado, las muestras fueron 

resuspendidas en buffer de siembra Laemmli. Las proteínas fueron entonces fraccionadas en un 

SDS-PAGE al 12% y transferidas a una membrana de polivinildifluoruro (PVDF) para su análisis 

por Western Blot (WB) . La inmuno reactividad de las proteínas fue luego revelada utilizando 

anticuerpos primarios correspondientes, y secundarios conjugados a HRP a través de un kit de 

detección quimioluminiscente (Pierce)   

 

Optimización de las condiciones de fragmentación  

 

Para una eficiente fragmentación se llevó a cabo la optimización de la concentración de 

Hidrocloruro de Guanidina (GuHCl) a utilizar. Brevemente, 15ul de la solución stock de las 

mutantes Rap1b (5mg/ml en  Tris-HCl 10mM pH 7.0, NaCl 50mM) fueron diluidas con 45ul de 
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agua y tratadas a 0oC con 90ul de acido fórmico 0.8% (v/v), conteniendo distintas 

concentraciones de GuHCl (0.8, 1.6, 3.2, 6.4M), y finalmente congeladas y mantenidas a -80oC 

para su posterior análisis. Una vez descongeladas sobre hielo, las muestras fueron 

inmediatamente pasadas por una columna de proteasas conteniendo pepsina porcina 

inmovilizada sobre una resina Poros AL 20 (30 mg/ml), en presencia de TFA 0.05% en agua, a 

un flujo de 100 ul/min durante 6 minutos. La duración de la digestión fue de 40 segundos. Los 

productos de la proteolisis fueron directamente colectados en una columna C18 (Vydac) y 

eluídos con un gradiente lineal de 8 a 48% B en el transcurso de 30 minutos (Solvente A: TFA 

0.05% en agua, y solvente B acetonitrilo 80%(v/v), TFA 0.01%, en agua). El eluído fue 

transferido a un espectrómetro de masa (Finnigan LCQ Classic) para su análisis espectrométrico, 

con un ionizador por electrospray (ESI) a un voltaje de 5kV, temperatura capilar de 200oC. La 

adquisición de datos se llevó a cabo en el modo MS1 (para la cuantificación de deuterio) o MS2 

(identificación de péptidos). Para la identificación de la secuencia de los péptidos ionizados 

generados por la digestión con pepsina, se utilizó el programa SEQUEST (Therom Finnigan 

Inc.). Para determinar su eficiencia de marcado, la envoltura isotópica de este set de péptidos fue 

luego analizada a partir del espectro de masas utilizando software especializado (DXMS 

Explorer, Serria Analytics Inc, Modesto, CA). Los mapas de cobertura a las distinta 

concentraciones de GuHCl fueron comparados y las condición en la que se obtuvo la mejor 

cobertura fue utilizada para los experimentos de intercambio de deuterio.  

 

Intercambio Hidrógeno-Deuterio 

 

Las muestras deuteradas fueron obtenidas a 0oC, diluyendo 15ul del stock de proteína con 

45ul de Buffer de Intercambio (Tris-HCL 8.3mM pH 7.2, NaCl 50mM, MgCl2 5mM), seguido 

de una incubación a distintos tiempos (10, 30, 100, 300, 1000 y 3000 segundos). La reacción fue 

detenida con 90ul de acido fórmico 0.8%, conteniendo GuHCl 3.2M a 0oC y congelada a -80oC 

para su posterior análisis. Las muestras deuteradas fueron analizadas en el aparato de DXMS 

anteriormente mencionado, junto con muestras control sin deuterar y muestras de Rap1b 

completamente deuteradas (incubadas a temperatura ambiente, en acido fórmico 0.5% en  D2O 

100%, durante 12 h). Se llevaron a cabo mediciones de las proteínas no deuteradas, parcialmente 

y completamente deuteradas usando el DXMS Explorer y luego convertidas en niveles de 
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deuteración considerando las correcciones por el intercambio ocurrido luego de detenida la 

reacción.   

 

Modelado del extremo C-terminal de Rap1b 

 

Las predicciones se obtuvieron utilizando el Protein Local Optimization Program 

(PLOP)[96], diseñado para predecir segmentos faltantes de estructuras cristalográficas de 

proteínas. El algoritmo utiliza un método jerárquico que involucra la construcción y agrupación 

de las estructuras del loop, optimización de las cadenas laterales de loops representativos de cada 

grupo y minimización de la energía. Las evaluaciones energéticas fueron realizadas empleando 

mecanismos moleculares de campo forzado a nivel atómico (OLPS)[97], a través de un modelo 

de solvatación de Born [98, 99]. Debido a la longitud del loop C-terminal, se empleó un 

protocolo jerárquico de 3 pasos. Primeramente, se llevó a cabo la predicción de los residuos 161-

172, lo que diera lugar a 30 estructuras posibles que fueran utilizadas posteriormente para la 

predicción de la estructura de los residuos 170-176. Las 10 estructuras de menor energía de cada 

predicción de 30 estructuras fueron empleadas como coordinadas iniciales para el ultimo paso de 

predicción de la estructura de los residuos 176-181. En todos los pasos, se llevó a cabo la 

optimización de las cadenas laterales dentro de los de 3Å del loop predicho.  

 
Cristalografía 
 

Se realizó un rastreo extensivo de cristalización y las condiciones mas promisorias fueron 

optimizadas para obtener cristales individuales y de buena difracción. Los datos de la difracción 

de rayos X, en condiciones crioprotectoras, fueron obtenidos en el SERCAT undulator beamline 

22ID del Argonne Advanced Photon Source, Chicago, IL y procesados utilizando HKL2000 

[100] y d*TREK [101]. Los datos fueron procesados en grupos espaciales trigonales y 

hexagonales y la validación del grupo asignado fue verificada por análisis en Scalepack [100] y 

Phenix [102]. El reemplazo molecular se realizó en Phaser [103], utilizando las coordinadas de 

Rap1b, obtenidas a partir de la estructura del complejo que forma con RapGAP [95] (PDB 

accession code 3BRW) en ausencia del ligando. Debido a que la secuencia de Rap1b de este 

complejo tiene corresponde a la proteína truncada (residuos 1-167). La estructura del C-terminal, 

residuos 168-181, fue construida a través de ciclos iterativos de refinamiento y generación de 
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mapas en Refmac [104]. Arreglos manuales y refinamiento de los residuos alrededor del sitio de 

unión del GTP-γ-S, C-terminal y las regiones de los switch fueron realizadas utilizando el 

programa Coot [105]. 

 

Cultivos Celulares y transfecciones 

 

La línea de células foliculares de tiroides de rata, PCCl3 [106], fue crecida en medio 

Coon’s F-12 modificado (Sigma), suplementado con  suero fetal bovino (FBS) al 5% y la 

combinación de 4 hormonas: TSH (1 mIU/ml; IU: unidades internacionales), insulina (1 µg/ml), 

transferrina (5 µg/ml) y hidrocortisona (1 nM). La línea de células embrionarias de riñón 

humano, HEK 293T, fueron mantenidas en medio de Dulbecco Eagle modificado (DMEM, 

Cambrex) suplementado con 10% de FBS. Las células fueron mantenidas a 37°C en una 

atmósfera con una tensión del 5% de CO2  y 95% de humedad. Las transfecciones fueron 

realizadas en placas de 6 pocillos, sobre cultivos con 60-70% de confluencia. En el caso de las 

células PCCl3, las mismas se llevaron a cabo utilizando como agente de transfección el Fugene 

(Roche Applied Science), ajustando la cantidad de ADN a 1µg, según las indicaciones del 

proveedor. Las transfecciones de células HEK se realizaron con 6µ de polietilenimina 

(Polysciences, Inc) y 3µg de ADN/pocillo. Las células tranfectadas fueron crecidas durante 48hs 

previo a realizar el tratamiento o ensayo correspondiente. 

 

Ensayo de doble hibrido en levadura 

  

El doble hibrido se realizó utilizando el sistema de doble hibrido Matchmaker™ GAL4 

Two-Hybrid System 3 y la biblioteca de péptidos de cerebro humano de Clontech. Los insertos 

correspondientes a Rap1b-G12V-179D y Rap1b-G12V-S179A, obtenidos por restricción a partir 

del vector pCGN-Rap1b-G12V-179D/A, fueron subclonados para su uso como carnada, en el 

plásmido pGBKT7, a través de los sitios de restricción NcoI y BamHI. 1,48x107 colonias 

cotransformates fueron evaluadas utilizando los marcadores: ADE2, HIS3 y lacZ, según las 

recomendaciones del provedor (Clontech, Protocolo No PT 3247-1). 
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Inmunofluorescencia y microscopía 

 

Las células fueron crecidas y tranfectadas sobre cubre-objetos en placas de 6 pocillos. 

Las células fueron lavadas con  solución salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7.4), fijadas con 

formaldehído 3.7% en PBS a temperatura ambiente por 10 min, permeabilizadas con Triton X-

100 por 20 min, e incubadas con glicina 0.1 M en PBS por 10 min.  Los cubre-objetos fueron 

lavados 5 veces durante 5 min con PBS e incubados en PBS conteniendo 1% de albúmina sérica 

bovina (BSA) por 10 min. Las células fueron incubadas con el anticuerpo primario 

correspondiente, a temperatura ambiente durante 1h, lavadas 5 veces durante 5 min con PBS 

conteniendo 1% de BSA e incubadas con anticuerpo secundario a temperatura ambiente durante 

1h. Luego del ultimo lavado los cubreobjetos fueron montados sobre PermaFluor™ (Thermo) y 

examinadas por microscopia confocal. 

 
ARN interferente 

 

El efecto de ARN interferente (ARN) se logró a través de la producción de ARN de 

pequeña horquilla, mediante la introducción del fragmento correspondiente al marco abierto de 

lectura de CAP1, 5’cac gac att gca aat caa gg 3’ (nucleótidos 1074-1092), en el vector pSIREN 

(Clontech). Para ensayos de cotransfección, se utilizó un exceso de la construcción interferente 

(2-3 veces mayor respecto del otro vector cotransfectado), para garantizar que todas las células 

tranfectadas posean esta construcción. Las células fueron cosechadas 60 horas después de la 

transfección. 

 
Cuantificación de la proliferación por marcado con  BrdU 

  

Células crecidas al 50% de confluencia sobre cubre-objetos y tranfectadas con las 

construcciones indicadas fueron hambreadas por 16 horas en medio Coon’s conteniendo BSA 

0.2%, previo a la inducción con TSH y 10% FBS. Luego de la estimulación, las células fueron 

marcadas durante 16 horas con BrdU y fijadas según se describe anteriormente. Las células 

marcadas fueron identificadas por microscopia de fluorescencia utilizando un anticuerpo 

primario anti BrdU y un anticuerpo secundario conjugado a  Fluoresceína-isotiocianato (FITC, 

Sigma). 
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Cuantificación del AMPc intracelular 

 

Células PCCl3 transfectadas con ARNi contra CAP, fueron crecidas en placa de 24 

pocillos hasta alcanzar confluencia. Posteriormente, fueron lavadas con Solución salina 

balanceada de Hanks’ sin Ca2+/Mg2+, e incubadas durante 2 horas en medio fresco con 0.5�Ci de 
3H-adenina (PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA). Las células fueron tratadas con TSH por 

30 minutos. La reacción fue detenida con tricloro acético 1.2 M y la posterior neutralización con 

KOH 4 N. El AMPc fue aislado a través de una cromatografía de 2 columnas [107] y la 

radioactividad contada en contador de centelleo. 
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RReessuull ttaaddooss  

 
Purificación y fosforilación de Rap1b 

 

Con el objeto de estudiar la influencia de la fosforilación dependiente de PKA 

sobre la estructura de Rap1b, se llevó a cabo la expresión y purificación de la proteína de 

fusión His-Rap1b a partir de E. coli, utilizando construcciones de una mutante de Rap1b 

constitutivamente activa (G12V) y la misma mutante fosforilada por PKA en S179 (Rap1-

P).  

La construcción de mutantes fosfomiméticas por sustitución aminoacídica en el 

sitio de fosforilación, es una estrategia habitual para el estudio de los efectos de la 

fosforilación sobre la actividad biológica y estructura de una proteína. Residuos que 

presentan cadenas laterales negativamente cargadas, como el ácido glutámico o aspártico, 

son potencialmente capaces de imitar los efectos de la fosforilación dependiente quinasas. 

Para validar el uso de una mutante de fosfomimética de Rap1b como herramienta para 

dilucidar el papel de la fosforilación en la biología y estructura de Rap1b, se expresó y 

purificó la mutante fosfomimética G12V-S179D (Rap1-D). 

La fosforilación de Rap1 se realizó en E. coli, a través de una novedosa estrategia 

en la que se coexpresaron, en vectores compatibles e independientes, el sustrato (His-

G12V Rap1b) y la subunidad catalítica de la quinasa (cPKA). La fosforilación fue 

confirmada a través de de Western Blot utilizando un antisuero policlonal anti-Fosfo Rap1 

(figura 6 ). 

 

Rap1b    Rap1-D   Rap1-P

α P-Rap1b

α Rap1b

Rap1b    Rap1-D   Rap1-P

α P-Rap1b

α Rap1b

α P-Rap1b

α Rap1b

 

 

Figura 6. Caracterización de mutantes de Rap1b obtenidas a partir de E.coli. WB confirmando la 

identidad de las proteínas purificadas y su fosforilación, empleando un anticuerpo policlonal anti-Rap1b 

(Proteintech Group, inc) y un policlonal anti-Rap1b-P (in-house), respectivamente. 
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Debido a una alta actividad quinasa, producto de la sobre-expresión cPKA en E. 

coli, fue necesario optimizar los tiempos de inducción con IPTG para evitar eventos de 

fosforilación inespecíficos. La identidad de la proteína fosforilada bajo las condiciones 

seleccionadas fue caracterizada mediante espectrometría de masa. Para ello, Rap1-P fue 

tratada con clostripain, una proteasa que digiere enlaces peptídicos del lado carboxilo de 

una arginina, liberando el péptido C-terminal KKSSGQLL. La masa esperada para el 

péptido terminal protonado no fosforilado fue 860,52Da. Sin embargo, considerando que la 

ganancia neta en la masa molecular de un péptido fosforilado es de 80Da, la presencia de 

un ion de masa molecular de 940.52Da resultó ser un claro candidato a ser el péptido C-

terminal fosforilado en S179 o S180. Estudios por MSMS del ion de 940.52 determinaron 

la presencia de un ion de 842,52Da, originado a partir de la pérdida de 98Da debida a la β-

eliminación de un H3PO4 (figura 7). Asimismo, la fragmentación por MSMS sugirió que el 

ion b3-H3PO4 correspondería al péptido KKpS, mientras que la presencia de y5 

correspondería al péptido SGQLL sin fosforilar. Estas observaciones confirmaron los 

resultados obtenidos in vivo [108], y fueron una fuerte evidencia que la proteína purificada 

a partir de cultivos de E. coli se encontraba fosforilada en S179.  
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Figura 7. Análisis por fragmentación por MSMS del ion 940.52 obtenido a partir de la digestión 
proteolítica de P-Rap1b. 

 
 
 

Análisis de la integridad estructural 

 

Durante el proceso de purificación, las proteínas pueden sufrir desnaturalización 

parcial o total, lo que conduciría a una perdida de la actividad. Para determinar la 

integridad estructural y el correcto plegamiento de las proteínas purificadas, se llevaron a 

cabo ensayos de dicroísmo circular, contenido nucleotídico, carga diferencial de nucleótido 

y ensayos de interacción con efectores. 

 

Dicroísmo Circular 

 

Los espectros de dicroísmo circular obtenidos en la región del ultravioleta lejano 

para Rap1b y Rap1-D, fueron similares y correspondieron a una mezcla de estructuras 
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alpha y beta (figura 8A). Asimismo, las temperaturas de fusión tampoco presentaron 

diferencias significativas (figura 8B). De esta forma, el análisis por dicroísmo circular 

sugirió que la presencia de un residuo fosfomimético no induce modificaciones en la 

estructura secundaria. 
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Figura 8. Espectros obtenidos por Dicroísmo Circular para Rap1b y Rap1-D. La estructura secundaria 
A) y temperatura de fusión B) para Rap1b-G12V y Rap1b-G12V-S179D fueron calculadas por dicroidismo 
circular y utilizadas para confirmar la integridad proteica y compara potenciales cambios inducidos por la 
fosforilación sobre la estructura secundaria.   
 

Análisis Nucleotídico 

 

El nucleótido unido a la proteína purificada fue analizado por FPLC. Bajo las 

condiciones de purificación seleccionadas, el 70-75% de la proteína se encontraba cargada 

con GTP (figura9). 

 

 
Figura 9. Cuantificación del nucleótido unido a  las proteínas purificadas a partir de E. coli. Los 

porcentajes de  los nucleótidos unidos en las proteínas purificadas fueron medidos por FPLC. 
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Ensayo de Activación 

 

Como se mencionara anteriormente, Rap1b alterna entre un estado activado (unido 

a GTP) y un estado inactivado (dependiente de GDP). Solo en su estado activado, Rap1b 

posee la capacidad de interactuar con sus efectores, entre ellos RalGDS [109]. Con el 

objeto de analizar si las proteínas purificadas retienen su capacidad biológica, reflejada en 

su capacidad de unir in vitro GTP o GDP e interactuar diferencialmente con RalGDS, 

analizando al mismo tiempo el efecto de la fosforilación sobre dicha asociación, se 

llevaron a cabo ensayos de interacción con el dominio de unión a Rap de RalGDS (RBD), 

expresado como proteína de fusión a GST.  

Como era de esperar, se observó una fuerte interacción entre el GST-RBD  y las 

distintas proteínas cargadas con GTP, sin que se observarsen cambios significativos en 

dicha interacción como producto de la fosforilación. Sin embargo, a diferencia de lo que 

ocurriera con Rap1b-G12V, donde solo hay interacción con el RBD en el estado GTP, en 

el caso de la proteína fosforilada y la fosfomimética se observó una interacción con el 

RBD aún con la proteína cargada con GDP (figura 10). 

 

 

 
Figura 10. Ensayo de activación de Rap1b. Las propiedades funcionales de las mutantes de Rap1b fueron 

confirmadas a través de la carga nucleotídica e interacción con el RBD del RalGDS. Para ello se incubaron 

1µg de Rap1b, Rap1b-P o Rap1b-D, con 10µg de GST-RalGDS-RBD y precipitados con una resina de 

glutatión-agarosa. El precipitado fue posteriormente analizado por Western Blot utilizando anticuerpos 

monoclonales contra HA y GST. 
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Activación de Rap1b mediada por PKA 

 

Con el fin de evaluar si el reconocimiento del RBD por la fosfo-Rap1b-GDP no era 

un artefacto de la purificación de la proteína a partir de bacteria, sino que verdaderamente 

era una propiedad de la misma, analizamos la activación por fosforilación de Rap1b en 

células de mamífero. Células HEK 293T fueron cotransfectadas con HA-Rap1b (S179 o 

S179A) y la subunidad catalítica de PKA (cPKA) o una mutante de Epac constitutivamente 

activa (∆Epac). El uso de células HEK nos permitió tener a Rap1 postraduccionalmente 

modificada e independizarnos de la inducción mediada por el AMPc al transfectar con las 

mutantes constitutivamente activas de Epac y PKA. Dentro de este marco, ∆Epac fue 

capaz de activar tanto a la versión salvaje de Rap1b, como a la mutante S179A. Por su 

lado, la PKA presentó también la capacidad de mediar la activación de Rap1b, pero la 

misma fue solo observada para el caso de Rap1 salvaje, demostrando que a diferencia de lo 

que ocurre en el caso de la activación mediada por Epac, la activación dependiente de PKA 

requiere de la fosforilación en S179 (figura 11).  

 

 

Rap1b-WTRap1b-S179A

Active Rap1

Total Rap1

∆∆∆∆Epac - +      - - +     -

cPKA +      - - +     - -

Rap1b-WTRap1b-S179A

Active Rap1

Total Rap1

∆∆∆∆Epac - +      - - +     -

cPKA +      - - +     - -

 
Figura 11. activación de Rap1b mediada por cPKA. células HEK fueron cotransfectadas con HA-Rap1 

salvaje o HA-Rap1-S179A, y la subunidad catalítica de PKA (cPKA) o una mutante de Epac 

constitutivamente activa (∆Epac). La activación de Rap1 fue medida mediante la precipitación con 10µg de 

GST-RalGDS-RBD pre-unida a una resina de glutatión-agarosa y posteriormente analizadas por Western Blot 

utilizando anticuerpos monoclonales contra HA. 
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Activación de Rap1b en células de tiroides  

 

Efecto de la inhibición de PKA sobre la cinética de activación de Rap1 

 

Con el objetivo de comprobar la importancia biológica de la fosforilación en S179 

sobre la activación de Rap en respuesta al aumento de AMPc, decidimos utilizar un 

sistema recientemente descripto [86], donde PKA y Epac se encuentran sinérgicamente 

involucradas en la acción mitogénica mediada por la TSH (hormona estimulante de la 

tiroides). El análisis de la cinética de activación de Rap1 en una línea de células PCCl3 

(tiroides de rata), nos permitió observar que durante la inducción con TSH, Rap1 es 

rápidamente activada y permanece en estado activo al menos por 30 min. No obstante, la 

inhibición farmacológica de PKA llevó a una activación solo transciente, indicando un 

potencial rol de PKA en la fase sostenida de la activación dependiente de TSH (figura 12A 

y B). 

 

                                                               A                                                                       B 

 
Figura 12. Cinética de activación de Rap1b mediada por TSH.  A) Células PCCL3 fueron hambreadas 

por 16 horas medio Coons con 02% BSA, seguido por la estimulación con agonista. La inhibición de PKA se 

llevó a cabo preincubando los cultivos celulares durante 20 minutos con H89 (10 �M) o DMSO como 

control. La incubación con TSH se realizó a los tiempos indicados. Las células fueron lisadas y la activación 

de Rap se midió a través la precipitación con 10µg de GST-RalGDS-RBD pre-unida a una resina de 

glutatión-agarosa y posteriormente analizadas por Western Blot utilizando anticuerpos monoclonales contra 

HA. B) Cuantificación de los resultados vistos por Western Blot y normalizados contra la expresión total de 

Rap1b.   
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Efecto de la activación selectiva de PKA sobre la activación de Rap1b 

  

Para determinar si la fosforilación de Rap resultaba suficiente para reproducir los 

efectos de la fase sostenida de la activación mediada por TSH, se utilizó un análogo del 

AMPc capaz de activar, especifica y exclusivamente, la vía dependiente de PKA. Este 

análogo logró restablecer la componente sensible a H89, demostrando una cinética de 

activación de Rap consistente a la fase sostenida observada anteriormente (figura 13).  

 

Rap Total

min

6-Bz-AMPc (300uM)

GTP-Rap

Rap Total

min

6-Bz-AMPc (300uM)

GTP-Rap

 
Figura 13. activación de Rap1b por PKA en células de tiroides.  células PCCL3 fueron hambreadas por 

16 horas medio Coons/02% BSA seguido por la estimulación con el análogo de AMPc especifico de PKA, 

(6-Bz-AMPc, 300�M). Las células fueron lisadas y la activación de Rap se midió a través la precipitación 

con 10µg de GST-RalGDS-RBD pre-unida a una resina de glutatión-agarosa y posteriormente analizadas por 

Western Blot utilizando anticuerpos monoclonales contra HA. 

  

 

 Estos resultados indicarían que la capacidad de PKA de inducir la activación de 

Rap depende estrictamente de la fosforilación en S179.  Como consecuencia de ello, 

podemos hipotetizar que una modificación en el extremo C-terminal de Rap1b estaría 

siendo transmitida al dominio efector ubicado en el extremo N-terminal, denotando la 

existencia de un efecto alostérico de la fosforilación sobre el dominio de reconocimiento 

de efectores. 

  Para comprobar esta hipótesis y analizar los posibles cambios conformacionales 

inducidos por la fosforilación en S179 sobre el dominio efector, se utilizó el intercambio 

hidrógeno/deuterio (H/D) asociado a espectrometría de masa (DXMS). 
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Fragmentación proteolítica de Rap1b 

 

La espectrometría de masa como herramienta para la identificación regiones dentro 

de una proteína que presenten intercambio diferencial hidrógeno/deuterio depende 

estrictamente de la capacidad de fragmentar la proteína y generar mapas peptídicos que 

cubran la mayor parte de la secuencia proteica. Las condiciones optimas de fragmentación 

fueron determinadas digiriendo la Rap1b dentro una columna de pepsina en presencia de 

distintas concentraciones de un agente desnaturalizante (GuHCl). El producto de 

proteolisis fue colectado por fase reversa utilizando una columna C-18 y los péptidos 

resultantes analizados por MS. El mejor mapa peptídico de Rap1b, con 43 péptidos y 98% 

de cobertura de la secuencia, se obtuvo a una concentración final de GuHCl de 2M (figura 

14).   
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Figura 14. Mapa de digestión con pepsina de Rap1b en presencia de una concentración final de 

GuHCl 2M . El mapa de digestión optimo fue obtenido en columna de pepsina en presencia de GuHCl 2M. 

Los péptidos fueron colectados por fase reversa y posteriormente analizados por MS.  
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 DXMS  

 

El DXMS es una técnica de gran sensibilidad que permite identificar cambios 

estructurales y la dinámica que acompañan a las modificaciones conformacionales de una 

proteína [108]. Mediante esta técnica se monitorea el intercambio de hidrógenos amida en 

el esqueleto de la proteína por el isótopo pesado del hidrógeno, el deuterio, presente en el 

solvente de intercambio. Este intercambio H/D, que resulta en un aumento en la masa del 

péptido, solo se lleva a cabo si el hidrógeno se encuentra completamente expuesto. 

Mientras que los hidrógenos unidos covalentemente a átomos de carbono no intercambian, 

aquellos hidrógenos involucrados en uniones puente de hidrógeno u ocultos dentro de la 

proteína, presentan una velocidad de intercambio muy lenta y los hidrógenos presentes en 

loops flexibles expuestos al solvente, exhibe generalmente una alta velocidad de 

intercambio que los hace indetectables. De esta forma, los hidrógenos amida de las uniones 

peptídicas fueron utilizados como sensores de la accesibilidad de cada residuo al solvente 

acuoso y su velocidad del intercambio H/D una evidencia de los cambios conformacionales 

inducidos por la fosforilación en S179 (figura 15). 
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Figura 15. Protocolo de preparación de muestras para análisis por DXMS. Los mapas de fragmentación 

se llevaron a cabo con la proteína sin deuterar. El intercambio se realizó deteniendo la reacción en 

condiciones acídicas a distintos tiempos. Las proteínas fueron desnaturalizadas y sometidas a proteolisis. Los 

péptidos y la cuantificación de deuterio se hizo a través de HPLC y MS.  
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Los ensayos de DXMS se realizaron utilizando G12V (Rap1b), G12V fosforilada 

(Rap1-P) y Rap1-D. El intercambio de deuterio fue monitoreado en función del tiempo y la 

reacción rápidamente detenida en condiciones acídicas, para ser luego digerida y analizada 

por MS.  El perfil cinético de los péptidos analizados (figura 16) demostró que la 

fosforilación indujo un aumento en la incorporación de deuterio en todas las regiones que 

presentaron intercambio diferencial y que Rap1-P y Rap1-D presentan un intercambio casi 

idéntico, hecho que valida la utilización de ésta última como mutante fosfomimética. 
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Figura 16. Perfil cinético de los péptidos analizados.
Número de deuterones incorporados en función del tiempo (10-
3000s) a péptidos provenientes de Rap1b (�), Rap1-P (♦) y 
Rap1-D (■)
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Los péptidos que presentaron diferencias significativas en la incorporación de 

deuterio entre el estado fosforilado y no fosforilado, se encontraron distribuidos en 

regiones discretas dentro de la proteína. El fragmento C-terminal 160-184 (incluye el α5 y 

la región hipervariable), parcialmente inaccesible en la forma no fosforilada, mostró un 

intercambio rápido en el estado fosforilado. Sorprendentemente, los loops flexibles 

correspondientes al switch I (32-40, α1-β2 loop) y al switch II (60-76, β3-α2 loop y α2) 

presentaron un intercambio mayor como consecuencia de la fosforilación, según fuera 

puesto en evidencia por los péptidos 29-37 y 53-64, respectivamente. De manera similar, 

otras cuatro regiones de la proteína representadas por los péptidos  40-52 (β2 y β2-β3 

loop), 83-96 (β4-α3 loop y α3), 102-113 (α3-β5 loop) y 123-134 (β5-α4 loop y α4), 

mostraron cambios conformacionales inducidos por la fosforilación (figura 17A).  

El gráfico en la figura 17B, muestra las diferencias en la incorporación de deuterio 

encontradas entre Rap1-P/Rap1-D y Rap1 a los 10 segundos de iniciada la reacción. Como 

fuera mencionado, los perfiles para Rap1-D y Rap1-P resultaron ser idénticos y en general, 

se observó un mayor intercambio para la proteína fosforilada y la fosfomimética, que para 

la proteína sin fosforilar.  

Debido a que las estructuras de Rap1 disponibles han sido resueltas a partir de la 

proteína truncada, la cual no posee el fragmento C-terminal (residuos 167-184), y como 

consecuencia de ello tampoco el sitio de fosforilación (S179), las principales diferencias en 

el intercambio fueron mapeadas en la estructura cristalina de Rap1a unida al GppNHp 

[18](figura 18).  
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Figura 17. Resumen del intercambio hidrógeno/deuterio inducido por la fosforilación.  A) Estructura 

secundaria de Rap1b, sobre el porcentaje de incorporación de deuterio en el tiempo (10, 30, 300s) en una 

escala de colores para péptidos representativos. B) Diferencia en el numero de deuterones a los 10s entre 

G12V-S179D (Rap1D) o G12V fosforilada (Rap1P), y G12V (Rap1b). 
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Figura 18. Mapeo de regiones de alto intercambio H/D inducido por fosforilación. Los péptidos que 

mostraron la mayor diferencia en el intercambio fueron mapeados y sus perfiles cinéticos (10-3000s) 

mostrados sobre la estructura de Rap1a (1-166)-GppNHp (La estructura de Rap1a en verde, los péptidos 

correspondientes en rojo y el nucleótido en amarillo). En la figura originada en PyMol, se visualiza de 

izquierda a derecha una rotación de 180oC. 

  

 

La carencia de una estructura de Rap1b completa nos llevó  a comparar los cambios 

observados en el intercambio H/D a través de conformeros de baja energía de estructura 

conocida. Estructuras del extremo C-terminal fueron modeladas a partir de algoritmos de 

predicción jerárquicos que involucraron la construcción y agrupación de las estructuras del 

loop, optimización de cadenas laterales y minimización de la energía.  

En base a simulaciones, se demostró que el extremo C-terminal de K-Ras (muy 

similar en secuencia al extremo C-terminal de Rap1b) toma una conformación tal que la 

sección media del loop C-terminal se posiciona cerca del la región de giro β2-β3 (Gorfe et 

al, resultados no publicados). Nos planteamos, entonces, la posibilidad que el extremo C-
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terminal de Rap1b interactúe con la misma región de la proteína. La figura 19 muestra una 

colección de estructuras de baja energía, donde cargas positivas presentes en el C-terminal 

de Rap1b se posicionan dentro de los 5-8Å de los residuos negativamente cargados E45 y 

D47, en el giro β2-β3. De acuerdo con este modelo, el dominio polibásico en el extremo C-

terminal interactuaría dinámicamente con la región cargada negativamente en el giro β2-β3 

(I.e. E45, D47). La fosforilación en S179, vecina a la región polibásica, incorporaría una 

carga negativa repulsiva que aumentaría le flexibilidad del giro β2-β3, que podría ser 

trasmitido al switch I y al switch II a través de β2 y β3 respectivamente.  

 

 
Figura 19. Modelo propuesto para el efecto alostérico inducido por fosforilación. El modelado de las 

conformaciones del C-terminal (plateado) se realizó como una extensión de la estructura publicada de Rap1a 

(verde), donde se destacan la región polibásica (azul) y el sitio de fosforilación (amarillo). Se indican además, 

los potenciales sitios de interacción electroestática entre la región polibásica y los residuos acídicos E45/D47 

(rojo), y se visualiza la conexión entre las cadenas β2-β3 (celeste) y los switch I y II (gris). 
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En un intento de expandir el modelo presentado en la figura 16, se llevó a cabo el 

modelado de Rap1b en su estado fosforilado. En este caso, debido a la ausencia de 

restricciones, el espacio conformacional resultó ser demasiado grande como para asignar 

especial significancia a una estructura en particular. Aún así, consistentemente con nuestro 

modelo, se puede concluir a partir de todas las estructuras obtenidas que el residuo 

fosforilado y cargado negativamente, interactuaría con cargas positivas de residuos 

presentes en la región polibásica u otra parte de la proteína, alterando directa o 

indirectamente la interacción con el loop β2-β3. Ejemplos de estas estructuras son 

presentados en la figura 20.  

 

 

I II IIII II III

 

 
Figura 20. Modelado sin restricciones de la estructura de Rap1b fosforilada. El modelado se realizó 
como una extensión de la estructura publicada de Rap1a (verde). Se destacan los Switch I y II (gris), cadenas 
β2-β3 (celeste), el C-terminal modelado (amarillo), los residuos del loop β2-β3 cargados negativamente 
(rojo), el pS179 (rojo), residuos positivos (azul) y estabilizadores (naranja). En todos los casos el pS179, de 
carga negativa, interacciona con residuos cargados positivamente. Ejemplos de estas interacciones son la 
interacción con la región polibásica (K177, derecha) u otras partes de la proteína (R2, medio, y R167/R180, 
derecha). 
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Estructura Cristalográfica de Rap1b  

 

 Un primer paso para la confirmación del modelo obtenido, fue la obtención de 

cristales y la resolución de la estructura de la version de tamaño completo de Rap1b-

G12V-S179D (Rap1-D). En la figura 21A, comparamos las estructuras conocidas de Ras, 

Rap1a y la recien obtenida para Rap1-D. A diferencia de las estructuras de Ras y Rap1a, la 

estructura de Rap1b no fue resuelta a partir de un complejo con otra proteína, sino que a 

partir de Rap1b por si sola. Como resultado de la estructura obtenida para Rap1b, puedo 

comprobarse que el modelo III de la figura 20A era el que mas se aproxima a la ubicación 

espacial presentada por el C-terminal (verde) de la mutante fosfomimetica de Rap. 

Además, puede observarse que a diferencia de lo que ocurre normalmente para el resto de 

las proteínas G de la familia, donde T35 del switch I y G60 ubicada en el switch II 

interactuan con el fosfato γ del GTP, en el caso de Rap1-D la interacción del nucleótido 

con T35 y G60 se pierde. En su lugar el fosfato γ forma nuevos contactos con D33 y P34, 

mientras que el switch II ya no contacta al GTP (figura 21B).     
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 A

 

B 

 
Figura 21. Estructuras conocidas de Rap1b. A) De izquierda a derecha, estructuras de Ras, Rap1a y 

Rap1b, respectivamente. Se indican el análogo de AMPc utilizado (amarillo) y los switch I y II (rojo y azul, 

respectivamente) y el fragmento C-terminal, ausente en Ras y Rap1a. B) Ampliación de la imagen en A, 

mostrando el detalle de los nucleótidos que interaccionas con el AMPc.  
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DDiissccuussiióónn  

  

La fosforilación puede llevar a la activación o inhibición de una actividad 

enzimática, induciendo cambios conformacionales que modifiquen el reconocimiento de 

efectores o creando nuevas superficies de interacción con efectores. En el caso particular 

de Rap1, la fosforilación no afecta su localización intracelular general (datos propios no 

mostrados), los valores basales de intercambio GDP/GTP, la velocidad intrínseca de 

degradación de GTP o su habilidad de ser estimulada por una Rap-GAP citosólica [88]. Sin 

embargo, evidencias del rol regulatorio de la fosforilación de Rap1 han sido descriptas para 

Citocromo b558 [92] y Raf-1 [93]. En estos casos, la fosforilación modula negativamente 

la habilidad de Rap1 de asociarse a estas proteínas. No obstante, es todavía hoy una 

incógnita el papel que juega la la fosforilación de la S179 y la influencia de la misma sobre 

la región de reconocimiento de efectores ubicada en el extremo N-terminal. 

Como primera medida, a fin de analizar los cambios conformacionales inducidos 

por la fosforilación dependiente de PKA sobre la conformación de Rap1b, se expresaron y 

purificaron, a partir de E. coli, las versiones fosforilada (Rap1-P), fosfomimética (S179D, 

Rap1-D) y no fosforilada (Rap1b) de Rap1. La fosforilación de Rap1b fue obtenida a 

través de una novedosa técnica de cotransformación de quinasa y sustrato (cPKA y Rap1b, 

respectivamente) y confirmada por WB y MS. La ausencia de cambios significativos en las 

estructuras secundarias de las proteína purificadas fueron demostrados por dicroísmo 

circular. Ensayos de activación fueron utilizados para comprobar el correcto plegamiento 

las proteínas purificadas y la retención de su función biológica, evidenciada a través de su 

capacidad de poder ser cargadas in vitro con GTP o GDP e interactuar específicamente con 

el RBD de RalGDS. Estos ensayos permitieron comprobar también que las diferencias 

observadas entre las proteínas fosforiladas y no fosforiladas en el intercambio H/D no se 

debieron a un plegamiento diferencial, ni a una desnaturalización parcial o total de las 

mismas.  

La capacidad de interacción con el GST-RBD que demostraron las proteínas 

fosforiladas y fosfomiméticas en su conformación inactivada, así como la capacidad de 

PKA de inducir la activación de Rap1 dependiendo estrictamente del estado de 
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fosforilación de la misma, son observaciones consistentes con un efecto alostérico de la 

fosforilación sobre el dominio efector de Rap1.  

Con el objeto de disectar el posible efecto alostérico desde el punto de vista 

estructural, se analizaron a través del DXMS los cambios en la accesibilidad al solvente 

inducidos por la fosforilación de Rap1b, considerando que estos cambios estarían 

reflejando la exposición de regiones originalmente ocultas en la proteína sin fosforilar.   

Como era previsible, Rap1b presentó una alta incorporación de deuterio en las 

regiones flexibles correspondientes a los switch I y II, mientras que las regiones 

involucradas en el anclaje del nucleótido (loop P residuos 10-17) y los residuos 116-119 y 

147-149, que interaccionan con la base del nucleótido, se encuentran ocultos en regiones 

menos flexibles. P-Rap1b presentó un intercambio aumentado en regiones discretas dentro 

de la proteína, como lo fue el caso del dominio efector y el extremo C-terminal. La 

mutante fosfomimética Rap1-D, exhibió una cinética de incorporación de deuterio idéntica 

a la de Rap1-P, confirmando las suposiciones funcionales desde el punto de vista 

conformacional. 

El hecho que cambios conformacionales inducidos por la fosforilación en el 

extremo C-terminal sean acompañados por cambios en el domino efector, es compatible 

con un efecto alostérico de la fosforilación sobre este dominio. Aún así, vista la 

importancia estructural del extremo C-terminal de una pequeña GTPasa como un novel 

elemento de reconocimiento para la interacción con efectores [110] y la rápida exposición 

que observamos para el C-terminal de Rap1 en el estado fosforilado, podría además 

considerarse la existencia de un dominio de unión a efectores en el extremo C-terminal de 

Rap1b, regulado por la fosforilación en S179. Por otra parte, es sabido que Ras es capaz de 

activar distintas vías de señalización según su localización subcelular y, que en el caso de 

K-Ras, la fosforilación por PKC en S181 es capaz de modular su compartimentalización 

[111]. Nuestros resultados demostraron que la fosforilación de Rap1 indujo un aumento en 

la incorporación de deuterio en distintas regiones a lo largo de la proteína; No podemos 

descartar entonces, que alguna de estas regiones expuestas diferencialmente al solvente en 

el estado fosforilado, no solo este involucrada en la comunicación entre el C-terminal y los 

loops de interacción con efectores, sino que además sea una nueva superficie de contacto 

para efectores. En este sentido, se ha identificado un pequeño de dominio de Rap1 
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(residuos 85-89), implicado en la localización subcelular [112]. Este dominio, coincide con 

una de las regiones en las que observamos mayor intercambio H/D, el péptido 82-96, con 

lo cual podríamos razonar que el receptor para este dominio, podría ser sensible a 

regulación por fosforilación y de este modo dirija la localización subcelular de un pool de 

Rap1.   

 El modelo teórico de la estructura de Rap1b fue consistente con nuestros 

resultados experimentales, donde el péptido C-terminal (conteniendo la región polibásica y 

el sitio de fosforilación), péptidos 29-37 (switch I), 53-64 (switch II) y 40-52 (conteniendo 

el giro negativamente cargado β2-β3) representaron las regiones de mayor intercambio 

H/D como resultado de la fosforilación. Es importante destacar, también en conformidad 

con este modelo, que simulaciones dinámicas con Ras sugieren la existencia de una 

isoforma especifica que presenta una interconexión entre el C-terminal y el giro β2-β3, que 

afectaría alostericamente los dominios de unión al nucleótido y el dominio efector [113, 

114]. Sumado a ello, la sustitución en K-Ras de los residuos negativamente cargados (I.e., 

residuos D47 y E49) controlan la orientación de Ras en la membrana y la señalización 

[115].  

En un intento de expandir el modelo propuesto para Rap1b, se elaboro un modelo 

de Rap1b en su estado fosforilado. Si bien la falta de restricciones en el espacio 

conformacional resultó ser demasiado grande como para asignar especial importancia a 

una estructura en particular, se puede concluir a partir de todas las estructuras obtenidas 

que el residuo fosforilado y cargado negativamente, interactuaría con cargas positivas de 

residuos presentes en la región polibásica u otra parte de la proteína, alterando directa o 

indirectamente la interacción con el loop β2-β3.  

La posterior resolución de una estructura cristalina de Rap1-D, nos permitió 

comprobar que se pierde la interacción entre el GTP y los residuos T35 del switch I y G60 

del switch II. Se crean en este caso nuevos contactos entre el fosfato γ del GTP con D33 y 

P34, mientras que el switch II ya no contacta al nucleótido. Esto último podría deberse a 

que la disposición espacial del C-terminal de la proteína fosfomimética no sea exactamente 

la prevista por modelo, por lo que no sería a través del loop β2-β3 que afecta 

alostericamente al loop efector, sino que sería directamente a través de la interacción con el 

switch II. La resolución de la estructura de la mutante no fosforilable y ensayos de 
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mutagénesis de los posibles residuos involucrados serán una herramienta de fundamental 

importancia para develar el mecanismo implicado.  

Una conexión entre el dominio de unión del nucleótido y la región de anclaje a la 

membrana en el C-terminal fue originalmente propuesta en Ras para explicar la 

segregación lateral dependiente de GTP en la membrana plasmática [116]. Las proteínas 

Ras no se encuentran homogéneamente distribuidas en las distintas membranas, sino que 

existe una fracción fija de Ras-GTP (~40%) en la membrana plasmática, la cual se 

encuentra organizada en nanoclusters compuesto de 7 moléculas de Ras formando un 

complejo inmóvil, mientras que el 60% restante representa la fracción monomérica, 

soluble y móvil de Ras [117]. El ensamblado de los nanoclusters de Ras es imprescindible 

para el reclutamiento de efectores y la eficiente señalización [118-120].  

Significativamente, la fosforilación de la S181 de K-Ras, vecina al dominio polibásico C-

terminal, tiene un efecto negativo sobre la formación del cluster e indirectamente sobre el 

reclutamiento de efectores. Sorprendentemente, sin embargo, la fosforilación de K-Ras ha 

demostrado tener un efecto positivo en la señalización [119]. Sumado a ello, la 

fosforilación mediada por PKC en S181de K-Ras provoca la translocación de pK-Ras de la 

membrana plasmática a endomembranas, incluyendo mitocondria, donde por interacción 

con BcKL dispara una respuesta apoptótica [121]. Asumiendo una dependencia alostérica 

similar en K-Ras, nuestros resultados sugerirían que la fosforilación podría tener efectos 

directos sobre la interacción con efectores, potencialmente, aún en ausencia de 

nanoclusters. 

Durante mucho tiempo ha sido considerado que el ciclo de las GTPasas 

representaba un simple switch conformacional entre 2 estados. Sin embargo, es cada día 

mas claro que aún en sus estados nativos (unido a GTP o GDP) debe considerarse la 

existencia de un conjunto múltiple de conformaciones con distintas velocidades de 

intercambio [113, 122-125]. La unión del efector seleccionaría uno de estos conformeros 

pre-existentes, desplazando así el equilibrio. Nuestros resultados sugieren la posibilidad 

que la fosforilación esté directamente “fijando” un estado conformacional, o que 

indirectamente alterando las velocidades de intercambio, actúe como un discriminador 

alostérico de los estados conformacionales, i.e. un switch dependiente de fosforilación que 

este actuando en paralelo al switch canónico dependiente de nucleótido.  
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Como consecuencia de estas observaciones, el próximo objetivo fue la 

identificación nuevos efectores de Rap1b, que presenten en su accionar una dependencia 

de la fosforilación en la S179 de Rap1b.  
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RReessuull ttaaddooss  

  

Identificación de nuevos efectores de Rap1b 

 

Rap1b ha sido involucrada en una gran variedad de acciones biológicas, aunque la 

influencia de la fosforilación de Rap1b sobre su función es aún hoy poco clara. Un 

objetivo general de nuestro grupo de investigación es la identificación de proteínas cuya 

interacción con Rap1b sea modulada por la fosforilación. Dentro de este marco de trabajo, 

se llevaron a cabo ensayos de doble hibrido en levadura, utilizando la doble mutante de 

Rap1b, G12V-S179D (Rap1-D), en la conformación carnada, contra una biblioteca de 

péptidos proveniente de cerebro humano. Como control negativo se empleó una mutante 

no fosforilable, Rap1b-G12V-S179A (Rap1-A). En la tabla 1 figuran los clones 

identificados por esta técnica. Sobre la columna de la izquierda se encuentran los clones 

para la interacción con Rap1-D, es decir, los que exhibieron mayor crecimiento en medio 

de selección de la interacción y mayor coloración en ensayos de actividad β-galactosidasa 

en placa. En tanto, en la columna de la derecha figuran los clones que interactuaron con 

Rap1-A. La presencia de un mismo clone en ambas columnas sería indicativo de una 

interacción con ambas versiones de Rap y, por ende, independiente de la fosforilación. 

Entre los clones que presentaron una interacción con Rap1-D en los ensayos de 

actividad β-galactosidasa en placa, atrajo especial atención la presencia de un péptido de 

145 aminoácidos correspondiente al C-terminal de CAP1 (Proteína asociada a la adenilil 

ciclasa 1). Esta interacción nos resultó interesante ya que en Saccharomyces cerevisiae 

CAP había sido implicada en la activación de la adenilil ciclasa y la organización del 

citoesqueleto. Particularmente, se observó que en Saccharomyces el N-terminal de CAP1 

interacciona con Ras y la adenilil ciclasa, estimulando un aumento en los niveles de 

AMPc, mientras que el C-terminal esta involucrado en la organización del filamento de 

actina [126]. Sumado a esto, considerando que la inducción de la proliferación por AMPc 

[83] estaría mediada por la rápida fosforilación [33] y activación de Rap1b [84, 86], nos 

pareció de gran relevancia evaluar el rol de la interacción entre Rap1b y CAP1 sobre dicha 

acción.  
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Rap1b-G12V-S179D Rap1b-G12V-S179A

ATPase ATPase

WDR1 OTUD5

CAP1 Nucleora protein 4(NOLP) 

Contactin2 profilin2

RalGDS RalGDS

Cdc4 RGL

Fbox WD40 

FBXW7

Ubiquitin activating enzyme E1

Rab2

RalGDA

Cryptochrome

Ras Rab interacter 2

RasSF5 D 

RIN1

PHD zinc finger transcription 

Transcriptional factor IGHM enhancer

FLJ14201
Bac clone PR11-556N4  

Tabla 1. Clones identificados en el Rastreo por Doble Hibrido en Levadura. Las construcciones 
de Rap1b-G12V-S179D o Rap1b-G12V-S179A en la conformación carnada, fueron utilizados 
contra una biblioteca de péptidos proveniente de cerebro humano. La tabla muestra los clones con 
actividad β-gal elevada para cada mutante de Rap. 

 

 

 

Colocalización CAP1/Rap1b 

 

La interacción entre Rap1b y CAP1 encontrada por doble hibrido, fue evaluada 

mediante inmunofluorescencia en células de tiroides de rata (PCCl3). Para ello, cultivos 

celulares fueron transfectadas con GFP-Rap1b y posteriormente analizados por 

microscopía, utilizando para el revelado de CAP endógeno un anticuerpo anti-CAP (figura 

22).  
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Figura 22. Co localización Rap1b/CAP1. Células PCCl3, expresando GFP-Rap fueron fijadas y analizadas 

para la colocalización de Rap1b y con CAP endogeno.  

 

 

Caracterización de la interacción Rap1b/CAP1 

 

Evaluación de la dependencia de la fosforilación y nucleótido 

 

Intentando descifrar los detalles moleculares de la interacción entre Rap y CAP en 

células de mamífero, se realizaron ensayos de precipitación (Pull Down), empleando 

distintas mutantes de Rap1b fusionadas a Glutatión S-Transferasa (GST-Rap1b). Como 

primera medida se emplearon Rap1b-G12V (Rap1), Rap1b-G12V-S179A (Rap1-A), 

Rap1b-G12V-S179D (Rap1-D), Rap1b salvaje (Wt) y la mutante dominante negativa 

Rap1-N17 (N17)[127]. Las distintas construcciones de GST-Rap1b fueron cotransfectadas 

junto a HA-CAP1 y sobre-exrpresadas por 48hs. En todos los casos se observó interacción 

entre Rap1b y CAP1 (figura 23). La cotransfección, sobre-expresión y pull down de las 

distintas mutantes de Rap1b fusionadas a GST, no arrojaron diferencias significativas en 

cuanto a la capacidad de Rap1b de interactuar con CAP1, reflejado esto en la capacidad de 

todas las mutantes de Rap1b de arrastrar a CAP del lisado al precipitado. 
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αHA

αGST

Rap1     Rap1-A    Rap1-D    Wt           N17          Vv

+     - +       - +     - +      - +       - +      - FK

αHA

αGST

Rap1     Rap1-A    Rap1-D    Wt           N17          Vv

+     - +       - +     - +      - +       - +      - FK

αHA

αGST

Rap1     Rap1-A    Rap1-D    Wt           N17          Vv

+     - +       - +     - +      - +       - +      - FK

 

 

Figura 23. interacción entre Rap1b y CAP1.  Rap1b salvaje (Wt) y las mutantes de Rap1b, G12V (Rap1), 

G12V-S179A (Rap1-A), G12V-S179D (Rap1-D) y N17 (N17), así como el vector vacío (Vv), como fusión a 

GST, fueron cotransfectadas en un células HEK 293T junto a HA-CAP1. La interacción fue medida mediante 

la precipitación de las GST-Raps a través una resina de glutatión-agarosa y las proteínas unidas a estas fueron 

identificadas por Western Blot utilizando anticuerpos monoclonales contra el epitope HA y GST. 

 

Interacción entre CAP1 y mutantes del dominio efector de Rap1b 

 

En todos los casos conocidos, la unión de los efectores a Rap1b se da a través del 

dominio de unión a efectores (residuos 32 a 40). Por esta razón, se planteo evaluar si la 

interacción con CAP, un potencial efector de Rap1b, se producía también a través de esta 

región de reconocimiento de efectores. Para ello, se utilizaron mutantes de dicho dominio 

que permiten la interacción selectiva con RalGDS, Raf y PI 3-kinase p110α (E37G, 

D38A/E y Y40C, respectivamente), mientras que al mismo tiempo son capaces de abolir la 

interacción con los otros dos efectores [128-130]. Como se observa en la figura 24, 

ninguna de las mutantes, en sus formas fosforilables o fosfomiméticas (S179D), lograron 

inhibir la interacción entre Rap1b y CAP1. 
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+        - +       - +       - +       - +       -

Rap1       37G        38A        38E         Vv

α HA Lisado

αGST 

αHA 

+     - +     - +     - +     - FK

38ED     38AD     37G       40C

+        - +       - +       - +       - +       -

Rap1       37G        38A        38E         Vv

α HA Lisado

αGST 

αHA 

+     - +     - +     - +     - FK

38ED     38AD     37G       40C

+        - +       - +       - +       - +       -

Rap1       37G        38A        38E         Vv

α HA Lisado

αGST 

αHA 

+     - +     - +     - +     - FK

38ED     38AD     37G       40C

 
Figura 24. interacción entre mutantes de sitio de unión a efectores de Rap1b y CAP1.  Las 

mutantes de Rap1b, G12V (Rap1), E37G (37G), D38A (38A), D38E (38E), D38A-S179D 

(38AD), D38E-S179D (38ED) y Y40C (40C),  como fusión a GST, fueron cotransfectadas en un 

células HEK 293T junto a HA-CAP1. La interacción fue medida mediante la precipitación de las 

GST-Raps a través una resina de glutatión-agarosa y las proteínas unidas a estas fueron 

identificadas por Western Blot utilizando anticuerpos monoclonales contra el epitope HA y GST. 

 

 

Los ensayos de pull down nos permitieron confirmar la existencia de una 

interacción física entre Rap1b y CAP1, interacción independiente del contenido 

nucleotídico y del estado fosforilación de Rap1b.  

La existencia en Saccharomyces cerevisiae de una interacción RAS/CAP 

independiente del nucleótido [131], pero dependiente de la isoprenilación de RAS [132], 

nos llevó a razonar que esta interacción podría también estar involucrada en la interacción 

entre Rap1 y CAP. Aunque en Saccharomyces, la asociación de RAS se produce con el 

extremo N-terminal de CAP, mientras que en este caso la interacción entre Rap1 y CAP 

ocurre con el extremo C-terminal de CAP, nos propusimos evaluar la hipotesis de una 

interacción Rap/CAP dependiente de la isoprenilación. 
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Importancia de la isoprenilación en la interacción Rap/CAP 

 

Como fuera mencionado en la introducción, Rap1b sufre una isoprenilación en la 

cisteína 181. Obtuvimos entonces una proteína de fusión entre GST y una mutante de sitio 

de isoprenilación (C181G) de Rap1b. Las construcciones se cotransfectaron, junto a HA-

CAP1, en células HEK 293T y se evalúo la interacción a través de ensayos de Pull Down. 

Estos experimentos nos permitieron confirmar la hipótesis de una interacción Rap/CAP 

dependiente de la isoprenilación de Rap1b (figura 25).  
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Figura 25. interacción entre de Rap1b y CAP1 dependiente de la isoprenilación.  Las mutantes de 

Rap1b, G12V (Rap1) y G12V-C181G (GAAX) como fusión a GST, fueron cotransfectadas en un células 

HEK 293T junto a HA-CAP1. La interacción fue medida mediante la precipitación de las GST-Raps a través 

una resina de glutatión-agarosa y las proteínas unidas a estas fueron identificadas por Western Blot utilizando 

anticuerpos monoclonales contra el epitope HA y GST. 

 

 

Sin embargo, la pérdida de la interacción entre Rap y CAP podría deberse a que la 

localización de la mutante de sitio de isoprenilación de Rap1, sea distinta que la proteína 

isoprenilada. Quisimos descartar hipótesis como razón para la falta de interacción una 

compartimentalización diferencial.  Para ello, llevamos a cabo el ensayo de interacción 

combinando lisados provenientes de cultivos transfectados de manera independiente, ya 

sea con alguna de las variantes de GST-Rap1b o con HA-CAP1 (figura 26A). Con el 
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mismo fin, una segunda estrategia utilizada fue la cotransfección de GST-CAP1 y HA-

Rap1b o HA-Rap1b-GAAX (figura 26B).  

Tanto CAP y Rap1 provenientes de cultivos tranfectados de manera independiente, 

como proteínas expresadas en la conformación opuesta a los ensayos originales (GST-CAP 

y HA-Rap1), presentaron una interacción dependiente de la isoprenilación de Rap1b. 
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Figura 26. interacción entre de Rap1b y CAP1 dependiente de la isoprenilación.  A) Las mutantes de 

Rap1b, G12V (Rap1), N17 (Rap1-17) y G12V-C181G (GAAX) como fusión a GST, por un lado, y HA-

CAP1, por el otro; fueron tansfectadas distintos cultivos de células HEK 293T. B) GST-CAP1 y las mutantes 

de Rap1 G12V (Rap1) y G12V-C181G (GAAX), fusionadas a una cola de histidinas fueron cotransfectadas 

en células HEK 293T. En ambos casos, la interacción fue medida mediante la precipitación de las GST a 

través una resina de glutatión-agarosa y las proteínas unidas a estas fueron identificadas por Western Blot 

utilizando anticuerpos monoclonales contra HA y GST. 

 

Efectos de proteínas reguladoras de Rap1b sobre la interacción Rap1b/CAP 

 

La interacción entre Rap1 y CAP demostró ser independiente del nucleótido y la 

fosforilación. Sin embargo, no podiamos descartar la posibilidad que en las condiciones de 

sobre-expresión que se llevaron a cabo los ensayos de pull down, interacción mediada por 

la isoprenilación de Rap, estuviera enmascarando los efectos del nucleótido o la 

fosforilación. Decidimos confirmar la independencia del nucleotido a traves de una 

segunda estrategia, la cotransfeccion de la variante salvaje de Rap1b junto a proteínas 

reguladoras de su activación, Epac (GEF) y RapGap (GAP). Células HEK 293T fueron 

cotransfectadas con GST-Rap1b, HA-CAP1 y Epac o RapGAP. Los resultados en la figura 
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24 indican que en presencia de Epac los niveles de interacción entre Rap y CAP fueron 

comparables con los vistos en ausencia de proteínas reguladoras, lo que estria indicando 

una independencia del GTP, mientras que la cotransfección con RapGAP provocó un 

aumento en la interacción entre Rap y CAP. Inversamente, en presencia de RapGAP la 

fosforilación de Rap1 fue inhibida. Sumado a esto, el hecho que la sobre-expresión de 

RapGAP logra inducir la completa hidrólisis del GTP, de manera que Rap1 no logra ser 

detectada en ensayos de activación utilizando el el RBD de RalGDS (no mostrado), nos 

llevo a razonar que la proteína unida a GDP y sin fosforilar interactuaría mas fuertemente 

con CAP.  
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Figura 27. Interacción entre de Rap1b y CAP1 en presencia de proteínas reguladoras.  GST-Rap1b 

(salvaje), HA-CAP1 y myc-Epac o HA-RapGAP (en relación 0.5:2:0.5 respectivamente) fueron 

cotransfectadas en células HEK 293T y a las 48hs la interacción fue medida mediante la precipitación de las 

GST a través una resina de glutatión-agarosa y las proteínas unidas a estas fueron identificadas por Western 

Blot utilizando anticuerpos monoclonales contra el epitope HA, P-Rap1b y GST. 

 

Efectos de la fosforilación PKA dependiente sobre la interacción Rap1b/CAP 

 

En modelos de Drosophila y Dictyosteluim, ha sido demostrado que la función de 

CAP requiere de la actividad de PKA, aunque no se ha evaluado aún en ninguno de estos 

sistemas la hipótesis de una regulación dependiente de la fosforilación [133-136]. Sumado 
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a esto, la sobre-expresión de RapGAP dio como resultado un aumento en la interacción 

entre Rap1 y CAP, exhibiendo a la vez una disminución en la fosforilación de Rap1b. Con 

el objeto de evaluar la importancia de la actividad de PKA en la interacción, células HEK 

293 fueron cotransfectadas con HA-CAP y Rap1b-N17, mutante dominante negativa de 

Rap1 que une preferentemente GDP (figura 28). Previo a la inducción con FK, los mismos 

fueron pretratados con H89, un inhibidor de la fosforilación mediada por PKA. La 

inhibición farmacológica de PKA logró reproducir lo visto en el caso de la cotransfección 

con RapGAP, observandose que la proteína no fosforilada y cargada con GDP queda 

retenida mas fuertemente al complejo que forma con CAP.  
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Figura 28. interacción entre de Rap1b y CAP1 en presencia de un inhibidor de la fosforilación 

dependiente de PKA.  La mutante Rap1b-N17 en fusión a una GST y HA-CAP1 fueron cotransfectadas en 

células HEK 293T. 48hs los cultivos fueron tratados con H89 durante 30 minutos, y posteriormente 

inducidos con FK. La interacción fue medida mediante la precipitación de las GST a través una resina de 

glutatión-agarosa y las proteínas unidas a estas fueron identificadas por Western Blot utilizando anticuerpos 

monoclonales contra el epitope HA, P-Rap1b y GST. 
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Acción biológica de la asociación Rap1b y CAP1 

 

Caracterizada la interacción, el próximo paso fue evaluar la existencia de una 

acción biológica mediada por esta interacción y analizar el potencial rol de CAP1 en la 

proliferación celular en un modelo de células de tiroides de rata (PCCl3), donde la acción 

mitogénica del AMPc es mediada por la activación dependiente de Epac y la fosforilación 

por PKA de Rap1b [86].  

 

 

Supresión de la expresión de CAP1 por ARN interferente 

 

Con el objetivo de abolir la expresión de CAP1 en el sistema utilizado, se diseñó un 

ARN interferente (ARNi), generando una secuencia de ARN en forma de horquilla y cuyo 

blanco fuera el transcripto de CAP1. La supresión de la expresión de CAP fue confirmada 

por Western Blot en células HEK 293T (figura 29A) e inmunofluorescencia en células 

PCCl3 (figura 29B).  
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Figura 29. Supresión de la expresión de CAP. A) Células HEK 293 y B) células PCCl3, fueron 
transfectadas con el vector pSIREN transportando el fragmento de CAP para producir un ARNi contra el 
mensajero de CAP. La supresión de la expresión endógena de CAP se midió por Western Blot empleando un 
anticuerpo anti CAP1 y por inmunofluorescencia, respectivamente.  
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Ratificada la eficacia del ARNi de silenciar la expresión de CAP1, células de 

tiroides de rata fueron cotransfectadas con Rap1b-G12V y el ARNi contra CAP1. Se 

cuantifico la proliferación celular, inducida por TSH, como medida de la incorporación de 

Bromodeoxyuridina (figura 30A). El tratamiento con TSH indujo un aumento del 25% en 

la incorporación de BrdU en células control, respecto del control sin tratar. Sin embargo, la 

transfección con ARNi anti-CAP1 produjo una reducción significativa en la incorporación 

de BrdU. La inhibición de la proliferación inducida por la supresión de la expresión de 

CAP1, pudo ser rescatada a través de la sobre-expresión de la mutante Rap, Rap1b-G12V-

S179D. Estos resultados indicarían que CAP1 estaría actuando río arriba de Rap1b en la 

inducción de la mitogénesis mediada por TSH.   

Para confirmar que el efecto inhibitorio de CAP1 era exclusivamente causado por 

la supresión de la expresión de la misma, se diseñó una mutante de CAP1 (C1080A) 

resistente al ARNi (CAP Res). La resistencia fue comprobada por western Blot (30B). 

Como se observa en la figura 30C, esta mutante logró rescatar los efectos inhibitorios del 

ARNi anti-CAP1 sobre la mitogénesis. 
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Figura 30. Inhibición de la mitogénesis dependiente de TSH por 
supresión de la expresión de CAP1. A)Células PCCl3 
cotransfectadas con las construcciones correspondientes, fueron 
marcadas con BrdU y visualizadas por inmunofluorescencia 
utilizando un anticuerpo anti BrdU. B) Células PCCl3, fueron 
transfectadas con el vector pSIREN transportando el fragmento de 
CAP para producir un ARNi contra el mensajero de CAP. La 
expresión endógena de CAP se midió por Western Blot empleando 
un anticuerpo anti CAP1  C) Células PCCl3 cotransfectadas con 
HA-CAP, una mutante de CAP resistente a ARNi (CAP Res), la 
construcción interferente (ARNcap) y un ARN control (ARNneg) 
marcadas con BrdU y visualizadas por inmunofluorescencia 
utilizando un anticuerpo anti BrdU.
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Figura 30. Inhibición de la mitogénesis dependiente de TSH por 
supresión de la expresión de CAP1. A)Células PCCl3 
cotransfectadas con las construcciones correspondientes, fueron 
marcadas con BrdU y visualizadas por inmunofluorescencia 
utilizando un anticuerpo anti BrdU. B) Células PCCl3, fueron 
transfectadas con el vector pSIREN transportando el fragmento de 
CAP para producir un ARNi contra el mensajero de CAP. La 
expresión endógena de CAP se midió por Western Blot empleando 
un anticuerpo anti CAP1  C) Células PCCl3 cotransfectadas con 
HA-CAP, una mutante de CAP resistente a ARNi (CAP Res), la 
construcción interferente (ARNcap) y un ARN control (ARNneg) 
marcadas con BrdU y visualizadas por inmunofluorescencia 
utilizando un anticuerpo anti BrdU.  

 

 

Efectos de CAP1 sobre la activación y fosforilación de Rap1b 

 

Considerando que CAP1 estaría actuando río arriba de Rap1b, decidimos analizar 

el efecto del ARNi anti-CAP sobre la activación y fosforilación de Rap1b. Se observó en  

células PCCl3, donde la producción de CAP1 esta suprimida por la presencia del ARNi 

anti CAP, una inhibición de la activación de Rap1b (31A). De manera similar, la 

fosforilación de Rap1b fue negativamente afectada por la ausencia de CAP1 (31B). De 

acuerdo con estos resultados, CAP1 sería necesaria para la activación y fosforilación de 

Rap1b mediada por AMPc.   
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Figura 31. inhibición de la activación y fosforilación de Rap1b por supresión de la expresión de CAP1. 
A) Ensayos de activación de Rap1 fueron realizados a partir de GST-RalGDS purificado de E.coli y lisados 
de células PCCl3 cotransfectadas con HA-Rap1b y ARNi contra CAP1, y tratadas con FK.  B) células PCCl3 
transfectadas con myc-Rap y tratadas con FK fueron lisadas y sujetas a inmuno precipitación utilizando un 
anticuerpo anti Myc. La presencia de Rap fosforilada en el precipitado fue medida por Western Blot 
utilizando un anticuerpo anti Rap fosforilada. La membrana fue posteriormente despojada del primer 
anticuerpo y reanalizada utilizando un anticuerpo anti myc para detectar Rap total.  
 

 

Efecto de CAP sobre la producción de cAMP 

 

En Saccharomyces, CAP1 estimula a la adenilil ciclasa y induciendo un aumento 

de los niveles de AMPc [137, 138]. Para comprobar si este mecanismo se encontraba 

involucrado en la inducción de la activación y fosforilación de Rap1b, medimos los niveles 

de AMPc en presencia de ARNi anti-CAP. Logramos verificar que la pérdida de la 

expresión de CAP1 produce una disminución en los niveles de AMPc (figura 32).  
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Figura 32. Cuantificación de los niveles de AMPc en presencia de ARNi anti-CAP. Se midieron los 

niveles intracelulares de AMPc en células PCCl3 transfectadas con ARNi contra CAP (ARNi CAP) o ARN 

inespecífico (ARNi  control), a distintos tiempos en presencia de FK.  
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DDiissccuussiióónn  

 

En un intento de identificar proteínas que interactúen con Rap1b de manera fosfo-

dependiente, se realizaron ensayos de doble híbrido en levadura. Estos ensayos nos 

permitieron identificar efectores ya conocidos, así como nuevas proteínas interactuantes. 

Entre las proteínas identificadas que nos llamo especial atención las  relacionadas con la 

organización del citoesqueleto, como CAP1 y PFN2, proteínas que han sido propuestas 

como una conexión entre el crecimiento celular y la reorganización del citoesqueleto [139].  

En Saccharomyces cerevisiae, RAS es capaz de interactuar y estimular la actividad 

de la adenilil ciclasa (CYR1) [137, 138]. Intentando descifrar el mecanismo a través del 

cual RAS lleva a cabo esta acción, se identificó una proteína de ~70kDa asociada a la 

adenilil ciclasa (CAP) [140]. CAP fue originalmente descripta como una proteína 

bifuncional, donde cada función se encuentra asociada con un dominio distinto dentro de la 

misma [141]. El extremo N-terminal de CAP es necesario y suficiente para la estimulación 

de por RAS [141], e interactúa con la CYR1 generando un segundo sitio de unión de RAS 

al complejo CAP-CYR1 [131]. La interacción RAS-CAP resultó ser independiente del 

nucleótido [131], pero dependiente de la isoprenilación de RAS [132]. Al mismo tiempo, 

el extremo C-terminal esta involucrado en el mantenimiento de la morfología normal y la 

respuesta a stress nutricional, a través de su capacidad de unir actina [139, 141, 142]. CAP 

presenta otros dominios funcionales conservados. Estos dominios corresponden a una 

región rica en prolinas localizada en la parte central de la proteína, con capacidad de unir 

proteínas que presenten dominios SH3 [143], así como de interaccionar con profilina 

[144]; un dominio homólogo a verprolina, generalmente presente en la familia de proteínas 

WASP, las cuales poseen la capacidad de unir monómeros de actina [145]; y un dominio 

de oligomerización, que no ha sido aún definido, pero que sería importante para la 

formación y localización de multímetros [126]. 

CAP se encuentra evolutivamente conservada en muchos organismos eucariotas, 

incluyendo Drosophila, Xenopus, plantas y mamíferos, aunque no en todos los casos la 

interacción física o regulación de la adenilil ciclasa ha sido probada [126]. Si bien la 

activación de la adenilil ciclasa dependiente de RAS no ha sido evidenciada para  la 

variante humana de CAP, sí ha sido demostrado que CAP interactúa con actina [146], 
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regula el ensamblado del filamento de actina [147] y es un importante factor en el 

reciclado de cofilina y actina [148].   

En un rastreo para aislar genes involucrados en polaridad en oocitos de Drosophila, 

se identificó una mutante de CAP que presentara una organización de actina alterada [133]. 

Este rastreo permitió además encontrar similitudes fenotípicas entre la mutante de CAP y 

una mutante de la subunidad catalítica de PKA, sugiriendo que CAP y PKA actúan juntas 

en la organización del citoesqueleto y la polaridad del oocito de Drosophila. Dentro de este 

marco, CAP podría ser un componente de la vía de señalización AMPc-PKA, al facilitar la 

activación de la adenilil ciclasa río arriba de PKA, o podría encontrase río abajo de PKA y 

ser sustrato de regulación por PKA [133]. En este sentido, en un trabajo paralelo se 

determinó que el gen homólogo a cap, act up (acu), estaba involucrado en el desarrollo del 

ojo en Drosophila y que en mutantes de dicho gen el fenotipo podía ser recuperado con la 

expresión del C-terminal de CAP [134]. Esto indicaría que la interacción del N-terminal de 

CAP y la adenilil ciclasa no sería esencial en el caso de células somáticas de Drosophila, 

pero abriría la posibilidad de que la fosforilación dependiente de PKA sea un regulador de 

CAP. Asimismo, en Dictyostelium se observó que una mutante de CAP, donde la 

expresión de endógena se encontraba fuertemente reducida, presentaba una morfología y 

un crecimiento celular anormales [135]. En este sistema se vió que la localización y 

funcionamiento de CAP requería de PKA, un regulador esencial en todas las etapas del 

desarrollo de Dictyostelium [136]. Tanto en Drosophila como Dictyosteluim, ha sido 

demostrado que la función de CAP requiere de la actividad de PKA, aunque no se ha 

evaluado aún en ninguno de estos sistemas la hipótesis de una regulación dependiente de la 

fosforilación. La existencia en la secuencia de CAP de potenciales sitios de fosforilación 

por PKA [149-151] abre la posibilidad de que CAP sea sustrato de fosforilación de PKA, 

aunque no puede descartarse que la regulación fosfo-dependiente sea ejercida sobre CAP 

de manera indirecta. En este trabajo, el  descubrimiento de CAP como par interactuante de 

Rap1b, sustrato también de PKA e involucrada en un amplio rango de funciones celulares 

como proliferación, adhesión, polarización y morfogénesis, abre aún más el abanico de 

posibilidades de regulación de CAP por PKA.  
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Ensayos de colocalización y de pull down en células de mamífero nos permitieron 

demostrar la existencia de una interacción física entre Rap1b y CAP1, que resultara ser  

estrictamente dependiente de  la isoprenilación de Rap1, pero en principio independiente 

del nucleótido y la fosforilación de Rap.  

Interacciones dependientes de la isoprenilación de una GTPasa han sido descriptas 

para Rho/RhoGDI [152, 153] y Galectina/Ras [154-156]. Aunque estas interacciones estén 

involucradas en funciones biológicas diferentes, RhoGDI esta implicado en la regulación 

de la activación de Rho [8] y las galectinas regulan la formación de nanoclusters de Ras en 

membrana [157, 158], la asociación del geranilgeranil de Rho y el farnesil de Ras, con los 

respectivos bolsillos hidrofóbicos presentes en RhoGDI y en galectina1, se encuentra 

estructuralmente conservada [155]. Surge así la posibilidad que un potencial bolsillo 

hidrofóbico presente en el extremos C-terminal de CAP1 acomode el grupo geranilgeranil 

de Rap1b. En la figura 33 comparamos las estructuras conocidas del bolsillo hidrofóbico 

de la galectina1 y el potencial bolsillo formado por el extremo C-terminal de CAP1. 
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Figura 33. Estructura de los bolsillos hidrófibcos presentes en Galectina1 y CAP1. Las estructuras de los 

bolsillos hidrofóbicos de Gal1 (verde) y CAP1 (azul), fueron comparados utilizando PyMol. En amarillo 

figuran los residuos de cadenas hidrofobicas que serían importantes para acomodar al isoprenil.  

 

El empleó de ARNi para silenciar la expresión de CAP1, nos permitió demostrar 

que CAP era necesaria en la respuesta mitogénica dependiente de TSH. La inhibición de la 

proliferación inducida por la supresión de la síntesis de CAP1, pudo ser rescatada a través 

de la sobre-expresión de la mutante constitutivamente activa de Rap1b, comprobándose 

que CAP1 se encuentra río arriba de Rap1b. Se probó también que la presencia de CAP era 

necesaria para la activación y fosforilación de Rap1b, y que estos efectos estarían 

mediados por la estimulación de la producción de AMPc dependiente de CAP.  

En conjunto, los datos obtenidos indicarían que CAP estaría cumpliendo funciones 

de proteína andamio de Rap1b. El complejo se formaría a través de la interacción del  

extremo C-terminal de CAP1 y el geranilgeranil de Rap. La fosforilación de Rap1b por 
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PKA, y potencialmente de CAP, provocaría la liberación de Rap1b del complejo, 

liberación que, como en el caso de la fosforilación de K-Ras, tendría un efecto negativo en 

la formacion de clusters pero positivo en la señalización [119]  

En condiciones de sobre-expresión, RapGAP estaría impidiendo la liberación de 

Rap1, al inhibir la fosforilación mediada por PKA. Resultados no mostrados, indican que 

RapGAP interaccionaría con el par Rap1/CAP1, a través de la interacción con Rap1, con lo 

cual podría estar evitando el acceso de PKA al complejo y así la fosforilación de Rap1b. 

En condiciones fisiológicas, sería posible que la activación de PKA lleve a la fosforilación 

e inhibición la actividad de RapGAP, como fuera recientemente propuesto en neuronas 

[159] y de esta manera PKA ganaría acceso a Rap1b. La inhibición farmacológica de PKA 

tuvo efectos similares a los sobre-expresión de RapGAP, lo que podría estar indicando por 

otra parte, que  la sobre-expresión de un potencial sustrato de PKA como lo sería RapGAP, 

estaría secuestrando a la quinasa e impidiendo así que su unión al complejo y la 

fosforilación de Rap1b.   

Es sabido, que la señalización mediada por nucleótidos se encuentra 

compartimentalizada a través de la asociación de las quinasas y sus sustratos, a proteínas 

andamio [160, 161]. En el caso del AMPc, la especificidad en la señalización mediada por 

PKA esta en parte dada por la interacción de la subunidad regulatoria de la quinasa con 

proteínas de anclaje de la quinasa A (AKAPs). Las AKAPs poseen la capacidad de 

coordinar una respuesta, al agrupar a varios de los miembros de una misma cascada de 

señalización [162].  Es cada día mas claro, también, que la estimulación de la mitogénesis 

mediada por AMPc requiere tanto de eventos PKA dependientes como independientes. Se 

ha demostrado en cultivos celulares [82] y en un modelo murino [87] que Rap1b, sustrato 

de Epac y PKA, tiene un rol esencial en la proliferación celular mediada por AMPc, 

actuando como integrador de la respuesta PKA dependiente e independiente [86]. En este 

caso, la compartimentalización subcelular de Epac resultó esencial en la activación de 

Rap1b, indicando que Epac, Rap y PKA formarían parte de un complejo crítico para la 

acción del AMPc en la proliferación celular [86].  Observaciones no publicadas, indican 

que en este complejo Epac interactuaría directamente con un AKAP y estaría  a la vez 

asociada a cPKA (Hochbaum D., et al). Sumado a esto, hemos observado la capacidad de 

Epac de interactuar con CAP1 (no mostrado), lo cual estaría agrupando en una misma 
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localización subcelular al complejo formado por AKAP-PKA-Epac con el complejo 

descripto en esta tesis Epac-CAP1-Rap1b (figura 34) 

 
Figura 34. Modelo de trabajo.  Nuevo compartimiento involucrado en la proliferación mediada por TSH en  

células de tiroides. Radixin, un AKAP, haciendo de conexión entre el citoesqueleto y la membrana 

plasmática es capaz de reclutar a los efectores de la respuesta dependiente de AMPc, PKA y Epac. Al mismo 

tiempo Epac tendría la capacidad de interactuar con CAP1, que sería el nexo entre Epac y PKA. La 

estimulación llevaría a la activación y fosforilación de Rap1, lo que llevaría a la liberación de la misma del 

complejo. 
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• A través de una novedosa técnica de cotransformacion en bacteria de la quinasa y su 

sustrato, se logró llevar a cabo un protocolo de purificación de alto rendimiento de 

Rap1-P, que nos permitiera realizar ensayos donde son requeridas altas 

concentraciones de proteínas, como lo son el DXMS y la cristalografía.  

• Se puso en evidencia la existencia de un efecto alostérico de la fosforilación sobre los 

switch I y II, sugiriendo que la fosforilación podría tener efectos sobre la interacción 

con efectores, fijando un estado conformacional, o actuando como un discriminador 

alostérico de los estados conformacionales. 

• La existencia de otros dominios que en presencia de la fosforilación presentan una 

exposición diferencial al solvente, pueden ser reflejo de los cambios conformacionales 

exhibidos en la molécula como consecuencia de la comunicación entre el C-terminal y 

el dominio efector, aunque no puede descartarse que sean nuevos dominios de 

reconocimiento de efectores, bajo la modulacion fosforilación en S179. 

• CAP1 demostro ser una proteína con funciones de andamio, involucrada en la 

microlocalización de Rap1b. Esta asociación resultó se dependiente del isoprenil de 

Rap1b y regulada por la fosforilación en S179, comprobandose que CAP1 fue 

indispensable para la mediación por Rap1 de la respuesta a TSH. Asimismo, CAP1 

estaría involucrada en la estimulación de la producción de AMPc, efecto no 

demostrado hasta el momento en células de mamífero.   
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