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Resumen 

El transporte intracelular de proteínas es una actividad esencial para las células eucariotas.  

Mediante este proceso se llevan a cabo numerosas actividades importantes para la viabilidad 

celular y para la integración de la célula con el medio que la rodea.  Existen dos vías principales de 

transporte: las Vías Endocíticas y las Vías Secretorias.  Las primeras comprenden los intermediarios 

de transporte (vesículas y/o túbulos) que emergen de la membrana plasmática hacia el interior 

celular (lisosomas, endosomas, fagosomas, etc.), mientras que las segundas comprenden la salida 

de proteínas nacientes desde el retículo endoplásmico (RE) hacia el complejo de Golgi y luego a la 

membrana plasmática.  En general, todas las etapas que componen estas vías ocurren mediante 

un mecanismo común que consiste en la generación de intermediarios de transporte a partir de 

un compartimiento dado, el transporte de dicho intermediario, y su posterior fusión con un 

compartimiento receptor.  Para asegurar la correcta distribución de las proteínas en los 

compartimientos adecuados existen un gran número de factores y proteínas encargados de 

regular, dirigir y brindar especificidad a cada una de las etapas del transporte intracelular, entre 

los que se encuentran proteínas de cubierta, factores de reconocimiento de membranas, SNARES, 

Arf GTPasas, Rab GTPasas, etc.  En el presente trabajo de tesis se analizaron los mecanismos 

mediante los cuales la GTPasa Rab1b regula el transporte de proteínas entre el retículo 

endoplásmico y el complejo de Golgi.  Para ello se analizó el comportamiento dinámico del ciclo de 

Rab1b, el rol de Rab1b en el reclutamiento de COPI, y la relación entre la función de Rab1b y la 

estructura del complejo de Golgi.  Mediante ensayos de microscopía confocal in vivo se observó 

que Rab1b se asocia al complejo de Golgi y a los sitios de salida del retículo endoplásmico 

directamente desde las reservas citosólicas, y que permanece unida a sus sitios de acción de 

manera transitoria.  Además, ensayos bioquímicos y de inmuno-fluorescencia nos permitieron 

caracterizar a GBF1 como una nueva proteína efectora de Rab1b y determinar que esta interacción 

es esencial para el reclutamiento del complejo COPI y, por consiguiente, para la maduración de los 

intermediarios de transporte provenientes del retículo endoplásmico.  Por último, mediante 

ensayos de microscopía electrónica se evidenció que la función de Rab1b es vital para el 

mantenimiento de la estructura del Golgi sugiriendo que cambios en los niveles de Rab1b podrían 

ser importantes para el proceso de adaptación del Golgi en función de los distintos requerimientos 

celulares. 
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Abstract 

Intracellular protein transport represents an essential task for eukaryotic cells.  By this process a 

number of important activities for cell viability and cell environment integration take place.  There 

are two main intracellular pathways: the endocytic and the secretory pathways.  The first one 

include the transport intermediates (vesicles/tubules) budding from the plasma membrane to 

lisosomes, phagosomes and the Golgi complex; while the second one represent the protein 

transport from the endoplasmic reticulum (ER) through the Golgi complex and the plasma 

membrane.   The different stages that conform these pathways occur by a general mechanism 

consisting in the budding of a transport intermediates from a donor membrane, its transport, and 

finally its fusion with acceptor membranes.  In order to ensure the right distribution of proteins 

into the correct compartments there exist a number of proteins and factors controlling, directing 

and giving specificity to each transport stage.  Among these factors the most relevant are coat 

proteins, tethering factors, SNAREs, Arf GTPases, Rab GTPases, etc.  In this work the mechanisms 

underlying the role of the GTPase Rab1b regulating the ER to Golgi transport were evaluated.  In 

order to accomplish with that objective, we analyzed the Rab1b dynamic behavior, the role of 

Rab1b in COPI recruitment, and finally,   the relationship between Rab1b activity and Golgi 

complex structure.  Using in vivo confocal microscopy it was shown that Rab1b associates 

independently to the Golgi and to ER-exit sites directly from the citosolic pools, and that it remains 

associated transiently.  Moreover, biochemical as well as immuno-fluorescence assays let us 

characterize GBF1 as a novel Rab1b effector protein, and determine that this interaction is 

required for COPI recruitment and, consequently, for the maturation of transport intermediates 

derived from the ER.  Finally, using electron microscopy techniques it was observed that Rab1b 

function is essential for maintaining normal Golgi structure, suggesting that changes in Rab1b 

levels could be important for controlling the changes underwent for the Golgi under different cell 

requirements. 

 



INTRODUCCIÓN 

5 

 

Introducción 

Las células eucariotas están subdivididas en una serie de compartimientos funcionalmente 

distintos delimitados por membranas.  Cada compartimiento, denominado organela, contiene su 

propio conjunto de proteínas y moléculas especializadas que le confieren propiedades funcionales 

y estructurales características.  Las proteínas están involucradas en el mantenimiento de la 

estructura de cada organela, en la catálisis de las reacciones que en ella ocurren, en el transporte 

selectivo de pequeñas moléculas desde o hacia su interior, etc.  En su mayoría, las proteínas son 

sintetizadas por ribosomas libres en el citosol o asociados al Retículo Endoplásmico (RE), excepto 

por aquellas sintetizadas en los ribosomas de mitocondrias y plástidos.  Su destino depende de 

señales específicas contenidas en su secuencia de aminoácidos, que dirigen su transporte hacia el 

RE, hacia el núcleo, o hacia otros destinos en la célula o fuera de ella.  Existen tres mecanismos 

generales que permiten a las proteínas transportarse de un compartimiento a otro (Figura 1), ellos 

son: 1) Transporte mediado por poros que funcionan como puertas selectivas que activamente 

transportan macromoléculas específicas permitiendo también la libre difusión de moléculas de 

menor tamaño; 2) Transporte trans-membrana mediado por proteínas integrales de membrana 

(también llamados translocadores) que selectivamente reconocen a la proteína que debe ser 

transportada y en un proceso dependiente de ATP la transportan hacia el lado opuesto de la 

membrana; 3) Transporte vesicular o de membrana, que comprende el transporte de estructuras 

delimitadas por membranas (vesículas y/o túbulos) que emergen de un compartimiento dado y se 

fusionan con otro, llevando consigo proteínas trans-membrana y moléculas solubles llamadas 

cargo.   

El transporte vesicular o de membranas es un proceso altamente organizado a lo largo de vías 

definidas: pueden distinguirse la Vía secretoria y la Vía endocítica/lisosomal (Figura 1).  La 

primera comprende la salida de proteínas nacientes desde el RE al complejo de Golgi y luego a la 

membrana plasmática, para ser secretadas al espacio extracelular; mientras que la segunda 

comprende los intermediarios que emergen de la membrana plasmática hacia el interior celular 

(lisosomas, endosomas, fagosomas, etc.).  En ambos casos, el flujo general de membranas entre 

cada compartimiento se encuentra balanceado, con vías que equilibran el flujo en las direcciones 

opuestas, llevando proteínas y membranas de regreso a sus compartimientos de origen.  Cada 

intermediario de transporte que emerge de un compartimiento debe ser altamente selectivo, es 
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decir, sólo debe transportar las proteínas apropiadas y debe fusionarse con el compartimiento 

adecuado.   

 

 

 

 

Debido a que el presente trabajo se encuentra enfocado en los mecanismos que regulan y brindan 

especificidad al transporte de proteínas en la vía secretoria, a continuación se describen 

detalladamente las etapas que conforman esta vía.  

 

  

Figura 1. Mecanismos de transporte intracelular de proteínas entre organelas.  
Las flechas indican de acuerdo al color el tipo de mecanismo por el cual las proteínas se transportan de 
una organela a otra.  Los recuadros de líneas de puntos indican las etapas que componen las dos 
principales vías de transporte intracelular. 
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Vía Secretoria de proteínas 

Esta vía, comprende la salida y/o transporte de proteínas recientemente sintetizadas desde el RE 

al complejo de Golgi y luego a la membrana plasmática.  Durante su progresión en esta vía las 

proteínas sobrellevan una serie de modificaciones post-traduccionales tales como plegamiento, 

glicosilación, formación de puentes di-sulfuro, hidroxilación de residuos prolina, sulfatación de 

tirosinas, etc., esenciales para su posterior actividad biológica.  Además de la correcta 

modificación de las proteínas, la vía secretoria debe cumplir una tarea esencial que es la de 

asegurar la precisa distribución de las proteínas y lípidos dentro de los distintos compartimientos 

que la integran. 

Para su estudio, la vía secretoria puede ser separada en cuatro etapas diferentes: 1) translocación 

al RE/Control de calidad, 2) transporte RE-Golgi, 3) transporte intra-Golgi y 4) transporte post-

Golgi. 

1) Translocación al Retículo Endoplásmico y Control de calidad 

Las proteínas que son transportadas en la vía secretoria contienen señales comunes en su 

secuencia que las dirigen al RE diferenciándolas de las proteínas citosólicas o de aquellas 

destinadas a mitocondrias y al núcleo (Blobel and Dobberstein, 1975).  La primera etapa de la vía 

secretoria comienza con el reconocimiento de dicha señal por el complejo SRP (Signal Recognition 

Particle).  Este reconocimiento ocurre al comienzo de la traducción y promueve la asociación del 

ribosoma con las membranas del RE.   Las proteínas integrales de membrana son insertadas en las 

membranas del RE, mientras que las proteínas solubles son translocadas directamente al lumen 

del mismo (Wild et al., 2004). .   

En el lumen del RE existen numerosas enzimas encargadas de realizar modificaciones a las 

proteínas que deben ser exportadas.  En su mayoría pertenecen a dos grandes familias, PDIs 

(Protein Disulfide Isomerase) que catalizan la formación e intercambio de puentes di-sulfuro, y 

PPIs (Peptide Prolyl Isomerase) que catalizan la cis-trans isomerización de residuos prolina.  

Además existen otras enzimas tales como -Glucosidasa-I, -Glucosidasa-II y -Manosidasa-I 

encargadas de la N-glicosilación asociada a residuos asparragina, como así también  chaperonas 
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como Hsp40, Hsp70, Hsp90, Hsp100, calreticulina y calnexina las cuales promueven que el 

plegamiento y ensamble de las distintas subunidades proteicas sea más eficiente (Williams, 2006).  

Una vez plegada y ensamblada, la proteína es sometida a un control de calidad que previene la 

acumulación y el transporte de proteínas defectuosas.  En células de mamíferos se han descripto 

dos sistemas principales, ellos son el sistema de respuesta a proteínas mal plegadas, UPR 

(Unfolded Protein Response), y el sistema de degradación asociado al RE, ERAD (ER-Associated 

Degradation) (Friedlander et al., 2000; Travers et al., 2000).  Estos sistemas detectan proteínas 

agregadas, con grupos tioles libres o incompleta N-glicosilación, y las translocan nuevamente al 

citosol para su posterior degradadación. 

2) Transporte entre Retículo Endoplásmico y complejo de Golgi 

En las membranas del retículo endoplásmico existen sitios especializados libres de ribosomas 

conocidos como sitios de salida del retículo endoplásmico o ERES por “ER exit sites”.  Una vez que 

las proteínas pasan el control de calidad del RE, son reclutadas a estos sitios por un complejo de 

proteínas denominado COPII (coat protein II) (Barlowe et al., 1994) (Figura 2, círculos azules).  El 

complejo COPII selecciona el material a ser exportado y participa en la deformación de la 

membrana necesaria para la generación de intermediarios de transporte (vesícula y/o túbulo) a 

partir de las membranas del RE.  El paso siguiente en el transporte hacia el Golgi involucra el 

compartimiento intermedio (CI) (conocido también como ERGIC por ER-Golgi Intermediate 

Compartment o VTC por Vesicular Tubular Clusters) formado por una red de túbulos y vesículas 

interconectados entre sí.  Aún no se sabe si su formación se debe a la fusión homotípica entre 

vesículas COPII o corresponde a un compartimiento pre-existente al cual se fusionan estas 

vesículas (Bannykh et al., 1998).  En este compartimiento se produce una discriminación de las 

proteínas que deben ser exportadas (transporte anterógrado) de aquellas proteínas residentes del 

RE que deben ser recicladas al mismo (transporte retrógrado).  En las membranas del CI se 

produce un intercambio de la cubierta de tipo COPII por un complejo heptamérico de proteínas 

citosólicas denominado COPI (Figura 2, círculos rojos).  Las vesículas y/o túbulos con cubierta COPI 

emergen desde el CI llevando el material de transporte hacia las membranas del Golgi, o bien 

cargando material de reciclado hacia el RE (Bonifacino and Glick, 2004; Lippincott-Schwartz and 

Smith, 1997; Presley et al., 1997; Stephens et al., 2000).  



INTRODUCCIÓN 

9 

 

3) Transporte intra-Golgi 

El complejo de Golgi se localiza en la zona próxima al centro organizador de microtúbulos y la 

envoltura nuclear.  Está constituído por un conjunto de cisternas aplanadas (entre 4 y 6), una red 

de estructuras túbulo-vesiculares y pequeñas vesículas asociadas.  Las cisternas, clasificadas en cis, 

medial y trans, poseen diferencias en su composición proteica, conteniendo enzimas necesarias 

para la modificación post-traduccional de las proteínas de transporte que por allí transitan (Altan-

Bonnet et al., 2004).  Luego de la fusión de los intermediarios de transporte provenientes del CI 

con las membranas del cis-Golgi, previa disociación de la cubierta de tipo COPI,  el cargo es 

transportado a través de las cisternas del Golgi, hasta ser exportado por una red túbulo-vesicular 

conocida como TGN (trans-Golgi network)(Mironov et al., 2005).   

Existen dos modelos clásicos que intentan explicar el transporte intra-Golgi, ellos son: maduración 

cisternal y transporte vesicular. El modelo de maduración cisternal propone que el transporte 

anterógrado del cargo ocurre en bloque con las cisternas, siendo el transporte retrógrado intra-

Golgi mediado por vesículas COPI.  Esto implica la generación de nuevas cisternas por fusión de 

intermediarios de transporte en el cis-Golgi y la maduración de las mismas a medida que 

progresan en el complejo de Golgi hasta ser desensambladas en el trans-Golgi (Glick and Malhotra, 

1998).  Por el contrario, el modelo de transporte vesicular postula cisternas de Golgi estáticas 

comunicadas entre si por vesículas que emergen de una cisterna y se fusionan con otra, tanto para 

el transporte anterógrado como para el retrógrado (Rothman and Wieland, 1996).  Ambos 

modelos tienen “puntos débiles”: el modelo de maduración cisternal no puede explicar la 

presencia de cargo anterógrado en vesículas COPI (Pepperkok et al., 2000) ni tampoco diferencias 

en el flujo de transporte de distintas proteínas (Karrenbauer et al., 1990).  De la misma forma, el 

modelo de transporte vesicular es incapaz de explicar cómo se transportan moléculas de tamaños 

superiores al de las vesículas de tipo COPI (por ejemplo pro-colágeno) (Mironov et al., 2001).  

Actualmente,  se han propuesto nuevos modelos que sugieren que los mecanismos que gobiernan 

el transporte intra-Golgi serían una combinación de ambos modelos (Mironov et al., 2005; 

Patterson et al., 2008).  Una población de vesículas recubiertas con COPI mediaría el transporte 

rápido del cargo entre cisternas, una segunda población de vesículas COPI mediaría el reciclado de 

material hacia el RE y las moléculas de gran tamaño serían transportadas con las cisternas, a 

medida que estas maduran, en un mecanismo independiente de la acción de vesículas COPI. 
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4) Transporte post-Golgi 

Finalmente el cargo abandona el complejo de Golgi en vesículas formadas a partir del TGN.  Las 

vesículas surgidas de este compartimiento se encuentran mayoritariamente recubiertas por 

clatrina/complejos adaptadores proteicos e interrelacionan el complejo de Golgi con la membrana 

plasmática, permitiendo que las proteínas sean exportadas al espacio extracelular (Rodriguez-

Boulan and Musch, 2005)  (Figura 2, círculos amarillos). 

 

 

 

 

 

Factores que regulan el transporte de proteínas en la vía secretoria 

Más allá de pequeñas diferencias, todas las etapas del transporte intracelular de proteínas en la 

vía secretoria incluyen la formación de un intermediario de transporte a partir de una membrana 

dadora, su transporte y posterior fusión con una membrana receptora.  Existen una gran cantidad 

de factores que controlan estas etapas, entre ellos se encuentran: 1-Proteínas de cubierta; 2-

Factores “tethering” o de “enlace”; 3-Factores generales de fusión; 4- Proteínas G con actividad 

GTPasa (Rabs, Arfs, etc). 

Figura 2. Vías de transporte intracelular (modificada de (Bonifacino and Glick, 2004)) 
El esquema representa los distintos compartimientos de las vías secretorias y endosomales.  Las flechas 
indican las distintas etapas de transporte, los colores indican los sitios de acción de las diferentes proteínas 
de cubierta (COPII, azul; COPI, rojo; Clatrina, amarillo). 
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1) Proteínas de cubierta 

La formación de vesículas o intermediarios de transporte es iniciada por proteínas citoplasmáticas 

que son reclutadas sobre las membranas y participan en procesos de selección del material de 

transporte y de deformación (curvatura) de la membrana.  Se han caracterizado distintas proteínas 

de cubierta que se encuentran evolutivamente conservadas en las células eucariotas, desde 

levaduras a mamíferos, siendo las principales el complejo COPII (coat protein II), COPI (coat 

protein I) y Clatrina.  Estas cubiertas difieren en su composición y en su lugar de acción (Figura 2), 

sin embargo comparten ciertas características.  Todas son reclutadas a la membrana por pequeñas 

proteínas G con actividad GTPasa, además, todas ellas previo al reconocimiento y fusión con el 

compartimiento adecuado se disocian por un mecanismo dependiente de la hidrólisis de GTP 

(Rothman, 1996; Schekman and Orci, 1996).  A continuación se describen detalladamente las 

características más importantes de cada una de ellas. 

Proteínas de cubierta COPII 

El material a ser exportado desde el RE debe ser previamente seleccionado y concentrado, para 

luego ser empaquetado en vesículas de transporte denominadas COPII (Barlowe et al., 1994; 

Bonifacino and Glick, 2004).  El complejo COPII está formado por diferentes subunidades (Tabla 1) 

como la GTPasa Sar1 y los complejos Sec23/Sec24 y Sec13/Sec31, los cuales son reclutados 

secuencialmente desde el citosol a las membranas de los sitios de salida del retículo endoplásmico 

(Matsuoka et al., 1998).  Además de estas cinco subunidades, la proteína Sec12 cumple un rol 

importante en la formación de la cubierta COPII.  Sec12 es una glicoproteína integral de 

membrana residente del RE que posee actividad GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) sobre 

Sar1, promoviendo en ella el intercambio de GDP por GTP (Barlowe et al., 1993).  Se postula que el 

orden de ensamblado de los distintos componentes de la cubierta COPII es el siguiente: En primer 

lugar Sar1-GDP es reclutada a los sitios de salida del RE, donde a través de una reacción de 

intercambio del nucleótido Guanina catalizado por Sec12, intercambia el grupo GDP unido  por 

GTP (Figura 3).  Luego, Sar1 “activa” (Sar1-GTP) recluta al complejo Sec23/Sec24.  Sec24 

interacciona con motivos citosólicos de las proteínas cargo que deben ser transportadas.  Estas 

interacciones serían las responsables de seleccionar, concentrar y empaquetar dicho material en 

vesículas COPII (Matsuoka et al., 1998).  Además de Sec24, se ha descripto que Sar1 y Sec23 

también juegan un rol importante en el proceso de selección de las proteínas cargo que deben ser 
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exportadas (Giraudo and Maccioni, 2003). Una vez concluida esta etapa, el complejo Sec13/Sec31 

es reclutado formando una capa externa que polimeriza en las membranas del RE y estabiliza al 

complejo.  Esta polimerización del complejo COPII promueve la curvatura de las membranas del RE 

y la progresión del cargo en la vía secretoria.  Por último, Sec23 estimula la actividad GTPasa de 

Sar1, promoviendo la hidrólisis de GTP y la disociación de la cubierta. 

 

Tabla 1.  Subunidades del complejo COPII (*modificada de (McMahon and Mills, 2004)) 

Proteína Subunidad Peso Molecular Característica 

Sar1 Sar1 24 kDa GTPasa de la familia RAS.  Recluta al complejo 

Sec23 

 

Complejo 

Sec23/Sec24  

 

Sec23 

 

85 kDa 

 

Actividad GAP sobre Sar1 

(400kDa) Sec24 105 kDa Une al complejo Sec13.  Interacciona con 

motivos citosólicos de proteínas cargo. 

 

Complejo 

Sec13/Sec31 

(700kDa) 

 

Sec13 

 

34 kDa 

 

Motivos repetidos involucrados en interacciones 

proteína-proteína 

 Sec31 150 kDa Motivos repetidos involucrados en interacciones 

proteína-proteína 

 

Sec12 

 

Sec12 

 

40 kDa 

 

Proteína integral de membrana.  GEF de Sar1 
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Proteínas de cubierta COPI 

Las vesículas COPI poseen múltiples sitios de acción en diferentes etapas de la vía secretoria, 

incluyendo el transporte anterógrado y retrógrado entre el RE y el Golgi, intra-Golgi anterógrado,  

intra-Golgi retrógrado y el mantenimiento estructural y funcional del complejo de Golgi (Bethune 

et al., 2006).  La cubierta COPI está formada por siete subunidades proteicas (COPs) y la GTPasa 

Arf1 (ADP ribosylation factor 1).  Las siete subunidades COPs han sido denominadas 

’ y , y sus pesos moleculares están comprendidos en un rango amplio de 20kDa a 

160kDa (Tabla 2).  El complejo heptamérico se encuentra ensamblado en el citoplasma y se une a 

las membranas en bloque (Hara-Kuge et al., 1994).  Su unión a las membranas es promovida por el 

intercambio de GDP por GTP en la GTPasa Arf1, proceso que produce un cambio conformacional 

en Arf1 quedando expuesto un dominio que contiene un residuo de ácido mirístico que le permite 

unirse a las membranas y promover el reclutamiento de COPI (Donaldson et al., 1992; Helms and 

Rothman, 1992).  Esta serie de eventos desencadena la formación de vesículas o intermediarios de 

transporte recubiertos con COPI (Figura 4). 

 

 

Figura 3. Esquema de ensamble de COPII (*modificada de (Bonifacino and Glick, 2004)) 
Sar1-GDP citosólica al ser activada por Sec12, intercambia GDP por GTP y se asocia a las membranas. Sar1-
GTP en las membranas recluta al complejo Sec23/Sec24.  Sec24 interacciona con las proteínas cargo con  
dominios transmembrana seleccionando así a las proteínas que deben ser transportadas.  Luego, el 
complejo es estabilizado por la polimerización del subcomplejo Sec13/Sec31 sobre Sec23/Sec24. 
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Tabla 2. Subunidades del complejo COPI (*modificada de (McMahon and Mills, 2004)) 

Proteína Subunidad Peso Molecular Función 

Arf1 Arf1p 20 kDa GTPasa de la familia RAS.  En su forma unida a 

GTP inicia el reclutamiento de COPI  

 

Complejo COPI -COP 

 

160 kDa 

 

Reclutamiento de cargo y factores accesorios 

(700kDa) -COP 110 kDa Interacciona con dominios diacídicos del cargo 

 ’ -COP 102 kDa Reclutamiento de cargo 

 -COP 97 kDa Reclutamiento de cargo y factores accesorios 

(ArfGAP1) 

 -COP 57 kDa Interacciona con proteínas accesorias 

 -COP 36 kDa Estabiliza el complejo 

 -COP 20 kDa Estabiliza la interacción entre -COP y  -COP 

 

ArfGAP1 

 

ArfGAP1p 

 

45 kDa 

 

Activa la hidrólisis de GTP en Arf1 y promueve 

el desensamble de la cubierta  

 

El intercambio de GDP por GTP en Arf1, es mediado por factores intercambiadores de nucleótidos 

Guanina (GEF) que varían según la etapa de transporte en la cual el proceso esté ocurriendo.  Se 

han caracterizado tres GEFs para Arf1, ellos son: GBF1 (Golgi Brefeldin-resistant Factor), BIG1 y 

BIG2 (Brefeldin-Inhibited GEF) (D'Souza-Schorey and Chavrier, 2006).  GBF1 se localiza en las 

membranas de VTCs y del cis-Golgi, promoviendo la progresión de los intermediarios de 

transporte provenientes del RE (Kawamoto et al., 2002; Garcia-Mata et al, 2003).  Por otra parte, 

BIG1 y BIG2 se asocian a las membranas del trans-Golgi y endosomas (Ramaen et al., 2007).  Más 

allá de sus diferencias en la localización sub-celular, estas tres proteínas poseen características 

comunes, su actividad catalítica se basa en la presencia de un dominio común que se encuentra 

altamente conservado en eucariotas denominado SEC7, además todas se asocian periféricamente 

a las membranas por mecanismos no comprendidos en su totalidad (D'Souza-Schorey and 

Chavrier, 2006).   
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Cubierta de Clatrina 

Las vesículas con cubierta de clatrina están relacionadas con múltiples etapas del transporte de 

membranas entre trans-Golgi, endosomas, lisosomas y membrana plasmática.  Clatrina es un 

trímero con un dominio central del cual se extienden tres largos dominios en forma de brazos.  

Durante la polimerización los brazos de trímeros vecinos interaccionan entre sí formando una 

cubierta (McMahon and Mills, 2004).  La especificidad y direccionamiento del transporte está dada 

por proteínas adaptadoras (AP) que reconocen señales específicas en las proteínas cargo, se 

asocian a las membranas y reclutan el complejo de Clatrina (Figura 5A), comenzando así con el 

proceso de formación de la vesícula (Dell'Angelica et al., 1997; Pearse and Robinson, 1990).  

Existen dos grupos principales de AP: adaptadores clásicos o tertraméricos como AP1A, AP1B, AP2, 

AP3A, AP3B  y AP4; y adaptadores alternativos o monoméricos como GGAs y Hrs.  En particular, 

AP-1A se asocia con membranas del TGN para facilitar el tráfico hacia los endosomas  (Figura 5B), 

mientras que AP-1B mediaría el transporte entre el TGN y la membrana basolateral (Dietrich et al., 

1997).  AP-2 se asocia con la membrana plasmática para mediar la endocitosis (Haucke and De 

Camilli, 1999).  AP-3A dirige el tráfico desde el TGN hacia los lisosomas y AP-3B desde endosomas 

hacia lisosomas. Por último AP-4 mediaría el transporte entre TGN y membrana basolateral, como 

así también entre TGN y lisosomas (Simmen et al., 2002).  Los adaptadores monoméricos han sido 

menos estudiados, GGA mediaría la unión de clatrina a las membranas del TGN y Hrs a endosomas 

(Dell'Angelica et al., 2000; McMahon and Mills, 2004). 

Figura 4. Esquema de ensamble de COPI  (modificada de (Lippincott-Schwartz and Liu, 2006)) 
La GTPasa Arf1-GDP citosólica es activada por una proteína con actividad GEF (que a nivel de la interfase 
RE/Golgi es GBF1) intercambiando GDP por GTP y asociándose a las membranas.  Una vez en las 
membranas recluta al complejo COPI que se encuentra previamente ensamblado en el citosol. 
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2) Proteínas tethering o de enlace 

El enlace o primer contacto del intermediario de transporte con la membrana de destino se 

encuentra mediado por los factores “tethering”.  Éstos son proteínas con largos tallos citosólicos, 

o complejos de proteínas que se encuentran tanto en las membranas de los intermediarios de 

transporte como en las membranas del compartimiento receptor.  El reconocimiento específico 

del factor tethering de una vesícula por el de una membrana receptora lleva a un acercamiento 

del intermediario de transporte con la membrana receptora, permitiendo la acción de factores 

involucrados en procesos de fusión (Figura 6).  El ejemplo mejor definido de la acción de los 

factores tethering es el de la proteína p115 que promueve el acercamiento entre vesículas 

derivadas del RE y las membranas del cis-Golgi (Whyte and Munro, 2002).  p115 se asocia a las 

membranas de vesículas o intermediarios de transporte derivados del compartimiento intermedio 

Figura 5. Esquema de ensamble de clatrina a las membranas (modificada de (Nakatsu and Ohno, 
2003)) 
A. La formación de una vesícula recubierta por clatrina comienza por el reconocimiento de una proteína 
cargo por parte de una proteína adaptadora (AP).  Luego, los trímeros de clatrina se unen a las proteínas 
adaptadoras y polimerizan formando la vesícula.   
B.  La especificidad y direccionamiento de las vesículas cubiertas por clatrina está dada por las AP que 
poseen.  El esquema muestra el tipo de AP involucrado en las diferentes etapas del transporte post-Golgi.  
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y luego reconoce específicamente a sus receptores en las membranas del cis-Golgi (GM130 o 

Giantin), brindando especificidad a la unión de la vesícula con la membrana receptora y 

promoviendo su fusión (Sonnichsen et al., 1998).  

3) Factores generales de fusión de membranas 

Luego del reconocimiento entre el intermediario de transporte y el compartimiento receptor 

mediado por los factores tethering se lleva a cabo el proceso de fusión de membranas, que 

permite la progresión del cargo en la vía secretoria.  En esta etapa participan un gran número de 

factores, entre ellos los más importantes son:   

SNARES (SNAP Receptors).  Proteínas integrales de membrana que se encuentran tanto en las 

membranas de las vesículas o intermediarios de transporte (denominados v-SNARES, por 

“vesicles”) como en las membranas del compartimiento receptor (denominados t-SNARES, por 

“target”).  En su mayoría se encuentran anclados a las membranas por su dominio C-terminal, 

exponiendo el dominio N-terminal funcional al citosol (Bonifacino and Glick, 2004).  Una vez que la 

vesícula y la membrana receptora se encuentran lo suficientemente cercanas, por acción de los 

factores tethering, los dominios N-terminales de v-SNARES y t-SNARES interaccionan.  Esta 

interacción promueve el entrelazamiento de ambas proteínas y el acercamiento y fusión de ambos 

compartimientos (Figura 6). 

Además de los SNARES, existen otros factores importantes para el proceso de fusión de 

membranas.  NSF (N-ethylmaleimid-Sensitive Fusion protein), perteneciente a la familia de 

proteínas tipo AAA (ATPases Associated with diverse cellular Activities), es una enzima que cataliza 

el remodelado estructural de complejos proteicos (Lupas and Martin, 2002).  NSF forma un 

complejo con la proteína citosólica -SNAP (Soluble NSF Association Protein) promoviendo el 

desensamble de los complejos SNAREs que quedan luego de la fusión (Leabu, 2006).   
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4) Proteínas G con actividad GTPasa 

La superfamilia de pequeñas proteínas G con actividad GTPasa, conocida también como RAS 

GTPasas, comprende un gran numero de proteínas de 20 a 25 kDa con capacidad de unir GTP.   Se 

encuentran involucradas en diversas funciones celulares tales como división celular, 

diferenciación, transporte vesicular, control del citoesqueleto, señalización intracelular, etc.  Todas 

responden a un mecanismo general de acción basado en su capacidad de ciclar de una forma 

unida a GDP a una forma unida a GTP, desde el citosol a las membranas.  El intercambio de GDP 

por GTP es mediado por una proteína intercambiadora de nucleótidos guanina (GEF, Guanine 

Nucleotide Exchange Factor) y la hidrólisis de GTP es promovida por la acción de una proteína que 

estimula la actividad catalítica intrínseca de las GTPasas (GAP, GTPase Activating Protein).  De 

acuerdo a su estructura, secuencia y función, los miembros de esta superfamilia se subdividen en 

sub familias, siendo las mas estudiadas: Ras, Rho, Rab, Rac, Arf y Ran.  De todas ellas, las GTPasas 

Arf y Rab poseen un rol fundamental en la regulación del transporte intracelular de proteínas 

(Balch, 1990; Brown et al., 1993; de Leeuw et al., 1998; Der and Balch, 2000; Donaldson et al., 

1992; Goud et al., 1990; Pfeffer, 2001; Schwaninger et al., 1992).   

Las Arf GTPasas (ADP-Ribosylation Factors) poseen un rol central en el transporte intracelular de 

lípidos y enzimas en células eucariotas.  La activación de las Arfs lleva al reclutamiento de 

Figura 6.  Pasos en el reconocimiento y fusión de membranas (adaptada de (Whyte and 
Munro, 2002)) 
1. Aproximación de una vesícula al compartimiento de destino. 2. Enlace de la membrana de destino 
mediante interacción de factores tethering de la vesícula y de la membrana. 3. La unión y 
entrecruzamiento de v-SNAREs de la vesícula con t-SNAREs de la membrana de destino llevan al 
acercamiento de ambos compartimientos. 4. Fusión de las membranas y pasaje del cargo de la vesícula al 
compartimiento de destino. 
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proteínas de cubierta y de enzimas modificadoras de lípidos que a su vez regulan el reclutamiento 

de cargo y la deformación de las membranas asociadas a una etapa de transporte determinada 

(Nie et al., 2003).   

Las Rab GTPasas comprenden una de las mayores sub familias de proteínas G en células 

eucariotas.  Debido a que el presente trabajo se encuentra enfocado en el estudio de la GTPasa 

Rab1, la descripción de esta familia se realizará más detalladamente. 
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Rab GTPasas 

Aspectos generales 

El descubrimiento de las proteínas Rab en el transporte de membranas comenzó hace mas de 25 

años con la caracterización del gen sec4 (Novick et al., 1980), uno de los 23 genes sec que son 

requeridos para el transporte intracelular en Saccharomyces cerevisiae.  Se observó que las 

levaduras que tenían mutado el gen sec4 resultaban deficientes en la última etapa de secreción y 

se observaba un acumulo de vesículas en su interior.  Sucesivos análisis de secuencia del gen sec4 

demostraron similitudes con las GTPasas Ras, así como también con otro gen de levaduras, ypt1 

(Salminen and Novick, 1987). La homología de ypt1 con sec4 sugería que su función también 

podría estar relacionada al transporte vesicular, una predicción que fue luego confirmada 

experimentalmente.  Células con mutaciones en el gen ypt1 eran deficientes en el transporte de 

proteínas desde el RE al complejo de Golgi y, al igual que las mutantes de sec4, se encontraban 

acumuladas en intermediarios vesiculares.  Sec4 e Ypt1 son elementos esenciales en la vía 

secretoria de proteínas en levaduras, cada una en etapas específicas del transporte: Ypt1p en RE-

Golgi y Sec4 en Golgi-membrana plasmática.   

En el año 1990 se realizaron búsquedas en células de mamíferos de proteínas homólogas a las 

descriptas en levaduras.  Para ello se utilizaron oligonucleótidos correspondientes a dominios de 

unión a GTP conservados entre sec4 e ypt1 (Chavrier et al., 1992; Chavrier et al., 1990).  Se 

caracterizaron una serie de secuencias con alta homología que fueron llamadas con el nombre de 

“Rab” debido a que se utilizaron células de cerebro de rata (Ras-like in rat Brain) para los primeros 

ensayos.  El acrónimo Rab es ahora comúnmente utilizado para todos los miembros de esta sub-

familia de proteínas, sin importar su origen.  Las secuencias con un 30-85% de homología reciben 

un nuevo número (ej. Rab1, Rab2, Rab3), en cambio aquellas que comparten el 85% o más de 

homología llevan el mismo número pero distinta letra (Rab1a, Rab1b).  Hasta el momento, se han 

caracterizado más de 60 miembros de esta sub-familia, teniendo todas un rol esencial en distintas 

etapas del transporte intracelular de proteínas (Pereira-Leal and Seabra, 2000; Zerial and McBride, 

2001; Stenmark and Olkkonen, 2001) (Tabla 3) (Figura 7). 
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Tabla 3: Proteínas Rab identificadas en mamíferos  

Proteína 

(Isoforma) 

Localización Etapa de transporte Bibliografía 

Rab1 (a y b) Comp. intermedio, 

cis-Golgi 

Transporte RE-Golgi  (Schwaninger et al.,1992; 

Nuoffer et al., 1994) 

Rab2 Comp. intermedio, 

cis-Golgi 

Transporte RE-Golgi (Tisdale and Balch, 1996) 

Rab3 (a, b, 

c y d) 

Vesículas 

secretorias 

Exocitosis dependiente de Ca
2+

 (Fischer von Mollard et al., 

1990; Oberhauser et al., 1992) 

Rab4 (a y b) Endosomas de 

reciclado 

Reciclado entre endosomas y 

MP 

(van der Sluijs et al., 1992) 

Rab5 (a, b y 

c) 

MP, Endosomas 

tempranos 

Fusión de endosomas tempranos, 

transporte entre endosomas y MP 

(Bucci et al., 1992; Zerial, 

1993; Bucci et al., 1995) 

Rab6 Golgi Transporte intra-Golgi 

retrógrado 

(Goud et al., 1994; Martinez 

et al., 1994) 

Rab7 Endosomas tardíos Transporte entre endosomas 

tempranos y tardíos  

(Feng et al., 1995; Meresse et 

al., 1995) 

Rab8 (a y b) TGN y membrana 

basolateral 

Transporte Golgi-membrana 

basolateral en células 

polarizadas 

(Huber et al., 1993) 

Rab9 Endosomas tardíos, 

TGN 

Transporte entre TGN y 

endosomas 

(Lombardi et al., 1993) 

Rab10 Vesículas de Golgi 

y post-Golgi 

Transporte Golgi-membrana 

basolateral en células 

polarizadas 

(Schuck et al., 2007) 

Rab11 (a y 

b) 

TGN, endosomas 

de reciclado, 

vesículas post-

Golgi 

Transporte endosomas de 

reciclado-TGN y TGN-

membrana basolateral. 

Compartimentalización de 

endosomas tempranos. 

(Urbe et al., 1993; Chen et al., 

1998; Wilcke et al., 2000) 

Rab12 Golgi y vesículas 

secretorias. 

Asociada a granulos secretorios 

en miocitos y en células de 

sertoli. 

(Olkkonen et al., 1993; Iida et 

al., 1996; Iida et al., 2005) 

Rab13 RE, TGN y “tight 

junctions” en 

células polarizadas 

Mantenimiento de la polaridad 

celular. Transporte entre TGN y 

RE. 

(Marzesco et al., 2002; Nokes 

et al., 2008) 

Rab14 TGN y endosomas Transporte de TGN a membrana 

apical 

(Kitt et al., 2008) 

Rab15 Endosomas 

tempranos 

Específicamente expresada en 

cerebro de rata.  Regulador 

negativo de endocitosis. 

(Elferink et al., 1992; Zuk and 

Elferink, 1999) 

Rab17 Membrana 

basolateral, 

endosomas de 

reciclado  

Específica de células epiteliales. 

Regula El tráfico a través de 

endosomas de reciclado.  

(Lutcke et al., 1993; Zacchi et 

al., 1998) 
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Rab18  RE y Cuerpos 

lipídicos en células 

hepáticas.  

Movilización de lípidos. (Ozeki et al., 2005) 

Rab19 ND Expresión específica de tejido. 

Altos niveles de mRNA en 

intestino, pulmón y bazo 

(Lutcke et al., 1995) 

Rab20 RE  Expresión específica en riñón y 

células epiteliales. 

(Das Sarma et al., 2008) 

Rab21 RE en células no 

polarizadas. 

Membrana apical y 

endosomas 

tempranos en 

células 

polarizadas. 

Adhesión celular y endocitosis 

en células polarizadas. 

(Opdam et al., 2000; Simpson 

et al., 2004; Pellinen et al., 

2006; Pellinen et al., 2008) 

Rab22a Endosomas 

tempranos y 

tardíos. 

Funcionalidad de endosomas. 

Tráfico entre endosomas.   

(Mesa et al., 2001; Kauppi et 

al., 2002; Mesa et al., 2005; 

Magadan et al., 2006) 

Rab23 ND Expresión predominante en 

sistema nervioso central. Posible 

rol en vías de señalización 

intracelular. 

(Guo et al., 2006; Wang et al., 

2006; Hou et al., 2008; Yang 

et al., 2008) 

Rab24 RE, cis-Golgi, 

ERGIC. 

Autofagia. Degradación de 

proteínas mal plegadas. 

(Maltese et al., 2002; Munafo 

and Colombo, 2002) 

Rab25 ND Expresión ligada a metástasis y 

agresividad tumoral. 

(Caswell et al., 2007) 

Rab26 Gránulos 

secretórios en 

paratiroides. 

Expresión en páncreas, riñón, 

cerebro, paratiroides y pulmón. 

Reclutamiento de gránulos 

secretorios en MP. 

(Yoshie et al., 2000; Nashida 

et al., 2006) 

Rab27 (a y 

b) 

Vesículas 

secretórias.  

Exocitosis.  Detectada en 

melanocitos, plaquetas, y gran 

variedad de células.  

(Izumi et al., 2003; Fukuda, 

2008) 

Rab28 (s y 

l) 

ND Rab28s detectada en la mayoría 

de los tejidos. Rab28l, es 

predominante en testículo. 

Función ND. 

(Brauers et al., 1996) 

Rab30 Golgi Expresión Ubicua. (Chen et al., 1996; de Leeuw 

et al., 1998) 

Rab33 (a y 

b) 

medial-Golgi Transporte intra Golgi. 

Formación de autofagosomas. 

(Zheng et al., 1998; Fukuda 

and Itoh, 2008; Itoh et al., 

2008) 

*ND: No determinado.  MP: Membrana Plasmática.  TGN: Trans-Golgi.  RE: Retículo endoplasmático 
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Conservación evolutiva de su función 

A lo largo de la evolución, las proteínas Rab se encuentran altamente conservadas.  En algunos 

casos, las proteínas Rab de levaduras y mamíferos son funcionalmente intercambiables.  Rab1a 

humana puede complementar la pérdida de Ypt1 en S. cereviseae (Haubruck et al., 1989); Rab8, 

puede complementar mutaciones que alteran la función de Ypt2 en S. pombe (Craighead et al., 

1993); Ypt51,  homologa a la proteína de mamíferos Rab5, es también requerida en endocitosis.  

Además, la expresión de Ypt51 en células de mamíferos no solo co-localiza con Rab5, sino que 

también puede estimular la endocitosis (Singer-Kruger et al., 1995).  

 

Modificaciones Post-traduccionales 

Las proteínas Rab pueden encontrarse de forma citosólica o asociadas a membranas.  Su unión a 

membranas está dada por una modificación post-traduccional donde un doble grupo geranil-

geranil (o prenilo) se asocia a las cisteínas del extremo C-terminal (Desnoyers et al., 1996).  Esta 

modificación es catalizada por la enzima GGT II (Geranil-Geranil Transferasa II) (Farnsworth et al., 

1994), la cual está compuesta por un núcleo catalítico (formado por un complejo de subunidades 

A y B) y un componente accesorio REP (Rab Escort Protein).  REP forma un complejo con las 

proteínas Rab recién sintetizadas unidas a GDP y las presenta al núcleo catalítico de la enzima 

(Seabra et al., 1992).  Luego de que la reacción de prenilación ocurre, REP remueve a la proteína 

Rab del complejo catalítico y la lleva a las membranas (Wilson et al., 1996). 
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Mecanismo General de acción 

En forma semejante a todas las proteínas de la familia de las RAS, las Rab GTPasas ciclan de su 

forma inactiva (unida a GDP) a su forma activa (unida a GTP)(Martinez and Goud, 1998) (Figura 8).  

La forma unida a GDP se encuentra principalmente soluble en el citosol, asociada a una proteína 

GDI (GDP Dissociation Inhibitor) que recubre al grupo prenilo del extremo C-terminal de las Rabs 

Figura 7.  Familia de proteínas Rab-GTPasas  (extraído de (Stenmark and Olkkonen, 2001)) 
En mamíferos se han descripto más de 60 proteínas pertenecientes a esta familia.  En la figura se 
muestra un esquema con la localización subcelular de algunas de ellas.  
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(Pfeffer et al., 1995).  En las proximidades del lugar de acción, la proteína GDI es desplazada por 

proteínas integrales de membrana denominadas GDFs (GDI Dissociation Factors), de esta manera 

el grupo prenilo queda expuesto al citosol y permite que la proteína Rab se asocie a las 

membranas.   Una vez en las membranas las proteínas Rab intercambian el grupo GDP por GTP, en 

un proceso mediado por un factor intercambiador de nucleótidos guanina (GEF), y actúan 

interaccionando con distintas proteínas (denominadas efectores) en diferentes etapas del la vía 

secretoria (Segev, 2001a; Segev, 2001b; Takai et al., 2001).  Luego de la interacción con efectores, 

las proteínas Rab hidrolizan el GTP unido y se liberan de las membranas en un mecanismo 

mediado por una proteína (GAP, GTPase Activating Protein) que activa la actividad GTPasa 

intrínseca de las Rabs (Cuif et al., 1999).  

 

 

Como se mencionó anteriormente, hasta el momento se han caracterizado más de 60 miembros 

pertenecientes a la familia de las proteínas Rab, los cuales se encuentran localizados 

específicamente en compartimientos intracelulares de las vías secretorias, endocíticas y 

lisosomales (Tabla 3 y Figura 7).  Los factores que brindan especificidad a su localización son 

muchos y aún no están del todo comprendidos.  Debido a que en el extremo C-terminal de las 

proteínas Rab GTPasas existe el mayor grado de divergencia entre los distintos miembros de la 

familia, se postuló que esta región podría actuar como señal para la localización sub-celular 

específica de las distintas proteínas Rab.  En base a esto, se realizaron numerosos ensayos para 

evaluar el rol de los residuos C-terminales en la localización subcelular de estas proteínas.  Se 

observó que el reemplazo del residuo C-terminal de Rab5 por el correspondiente residuo C-

Figura 8. Mecanismo general de acción 
de las Rab-GTPasas (modificado a partir 
de (Collins, 2003)).  
La proteína GDI es desplazada por proteínas 
integrales de membrana denominadas 
GDFs (GDI Dissociation Factors), 
permitiendo que la proteína Rab se asocie a 
las membranas.   En las membranas, por 
acción de una proteína GEF, cambian GDP 
por GTP y actúan interaccionando con 
distintos efectores. Luego una proteína GAP 
(GTPase Activating Protein) cataliza la 
hidrólisis de GTP y promueve la disociación 
de la Rab de las membranas  
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terminal de Rab7 generaba una construcción con localización en endosomas positivos para Rab7 

(Chavrier et al., 1991).  En concordancia, la construcción de Rab6 conteniendo el extremo C-

terminal de Rab5 se localizó en endosomas tempranos positivos para Rab5 (Stenmark et al., 1994).  

Estos resultados fortalecieron la hipótesis de que la región C-terminal de las GTPasas Rab era 

quien determinaba su localización específica.  Sin embargo, estudios posteriores demostraron que 

esta región no representaba una señal de localización general para las proteínas Rabs ya que las 

regiones C-terminales de Rab1, Rab2 y Rab7 no eran capaces de alterar la localización endosomal 

de Rab5 (Ali et al., 2004), indicando que además de las secuencias C-terminales, debe haber otros 

factores involucrados en la correcta localización de las proteínas Rab.  En este sentido, en la 

actualidad se considera que la especificidad de unión de una proteína Rab a una membrana 

determinada está dada por un conjunto de factores entre los cuales se encuentran: las secuencias 

de sus dominios C-terminales;  los factores GEF, GDFs y GAPs;  y las distintas proteínas efectoras 

(Collins, 2003; Pfeffer and Aivazian, 2004; Seabra and Wasmeier, 2004).   

 

Estructura de las proteínas Rab.  Bioquímica de las mutaciones puntuales 

Estructuralmente las proteínas Rab están conformadas por una serie de motivos conservados 

denominados G1, G2, G3, G4 y G5, que en conjunto forman un  dominio G común a todas las 

GTPasas de las familias de las RAS.  Además, presentan en su secuencia un sitio de fosforilación y 

una región C-terminal hiper-variable (35-45 aminoácidos) que muestra el mayor grado de 

divergencia entre los distintos miembros de la familia y es donde ocurre el agregado post-

traduccional de grupos geranil-geranil o prenilo (Wennerberg et al., 2005).  Debido a sus 

características estructurales, una de las herramientas más utilizadas para el estudio de las 

proteínas Rab es la generación de mutaciones puntuales en dominios conservados, produciendo la 

estabilización de las proteínas Rab en su forma unida a GTP, GDP o libre de nucleótidos (Feig and 

Cooper, 1988).  De esta forma, la sustitución de un residuo Asparragina (N) por Isoleucina (I) en la 

región G2, resulta en la disminución de la afinidad tanto por GDP como por GTP, generándose una 

mutante dominante negativa.  La sustitución de Serina (S) o Treonina (T) por Asparragina (N) en el 

sitio de fosforilación también genera una mutante dominante negativa con gran preferencia por 

GDP.  En cambio, la sustitución de Glutamina (Q) por Leucina (L) en el sitio de unión de nucelótidos 

guanina bloquea la actividad GTPasa intrínseca estabilizando a las proteínas Rab en su forma 
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activa, unida a GTP.  Para el caso específico de la GTPasa Rab1b las mutaciones puntuales más 

utilizadas son: 1) Rab1bQ67L que bloquea la actividad GTPasa y estabiliza la forma Rab1b-GTP; 2) 

Rab1bS22N, que presenta baja afinidad por GTP y estabiliza la forma Rab1-GDP; 3) Rab1bN121I, la 

cual posee baja afinidad por GDP y por GTP, y permanece principalmente libre de unión a 

nucleótidos. 

 

Patologías humanas que involucran Rab GTPasas 

El transporte de proteínas entre organelas como así también la secreción de las mismas al espacio 

extra-celular son mecanismos esenciales para el mantenimiento de la composición normal de las 

membranas y para la inter-relación entre la célula y el medio circundante.  Existen numerosas 

patologías que involucran desórdenes en diversas etapas del transporte intracelular, entre las 

cuales existen muchas que involucran actividades anómalas de proteínas Rab GTPasas.  Estos 

desórdenes pueden ser mono-génicos o multi-factoriales.   

Los desórdenes mono-génicos corresponden a enfermedades causadas por mutaciones en un solo 

gen, tanto de una Rab GTPasa como de una proteína estrechamente relacionada a su función (GDI, 

REP, GGT, GAP, GEF, etc.).  Entre ellos, los más estudiados son: 1) síndrome de Griscelli, que cursa 

con hipo-pigmentación y defectos en la respuesta inmune, causado por una mutación en el gen 

que codifica para Rab27 (Menasche et al., 2000);  2) Coroidermia, degeneración de la retina y 

pérdida progresiva de la visión, causado por una mutación en el gen REP1 que lleva a una falla en 

la prenilación de Rab27 en la retina (Seabra et al., 1993);  3) Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, 

neuropatía periférica que cursa con debilidad muscular y ulceraciones e infecciones en los pies, 

causada por mutaciones en el gen de Rab7 (Verhoeven et al., 2003).   

Con respecto al rol de las Rab GTPasas en desórdenes multi-factoriales, existen evidencias que 

indican que mutaciones en proteínas Rab estarían involucradas en la progresión de determinadas 

patologías.  Por ejemplo, se ha evidenciado que el incremento en la expresión de Rab25 se 

encuentra relacionado a la agresividad de los tumores presentes en cáncer de ovario y en cáncer 

de mama (Cheng et al., 2004); en cáncer de lengua se ha detectado expresión aberrante de Rab1 

(Shimada et al., 2005); también se ha evidenciado que la sobre-expresión de Rab1 puede suprimir 
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la neuro-degeneración inducida por la proteína synuclein en la enfermedad de Parkinson (Chua 

and Tang, 2006), etc. 

En este sentido, el conocimiento de los mecanismos mediante los cuales las Rab GTPasas regulan 

distintas etapas del transporte intracelular de proteínas representa un desafío importante, no solo 

para el entendimiento global del proceso de transporte intracelular, sino también para la 

generación de nuevas aproximaciones que lleven a desarrollar nuevos tratamientos para 

patologías relacionadas a desórdenes en el transporte intracelular de proteínas. 
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Rab1, estado actual del conocimiento 

Hasta el presente se han caracterizado dos isoformas de la GTPasa Rab1, Rab1a y Rab1b, que 

poseen un 92% de homología en sus secuencias de aminoácidos (sus divergencias existen 

principalmente a nivel de los dominios C-terminales) (Touchot et al., 1987).  A pesar de las 

pequeñas divergencias en sus secuencias, no se han caracterizado diferencias en sus funciones.  

Ambas son esenciales para el transporte de proteínas entre el RE y el complejo de Golgi 

(Schwaninger et al., 1992) y sufren el agregado de dos grupos geranil-geranil luego de su 

traducción (Farnsworth et al., 1994).  Además, ensayos de micro-inyección de Rab1a o Rab1b en 

células que expresan la construcción dominante negativa sugirieron que sus funciones podrían ser 

intercambiables (Nuoffer et al., 1994).   

Se han identificado 6 efectores de Rab1, ellos son: p115 (Allan et al., 2000), GM130 (Moyer et al., 

2001; Weide et al., 2001), Golgin84 (Satoh et al., 2003), MICAL-1 (Weide et al., 2003), Iporin (Bayer 

et al., 2005) y Giantin (Beard et al., 2005).  P115, GM130 y Giantin son proteínas involucradas en 

etapas de reconocimiento y fusión de membranas entre RE y Golgi.  p115 se encuentra asociada 

por su extremo N-terminal a las membranas de los intermediarios de transporte, GM130 se asocia 

mediante su interacción con GRASP65 a las membranas del cis-Golgi, exponiendo su dominio N-

terminal al citosol.  Giantin, es una proteína transmembrana que posee un largo dominio N-

terminal citoplasmático.  Se ha propuesto que la interacción de Rab1 con estas proteínas podría 

tener muchas funciones,  por un lado Rab1 con p115 sería la responsable de la unión de p115 a las 

membranas de los intermediarios de transporte con cubierta COPII, programándolos así para la 

fusión con las membranas del cis-Golgi (Allan et al., 2000).  Además, se ha propuesto que la unión 

de Rab1 a estas tres proteínas generaría cambios conformacionales que favorecerían la 

interacción de sus extremos C-terminales, promoviendo así el proceso de fusión heterotípica 

(Beard et al., 2005) (entre vesículas y la membrana receptora). Golgin84 es una proteína 

estructural del complejo de Golgi, la interacción con Rab1 podría tener un rol en el mantenimiento 

de la arquitectura del Golgi (Satoh et al., 2003).  MICAL-1 es una proteína citosólica que 

interacciona con el cito-esqueleto celular, su interacción con Rab1 podría tener cómo función el 

anclado del complejo de Golgi a los filamentos intermedios del cito-esqueleto (Weide et al., 2003).  

Iporin es una proteína citosólica que podría estar involucrada en vías de señalización, se sugiere 

que su interacción con Rab1 relacionaría el direccionamiento de los intermediarios de transporte 
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con vías de señalización (Bayer et al., 2005).  Además ha sido determinado que Rab1 participa en 

el reclutamiento a las membranas del complejo proteico COPI  y que su función sería previa a la de 

GBF1 (Alvarez et al., 2003).  Específicamente se observó que la expresión de la construcción 

dominante negativa de Rab1b (conteniendo la mutación puntual N121I) interfiere con la 

asociación a membranas de -COP (componente del complejo COPI), mientras que la sobre-

expresión de la construcción constitutivamente activa de Rab1 (Rab1bQ67L) confiere a las células 

resistencia a BFA (agente inhibidor del reclutamiento de COPI).  Asimismo, el efecto inhibitorio 

ejercido por Rab1bN121I sobre el reclutamiento de COPI es revertido por la expresión de GBF1.  

Estas evidencias sugieren una relación funcional entre Rab1 y GBF1 para mediar el reclutamiento 

de COPI.   
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es analizar los mecanismos celulares y 

moleculares que regulan el transporte de proteínas desde el Retículo Endoplásmico  al complejo 

de Golgi.  Concretamente el proyecto está enfocado en  el estudio de la función  de  la GTPasa 

Rab1b. 

Objetivos específicos 

Con el fin de evaluar integralmente la función de Rab1b en la vía secretoria de proteínas, se 

establecieron los siguientes objetivos específicos: 

1-Caracterizar el comportamiento dinámico del ciclo de Rab1b 

2-Analizar la función de Rab1b a nivel de los sitios de salida del retículo endoplásmico   

3-Evaluar la relación entre la función de Rab1b y la estructura del complejo de Golgi   

Los objetivos planteados fueron abordados en su totalidad durante el transcurso de este trabajo 

de tesis.  Los resultados obtenidos se encuentran descriptos a continuación, cada uno en un 

capítulo distinto. 

 

Los resultados descriptos en los capítulos 1 y 2 forman parte de un artículo titulado: 

“Rab1b directly interacts with GBF1 and modulates both Arf1 association and COPI recruitment” 

Publicado en Molecular Biology of the Cell (Monetta et al., 2007) 

 

Los resultados descriptos en el capítulo 3 forman parte de un manuscrito en preparación titulado: 

“Structure of the Golgi complex in response to Rab1b activity” 
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Caracterización del comportamiento dinámico del ciclo de Rab1b 

En células de mamíferos la GTPasa Rab1b se localiza concentrada en la región yuxta-nuclear y en 

un punteado periférico en el citosol celular (Figura 9).  La región yuxta-nuclear co-localiza con 

GM130 (marcador de cis-Golgi) (Figura 9 A-C), mientras que las estructuras periféricas co-localizan 

parcialmente con Sec23, -COP, ERGIC53 y GBF1 (marcadores de ERES/VTCs) (Figura 9 D-Ñ, 

flechas).   

 

 

 

 

Figura 9.  Rab1b se localiza en Golgi y la interfase entre COPII/COPI.   
Ensayos de microscopía de fluorescencia en células HeLa trasfectadas con GFP-Rab1bwt por 48 horas.  Los 
paneles muestran imágenes correspondientes a  ensayos de inmuno-fluorescencias realizados con 
distintos anticuerpos:  anti-GFP, para detectar las células transfectadas (paneles A, D, G, J, M); anti-GM130 
utilizado como marcador de Golgi (panel B); anti-Sec23 utilizado como marcador de COPII (panel E); anti 

ERGIC-53 como marcador de VTCs (panel H); anti- -COP como marcador de COPI (panel K); anti-GBF1 
como marcador de interfase COPII/COPI (panel N). Las flechas indican las estructuras donde se observa 

colocalización.  Las barras de tamaño representan 10 m. 
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Si bien su localización sub-celular se encuentra bien caracterizada, se desconoce cómo llega Rab1 

a cada uno de sus lugares de acción, como así también cuánto tiempo permanece asociada a las 

membranas.  Es posible que Rab1-GTP se asocie a las membranas de los sitios de salida del retículo 

endoplásmico (ERES) en un paso previo a la formación de estructuras túbulo-vesiculares (VTCs), y 

que luego viaje asociada a los VTCs hasta el complejo de Golgi.  Alternativamente, Rab1 podría ser 

reclutada a las membranas de ERES, VTCs y complejo de Golgi en eventos independientes y ciclar 

desde el citosol a estas membranas sin ser transportada por las mismas.  Para analizar estas 

posibilidades se realizaron ensayos de microscopía confocal in vivo con el fin de evaluar el 

comportamiento dinámico de Rab1. 

Existen diversas metodologías para evaluar el comportamiento dinámico de proteínas en células 

eucariotas.  En general, todas utilizan construcciones donde la proteína de interés se expresa 

fusionada a la proteína fluorescente verde (GFP,  Green Fluorescent Protein), de esta manera, 

mediante un microscopio de fluorescencia, es posible identificar a la proteína de fusión en forma 

directa en células vivas.  Entre las metodologías más utilizadas se encuentran la técnica de “Time 

Lapse Imaging” (Lippincott-Schwartz et al., 1999) y la técnica de recuperación de la fluorescencia 

luego del foto-blanqueado (FRAP, Fluorescence Recovery After Photobleaching) (Presley et al., 

2002).   

La técnica de “Time Lapse Imaging” se utiliza principalmente para evaluar el comportamiento 

dinámico de proteínas asociadas a estructuras de membranas.  Consiste en tomar fotos 

secuenciales a intervalos de tiempo iguales durante un período de tiempo determinado (los 

tiempos deben ser ajustados experimentalmente y dependen de la dinámica de la estructura 

estudiada).  Luego, con las fotos se compagina un video y de esa forma se visualiza el 

comportamiento dinámico de la proteína de interés.  Mediante esta metodología se ha evaluado 

el comportamiento dinámico de numerosos marcadores sub-celulares tales como componentes de 

los complejos COPII (marcadores de ERES), COPI (marcadores de VTCs), etc. (Stephens et al., 2000; 

Ward et al., 2001).  Por ejemplo, se ha descripto que las estructuras marcadas con GFP-Sec13 

(componente del complejo COPII), presentan un comportamiento dinámico limitado, 

permaneciendo estáticas por períodos de tiempo prolongados, sin viajar asociadas a los 

intermediarios de transporte desde la periferia hasta el complejo de Golgi (Stephens et al., 2000).  

Por el contrario, la proteína de VTCs, ERGIC53, presenta alta movilidad, siendo transportada desde 
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la periferia hasta el complejo de Golgi asociada a las membranas de los intermediarios de 

transporte (Ward et al., 2001). 

La técnica de FRAP se utiliza para evaluar la dinámica de asociación o disociación de una proteína 

a una membrana.  Se visualiza en un microscopio de fluorescencia una célula transfectada con la 

proteína de interés fusionada a GFP.  Luego, se foto-blanquea (destrucción irreversible de la 

fluorescencia mediante exposición a altas intensidades de luz de una determinada longitud de 

onda) una región de interés (Golgi, membrana plasmática u otra estructura de membrana en el 

interior celular) donde se encuentre asociada la proteína a analizar.  Posteriormente se toman 

fotos secuenciales por períodos de tiempo similares con el fin de compaginar un video y observar 

la recuperación de la fluorescencia en el área foto-blanqueada.  De esta forma, la recuperación de 

la intensidad de fluorescencia en el área seleccionada es debida al ingreso al área de interés de 

nuevas moléculas fluorescentes provenientes de una región externa al área que fue foto-

blanqueada.  Existen dos parámetros principales para analizar en un ensayo de FRAP, el porcentaje 

de fluorescencia recuperado y el tiempo de vida media (t1/2) con que ocurrió dicha recuperación.  

El porcentaje de fluorescencia recuperada está relacionado a la capacidad de una molécula de ser 

reemplazada por nuevas moléculas fluorescentes.  La recuperación del 100% de la fluorescencia 

inicial indica que la totalidad de las moléculas pudieron ser reemplazas por nuevas moléculas 

fluorescentes durante el transcurso del experimento, en cambio, si la recuperación no alcanza el 

100% indica que un porcentaje de las moléculas foto-blanqueadas se encuentra establemente 

asociada a las membranas y no pueden ser reemplazadas por la llegada de nuevas moléculas.  El 

t1/2 es el tiempo en el cual se recupera el 50% de la fluorescencia inicial y está relacionado al 

mecanismo por el cual la proteína de interés llega a las membranas.  En general las proteínas que 

ciclan continuamente desde el citosol a las membranas presentan t1/2 cortos (Arf1 15 a 45 

segundos (Presley et al., 2002; Vasudevan et al., 1998), -COP 20 a 30 segundos (Presley et al., 

2002; Ward et al., 2001), GBF1 15 a 40 segundos (Niu et al., 2005; Szul et al., 2005)) en cambio las 

proteínas que alcanzan las membranas mediante el transporte mediado por microtúbulos 

presentan t1/2 más prolongados (p58, 15 minutos; GalT, 50 minutos) (Ward et al., 2001).   

Utilizando estas dos metodologías se analizó el comportamiento dinámico de Rab1b asociada a las 

estructuras periféricas, como así también la dinámica de asociación/disociación de Rab1b a las 

membranas del complejo de Golgi. 
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1.1.  Dinámica de Rab1b asociada a las estructuras periféricas 

Rab1 asociada a las estructuras periféricas co-localiza tanto con marcadores de ERES (Figura 9, D-

F) como con marcadores de VTCs (Figura 9, G-Ñ).  Como se mencionó anteriormente estos 

compartimientos poseen diferentes patrones de movimiento, por lo tanto se decidió evaluar si 

Rab1 a nivel de los sitios de salida del RE presentaba una dinámica similar a la de estructuras 

COPII, o si por el contrario permanecía asociada a los VTCs viajando con ellos desde la periferia 

celular hasta el complejo de Golgi.  Mediante la técnica de Time Lapse Imaging, se evaluó el 

comportamiento dinámico de Rab1 asociada a las estructuras periféricas.  Se transfectaron células 

HeLa con un vector que expresa la proteína fluorescente verde fusionada al extremo N-terminal de 

Rab1b (GFP-Rab1bwt) y se crecieron durante 48 horas a 37ºC.  Las células transfectadas se 

identificaron en un microscopio de fluorescencia confocal y se tomaron fotos cada 4 segundos 

durante un tiempo total de 10 minutos.  Las fotos se compilaron en un video y se analizó la 

movilidad de GFP-Rab1 asociada a las membranas de las estructuras periféricas (Video 1 en disco 

adjunto).  Las estructuras periféricas marcadas con GFP-Rab1 se clasificaron de acuerdo a su 

comportamiento dinámico como inmóviles, móviles y transitorias.  Se consideraron inmóviles 

aquellas estructuras que permanecieron por un tiempo superior a 5 minutos en un radio de 2 m, 

sin presentar una trayectoria definida (Figura 10 A, flechas); se consideraron móviles aquellas 

estructuras que describieron una trayectoria superior a 2 m en cualquier dirección (Figura 10 B, 

regiones 1 y 2, flechas); y transitorias aquellas estructuras que aparecieron o desaparecieron 

durante el tiempo total del experimento (Figura 10 B, región 3, flechas).  De acuerdo a estos 

patrones se contaron 756 estructuras en 7 células diferentes correspondientes a 3 ensayos 

independientes.  Los datos, resumidos en la tabla 4, muestran que el 71% de las estructuras 

marcadas por GFP-Rab1b presentaron un comportamiento transitorio, el 23% se mantuvieron 

inmóviles y solo el 6% describieron una trayectoria definida.  En paralelo, se realizaron ensayos 

utilizando marcadores de COPII (Sec13) y de VTCs (p58) con el fin de comparar con los resultados 

obtenidos para Rab1b (Videos 2 y 3 en disco adjunto).  En concordancia con lo publicado, las 

estructuras marcadas con Sec13 presentaron principalmente patrones inmóviles (86%), mientras 

que la mayor cantidad de las estructuras marcadas con p58 (57%) describieron largas trayectorias, 

desde y hacia el Golgi (Tabla 4).  Estos resultados sugieren que Rab1 se asocia a las membranas de 

los sitios de salida del retículo endoplásmico y que luego se disocia sin viajar con estas estructuras 

hacia las membranas del cis-Golgi. 
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Tabla 4.  Cuantificación de los patrones dinámicos de las estructuras periféricas marcadas con  

GFP-Rab1, Sec13-YFP o p58-YFP 

Figura 10.  Dinámica de Rab1b asociada a las estructuras periféricas.  

Ensayos de Time Lapse de las estructuras periféricas marcadas con GFP-Rab1bwt. Se tomaron imágenes 
cada 4 segundos durante un tiempo total de 10 minutos en un microscopio de fluorescencia confocal.  Las 
fotos se compilaron y se generó un video para evaluar la dinámica de las estructuras. 
A. Los paneles muestran imágenes extraídas del video cada 60 segundos representando tiempos de 0 a 
420 segundos.  Las flechas señalan dos estructuras que se mantienen inmóviles durante el tiempo total del 
experimento.  Los recuadros blancos indican las regiones sleccionadas mostradas en B.  Las barras 

representan 10 m. 
B. Comportamientos dinámicos de las estructuras periféricas. Las imágenes fueron extraidas de los 
recuadros indicados en A a los tiempos indicados.  Regiones 1 y 2 muestran estructuras móviles que 
describen largas trayectorias periféricas (flechas, Región 1) o emergen de la periferia y se dirigen al Golgi 
(flechas, Región 2).  Región 3 muestra dos estructuras con dinámica transitoria que aparecen y luego 

desaparecen  en un corto período de tiempo (flechas). Las barras de tamaño representan 5 m. 
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Marcador 

Células 

Analizadas 

Estructuras Analizadas 

Total  Inmóviles (%) Móviles (%) Transitorias (%) 

Rab1b 7 756 23 6 71 

Sec13 (COPII) 4 364 86 2 12 

P58 (VTCs) 3 295 9 57 34 

 

1.2.  Dinámica de asociación de Rab1b a las membranas del complejo de Golgi 

La dinámica de asociación/disociación de Rab1b a las membranas del complejo de Golgi se analizó 

mediante la técnica de FRAP.  Para ello, se transfectaron células HeLa con la construcción GFP-

Rab1b, luego de 48 horas de expresión se foto-blanqueó la señal de GFP-Rab1b en un área 

determinada del Golgi (Figura 11 A, recuadro blanco) y se tomaron imágenes cada 20 segundos 

durante un tiempo total de 10 minutos.  Se observó que GFP-Rab1b recuperó un 100% de la 

intensidad de fluorescencia inicial, presentando un t1/2 de 120 segundos (Figura 11 B).  Este valor 

de t1/2 es comparable a los valores descriptos para otras proteínas, como -COP y ARF1 (Presley et 

al., 2002; Vasudevan et al., 1998), las cuales se asocian a las membranas directamente desde el 

citosol, en forma independiente del transporte de intermediarios (vesículas/túbulos) mediado por 

microtúbulos.  Para confirmar si la dinámica de asociación/disociación de GFP-Rab1b a la 

membranas es independiente del transporte mediado por microtúbulos se realizaron ensayos de 

FRAP de GFP-Rab1b en presencia de Nocodazol (agente causal de despolimerización de 

microtúbulos).  Se observó que GFP-Rab1 recuperó un 80% de su intensidad de fluorescencia 

inicial en un tiempo comparable al observado anteriormente (t1/2 180 segundos) (Figura 11 B).  

Estos resultados sugieren que Rab1b se asocia mayoritariamente al complejo de Golgi mediante el 

reclutamiento directo de moléculas de Rab1b disponibles en el pool citosólico, en forma 

independiente del transporte de intermediarios mediado por microtúbulos.   
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Finalmente, con el fin de evaluar si la asociación/disociación de Rab1b a las membranas del Golgi 

es dependiente de la capacidad de ciclado entre GTP y GDP de Rab1b, se realizaron ensayos de 

FRAP en células transfectadas con GFP-Rab1bQ67L (mutante con deficiente actividad GTPasa).  Se 

observó que la fluorescencia de GFP-Rab1bQ67L se recuperó lentamente en la zona foto-

blanqueada.  La cuantificación de la intensidad en la región de interés mostró que sólo recuperó 

un 70% de la fluorescencia inicial en el tiempo total del experimento,  y se observó que la forma 

de la curva es más aplanada que en el caso de Rab1bwt (Figura 12).  Estos datos indican que la 

Figura 11. Cinética de asociación/disociación de Rab1b a las membranas del complejo de Golgi 
Ensayo de FRAP en células HeLa transfectadas con GFP-Rab1bwt.   
A. Imágenes representando el momento anterior al fotoblanqueado(Inicial), inmediatamente luego del 
fotoblanqueado (fotoblanqueado), y la recuperación de la fluorescencia en la región de interés (recuadro 
blanco) cada 100 segundos. 
B. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de GFP-Rab1bwt en la región de interés en células 

tratadas con nocodazol (5 g/ml) (triángulos negros; n=4) o sin nocodazol (círculos vacíos; n=5).   Las 
barras de error representan 1 desviación estandar. 
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mutante de Rab1b con deficiente actividad GTPasa presenta una dinámica de asociación más lenta 

que la forma salvaje (wt) y sugieren que la capacidad de Rab1b de ciclar entre las formas unidas a 

GDP y GTP cumple un rol importante en este proceso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En conjunto, el estudio de las propiedades dinámicas de Rab1b sugiere que su asociación a las 

membranas (tanto de ERES/VTCs como del cis-Golgi) es transitoria y ocurre directamente desde 

las reservas citosólicas de Rab1b, por un mecanismo independiente del transporte mediado por 

microtúbulos, en un proceso que depende en gran medida de la capacidad de ciclar entre las 

formas unidas a GDP y GTP. 

 

 

 

 

Figura 12. Cinética de asociación/disociación de la mutante de Rab1b con deficiente actividad 
GTPasa a las membranas del complejo de Golgi.   
Cuantificación de la intensidad de fluorescencia en la región del Golgi de GFP-Rab1bQ67L (círculos llenos; 
n=3) o de GFP-Rab1bwt (círculos vacíos; n=5). Las barras de error representan 1 desviación estandar. 
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Análisis de la función de Rab1b a nivel de los sitios de salida del Retículo 

Endoplásmico   

 

2.1.  Rab1b modula la asociación de COPI a los sitios de salida del retículo endoplásmico 

El reclutamiento del complejo COPI a las membranas de los ERES/VTCs es una etapa esencial para 

la progresión de los intermediarios de transporte entre el RE y el complejo de Golgi (Figura 2).  Las 

proteínas requeridas para esta etapa son, entre otras, la GTPasa Arf1 y su activador, el factor 

intercambiador de nucleótidos GBF1 (Garcia-Mata et al., 2003; Niu et al., 2005).  Además de Arf1 y 

GBF1, ha sido descripto que Rab1b también es requerida para el reclutamiento de COPI a los sitios 

de salida del retículo endoplásmico (Alvarez et al., 2003), sin embargo no están del todo claros los 

mecanismos por los cuales podría ejercer su función en esta etapa.  Tal como se describió en la 

introducción, existen evidencias que sugieren una relación funcional entre Rab1 y GBF1 para 

mediar el reclutamiento de COPI.   

Con el fin de evaluar el mecanismo molecular que relaciona la actividad de Rab1 con el 

reclutamiento de COPI se analizó, mediante ensayos de inmuno-fluorescencia, el efecto producido 

por la sobre-expresión de la mutante de Rab1b constitutivamente activa (Rab1bQ67L) en la 

localización sub-celular de proteínas involucradas en el reclutamiento de COPI.  La localización de 

GBF1 en células no transfectadas (Figura 13 B, asterisco) coincide con los datos de publicaciones 

anteriores (Garcia-Mata et al., 2003; Kawamoto et al., 2002; Niu et al., 2005), donde GBF1 se 

localiza en el complejo de Golgi y en un punteado periférico correspondiente a la interfase 

ERES/VTCs.  Sin embargo, en las células transfectadas con GFP-Rab1Q67L, se observa claramente 

que el patrón de localización de GBF1 se encuentra alterado.  La cantidad de GBF1 asociada a las 

estructuras periféricas se encuentra aumentada, presentando una redistribución de la señal de 

GBF1 desde el complejo de Golgi hacia el punteado periférico (Figura 13, A-C).  Este efecto 

también se evidenció al observar la localización sub-celular de -COP (proteína del complejo 

COPI), la cual también se encuentra redistribuida hacia las estructuras periféricas (Figura 13, D-F).  

Se destaca que tanto -COP como GBF1 mostraron alta co-localización con GFP-Rab1Q67L en las 

estructuras periféricas (Figura 13, C y F, flechas), sugiriendo que el efecto de redistribución 

observado podría estar mediado por la acción de Rab1bQ67L.  Para evaluar cuan específico es el 
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efecto observado se analizó también la localización sub-celular de un conocido efector de Rab1, 

p115, y de una proteína trans-membrana del compartimiento intermedio, ERGIC53.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Tanto las estructuras marcadas con p115 como con ERGIC53 presentaron co-localización con GFP-

Rab1bQ67L (Figura 13, I y L, flechas), sin embargo no se observó redistribución a estructuras 

periféricas ni tampoco ninguna diferencia en los patrones de localización sub-celular de estos 

marcadores entre células transfectadas y no transfectadas (marcadas con asteriscos).     

Figura 13.  Rab1b-GTP induce redistribución de GBF1 y COPI a la interfase ERES/VTCs.   
Células HeLa transfectadas con GFP-Rab1bQ67L y analizadas por inmuno-fluorescencia 60 horas luego de la 

transfección.  Los paneles muestran inmuno-fluorescencias para detectar GFP (A, D, G, J), GBF1 (B), -COP 
(E), p115 (H) y ERGIC53 (K).  Las flechas en cada panel indican estructuras donde se observa co-localización 
entre ambos marcadores.  Los asteriscos indican las células no transfectadas. Las barras de tamaño indican 

10 m. 
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Como se describió en el capítulo anterior, la  construcción constitutivamente activa de Rab1b 

(Rab1bQ67L) permanece mayor tiempo asociada a las membranas (Figura 12).  El hecho de que el 

incremento en los niveles de Rab1b activa asociada a las membranas induzca un incremento 

específico de GBF1 y COPI en la interfase ERES/VTCs es un fuerte indicio de la existencia de una 

interacción entre Rab1b y GBF1 para modular el reclutamiento de COPI. 

 

 

2.2.  Rab1b modula la dinámica de asociación/disociación de Arf1 a las membranas del 

Golgi 

La GTPasa Arf1 cicla continuamente desde el citosol a las membranas en un proceso dependiente 

del intercambio de GDP por GTP (Presley et al., 2002).  En la interfase RE-Golgi, se sabe que es 

GBF1 quien cataliza dicho intercambio de nucleótidos (Niu et al., 2005).  La dinámica de 

asociación/disociación de Arf1 a las membranas del Golgi ha sido ampliamente estudiada.  Ensayos 

de FRAP indican que Arf1 se asocia a las membranas directamente desde el citosol presentando 

tiempos de vida media cortos (menores a 60 segundos) (Presley et al., 2002; Vasudevan et al., 

1998).  Se ha observado también que, de manera similar a lo que ocurre con Rab1b, la mutante de 

Arf1 con deficiente actividad GTPasa, Arf1Q71L, permanece mayor tiempo asociada a las 

membranas (Presley et al., 2002).  Además se ha descripto que su asociación a las membranas se 

ve afectada en presencia de Brefeldina A (BFA), un metabolito fúngico que inhibe la actividad de 

GBF1.  Ensayos en células HeLa transfectadas con Arf1-GFP muestran que el agregado de BFA 

induce una rápida disociación de Arf1 de las membranas, sin embargo, la co-expresión de GBF1 y 

Arf1 inhibe la disociación de Arf1 de las membranas del Golgi inducida por BFA, posiblemente 

como consecuencia de la formación de un complejo estable GBF1-Arf1-BFA (Niu et al., 2005; Szul 

et al., 2005).   

Debido a que la expresión de la mutante Rab1bQ67L incrementa la cantidad de GBF1 asociada a 

las membranas (Figura 13, A-C), se decidió evaluar si la dinámica del ciclo de Arf1 a las membranas 

es también dependiente de la actividad GTPasa de Rab1b.   

Para ello se realizaron ensayos de FRAP en células HeLa transfectadas con Arf1-GFP o co-

transfectadas con Arf1-GFP y CFP-Rab1bQ67L y se evaluó la dinámica de asociación/disociación de 

Arf1 a las membranas del Golgi.  Arf1-GFP se localiza en las membranas del Golgi, en un fino 

punteado periférico y gran cantidad soluble en el citosol (Figura 14 A).  En las células transfectadas 
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con Arf1-GFP el 100% de la fluorescencia inicial se recuperó en un período de tiempo corto, con un 

tiempo de vida media de aproximadamente 30 segundos (t1/2 30s) (Figura 14, A y C).  El t1/2 

obtenido fue similar al descripto previamente en la bibliografía (Presley et al., 2002; Vasudevan et 

al., 1998).  Sin embargo en células que co-expresan Arf1-GFP y CFP-Rab1bQ67L, sólo un 55% de la 

fluorescencia inicial fue recuperada (Figura 14, B y C).  Para discriminar si el efecto observado era 

causado específicamente por la expresión de Rab1bQ67L, o por el incremento de la cantidad total 

de Rab1b, se evaluó la dinámica de Arf1 en células co-transfectadas con Arf1-GFP y CFP-Rab1bwt.  

Como se muestra en la figura 14 C, la expresión de GFP-Rab1bwt no alteró la dinámica de 

asociación/disociación de Arf1 a las membranas del Golgi.  

Estos resultados indican que la dinámica de asociación/disociación de Arf1 a las membranas del 

Golgi se encuentra retardada por la presencia de Rab1bQ67L, sugiriendo que el incremento de 

Rab1b-GTP asociada a las membranas estabiliza a Arf1 en el complejo de Golgi.  

De acuerdo a nuestros resultados, la expresión de Rab1bQ67L incrementa la asociación a 

membranas de GBF1 (Figura 13, B), por lo tanto, debería también estabilizar la asociación a 

membranas de Arf1 en presencia de BFA (la cual induce disociación de Arf1) y de esta manera 

ejercer un efecto similar a la sobre-expresión de GBF1.  Para evaluar si la expresión de Rab1bQ67L 

produce un efecto similar a la expresión de GBF1  se transfectaron células HeLa con Arf1-GFP o se 

co-transfectaron con Arf1-GFP y CFP-Rab1bQ67L, 48 horas después se trataron con BFA (5 g/ml), 

y se observó la fluorescencia de Arf1-GFP in vivo durante 10 minutos.  En concordancia con 

resultados publicados (Niu et al., 2005; Presley et al., 2002), la fluorescencia en la región del Golgi 

de las células transfectadas con Arf1-GFP decayó a un 50% del valor inicial transcurridos 300 

segundos del agregado de BFA (Figura 14, D), indicando una rápida disociación de Arf1 de las 

membranas.  En cambio, en células co-transfectadas con Arf1-GFP y CFP-Rab1bQ67L la 

disminución de la fluorescencia en la región del Golgi luego del agregado de BFA fue 

significativamente más lenta, quedando más de un 80% de la fluorescencia inicial asociada a las 

membranas del Golgi transcurridos 300 segundos del experimento (Figura 14, D).  Estos resultados 

indican que, en presencia de BFA, tanto la expresión de GBF1 como de Rab1bQ67L producen el 

mismo efecto en la disociación de Arf1, sugiriendo que la expresión de Rab1bQ67L induce un 

incremento de la cantidad de GBF1 activa, asociada a membranas, y por ende un aumento del 

complejo estable GBF1-Arf1-BFA asociado a las membranas. 
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Figura 14.  Dinámica de asociación/disociación de Arf1 a las membranas del Golgi.   
Ensayos de FRAP de Arf1 en células HeLa transfectadas con Arf1-GFP o con ARF1-GFP y CFP-Rab1bQ67L.   
A. Ensayos de FRAP en células HeLa transfectadas con Arf1-GFP.  Imágenes representando el momento 
anterior al fotoblanqueado (Inicial), inmediatamente luego del fotoblanqueado (fotoblanqueado), y la 
recuperación de la fluorescencia en la región de interés (recuadro blanco) cada 50 segundos. 
B. Ensayos de FRAP de Arf1 en células HeLa co-transfectadas con Arf1-GFP y CFP-Rab1bQ67L.  Imágenes 
representando el momento anterior al fotoblanqueado(Inicial), inmediatamente luego del fotoblanqueado 
(fotoblanqueado), y la recuperación de la fluorescencia en la región de interés (recuadro blanco) cada 50 
segundos.  El panel inferior muestra la fluorescencia de CFP-Rab1bQ67L. 
C. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de Arf1-GFP en ensayos de FRAP de células que expresan: 
Arf1-GFP (círculo vacío, n=5 células); Arf1-GFP/CFP-Rab1bQ67L (triángulo negro, n=4 células); Arf1-GFP/CFP-
Rab1bwt (círculo lleno, n=3 células). Las barras de error representan 1 desviación estandar. 
D. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de Arf1-GFP en la región del Golgi luego del tratamiento 

con BFA (5 g/ml) en células que expresan Arf1-GFP (triángulos, n=7 células) o que co-expresan Arf1-GFP y 
CFP-Rab1bQ67L (círculos, n=5 células).  Las barras de error representan 1 desviación estandar. 
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2.3.  Rab1b en su forma activa interacciona directamente con GBF1 

Los ensayos anteriores sugieren una relación funcional entre Rab1b, GBF1 y el reclutamiento de 

COPI a las membranas.  Está descripto que Rab1b interacciona con p115 (Allan et al., 2000), la cual 

a su vez interacciona con GBF1 (Garcia-Mata and Sztul, 2003), por lo tanto la relación entre Rab1b, 

GBF1 y el reclutamiento de COPI podría estar mediada por un efecto directo de Rab1b sobre GBF1 

o a un efecto indirecto consecuencia de su interacción con p115.  A pesar de que numerosas 

evidencias sugieren un efecto directo de Rab1b sobre GBF1 (entre ellas el efecto inhibitorio de la 

expresión de Rab1bN121I en la asociación a membranas de GBF1 (Alvarez et al., 2003), o el 

incremento en la asociación a membranas de GBF1 pero no de p115 luego de sobre-expresar 

Rab1bQ67L (Figura 13 A-I), la interacción directa entre estas proteínas no ha sido descripta.  En 

base a esto, se decidió evaluar la naturaleza de esta posible interacción.  Para ello se generó una 

proteína de fusión con la proteína glutatión-s-transferasa (GST) fusionada al extremo N-terminal 

de Rab1b (GST-Rab1b) y se evaluó su capacidad para unir GBF1 presente en un lisado de citosol de 

hígado de rata en presencia de GTP S (análogo no hidrolizable de GTP) o de GDP.  Se observó que 

GBF1 se unió a GST-Rab1b en presencia de GTP  y en menor cantidad a GST-Rab1b en presencia de 

GDP (Figura 15 A, carriles 2 y 3).  Esta unión fue específica dado que GBF1 no se detectó unida a 

ninguno de los controles realizados con GST-Rab5 (GTP y GDP), GST, o glutatión-sepharosa sola 

(Figura 15 A, panel GBF1, carriles 4-7).  Como control positivo de unión se analizó la capacidad de 

las distintas construcciones de unir p115 la cual es un conocido efector de Rab1 (Allan et al., 2000).   
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Como se esperaba, p115 se unió preferentemente a la fracción cargada con GTP de GST-Rab1b 

(Figura 15 A, panel p115, carril 2).  Como control de especificidad se analizó la presencia de -COP 

Figura 15.  GBF1 interacciona con Rab1b unida a GTP.   

A.  Cantidades similares de GST-Rab1b y GST-Rab5 cargadas con GDP o GTP S (carriles 2-5) como así 
también glutation-sefarosa sola (carril 6) y GST (carril 7) se incubaron con citosol de higado de rata.  La 
figura muestra ensayos de Western blot para identificar las fracciones unidas en cada carril utilizando 

anticuerpos anti GBF1, p115 y -COP. 

B. Interacción directa entre Rab1b y GBF1.  Iguales cantidades de proteína Rab1b recombinante cargada 

con GTP S se incubaron con las siguientes construcciones: (I) regiones amino (1-380) y carboxilo (1430-
1859) terminal de GBF1 fusionadas a GST;  (II) p115 fusionada a GST; (III) GST sola.  La figura muestra 
ensayos de Western blot  para dectectar la cantidad de Rab1b recombinante unida a cada construcción 
(carril 2).  El carril 1 representa el 10% de la proteína Rab1b enfrentada a cada construcción. 
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unido las distintas construcciones, la cual sólo se detectó en el carril correspondiente a la carga 

total  (Figura 15 A, panel -COP, carriles 1-7).  En conjunto, estos resultados sugieren que GBF1 se 

une específicamente a Rab1b, mostrando una clara preferencia por la forma unida a GTP.  Sin 

embargo el hecho de que Rab1b una específicamente p115 y también GBF1, no descarta la 

posibilidad de que la unión entre Rab1b y GBF1 sea mediada por p115 actuando como puente 

entre ambas moléculas.   

Para discriminar si Rab1b y GBF1 interaccionan directamente se realizaron ensayos de interacción 

in vitro utilizando ambas proteínas purificadas.  Se utilizaron los extremos amino terminal (380 

aminoácidos) y carboxilo terminal (429 aminoácidos) de GBF1 fusionados a la proteína GST, ya que 

por a su alto peso molecular (205 kDa) resultó imposible expresar la proteína GBF1 en forma 

completa.  De esta manera se generaron las proteínas de fusión GST-GBF1(1-380) y GST-

GBF1(1430-1859) (ver esquema en Figura 15 B), las cuales se incubaron con la proteína 

recombinante Rab1bwt en presencia de GTP S.  Paralelamente se procesaron de la misma manera 

las construcciones GST-p115 y GST utilizadas como controles positivo y negativo respectivamente.  

La unión de Rab1b a las diferentes construcciones se evaluó mediante ensayos de Western blot 

que indicaron que Rab1b se unió tanto a GST-p115 (control positivo) como también al dominio  N-

terminal de GBF1 fusionado a GST, GST-GBF1(1-380) (Figura 15 B).  No se detectó presencia de 

Rab1b en el control negativo (GST) ni en la fracción correspondiente al dominio C-terminal de 

GBF1 fusionado a GST, GST-GBF1(1430-1859).  Estos resultados indican que Rab1b tiene capacidad 

de interaccionar in vitro directamente con GBF1, y que el extremo N-terminal de GBF1 es 

requerido para dicha interacción. 

 

 

2.4.  Funcionalidad del dominio N-terminal de GBF1  

Como se describió anteriormente GBF1 cataliza el intercambio de GDP por GTP en Arf1 (actividad 

GEF).  Esta capacidad catalítica reside en un dominio denominado SEC7 que se encuentra 

altamente conservado desde levaduras a mamíferos (Cherfils and Melancon, 2005).  Se ha 

descripto que la mutación puntual E794K en este dominio interfiere con su actividad GEF, 

generando una proteína inactiva que mantiene su capacidad de asociarse a membranas 

comportándose como una mutante dominante negativa (Garcia-Mata et al., 2003).  La expresión 

en células HeLa de GFP-GBF1E794K causa disociación de COPI de las membranas y fragmentación 
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del complejo de Golgi con un patrón similar al producido por BFA, donde las proteínas del Golgi se 

redistribuyen al RE y a un punteado periférico (Figura 16 A-C) (Garcia-Mata et al., 2003). 

Con el fin de analizar la funcionalidad de la unión entre Rab1b y el extremo N-terminal de GBF1 se 

evaluó si la mutante de GBF1-E794K requiere el extremo N-terminal, y por ende la interacción con 

Rab1b, para actuar como dominante negativa.  Para ello se generó una construcción de GBF1-

E794K sin los primeros 294 aminoácidos del extremo N-terminal ( N-GBF1-E794K) y se 

transfectaron células HeLa para observar el efecto ejercido sobre el complejo de Golgi.  

Notablemente, a diferencia de GBF1-E794K, la mutante truncada sin el dominio N-terminal no se 

asoció a membranas y no tuvo ningún efecto significativo sobre la estructura del complejo de 

Golgi (Figura 16, D-F).  Estos resultados indican que la mutante E794K requiere el dominio N-

terminal (el cual es necesario para la interacción con Rab1b) para asociarse a membranas y actuar 

como dominante negativa, sugiriendo que el dominio N-terminal de GBF1, y por consiguiente la 

interacción con Rab1b, cumpliría un rol importante para la asociación a membranas y la función de 

GBF1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Funcionalidad del dominio N-terminal de GBF1. 
Evaluación del rol del dominio N-terminal de GBF1 mediante utilización de la construcción dominante 
negativa E794K que induce fragmentación de Golgi.  
A-C. Células HeLa transfectadas con la construcción E794K-myc. La construcción se asocia a las membranas 
(A) e induce fragmentación del Golgi en las células transfectadas (B). Las barras de tamaño representan 10 

m. 

D-F.  Células HeLa transfectadas con la construcción E794K truncada, sin el dominio N-terminal ( N-E794K-
myc).  La construcción no tiene capacidad para asociarse a las membranas (D) y no ejerce ningún efecto en la 

fragmentación del Golgi (E).  Las barras de tamaño representan 10 m. 
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2.5.  Rab1b es necesaria para la asociación de GBF1 a las membranas 

GBF1 cicla continuamente del citosol a las membranas (Niu et al., 2005; Szul et al., 2005).  Debido 

a que no posee ninguna modificación post-traduccional que le confiera capacidad de unión a 

membranas, se ha propuesto que este proceso se llevaría a cabo mediante la interacción con otras 

proteínas que la recluten específicamente (Kawamoto et al., 2002). 

Los resultados presentados anteriormente indican que Rab1b y GBF1 se encuentran 

funcionalmente relacionadas e interaccionan directamente entre si, además se evidenció que para 

su asociación a membranas GBF1 requiere el dominio N-terminal, mediante el cual interacciona 

con Rab1b.  Estos datos sugieren que la asociación a membranas de GBF1 podría estar mediada 

por su interacción directa con Rab1b.  Con el fin de analizar esta posibilidad se evaluó la 

localización sub-celular de GBF1 en ausencia de Rab1b.  Para ello se establecieron condiciones de 

silenciamiento específico de la expresión de Rab1b en células HeLa mediante la técnica de ARN de 

interferencia (ARNi).  Se transfectaron las células con ARN cortos (ARNc) específicos para Rab1b, 

luego de 72 horas se realizaron ensayos de Western blot para evaluar el nivel endógeno de Rab1b 

remanente luego del tratamiento (Figura 17 A).  En paralelo se procesaron de igual manera células 

transfectadas con ARNc “scrambled” (control) que fueron utilizadas como control de especificidad.  

Los niveles endógenos de Rab1b presente en las células tratadas con ARNc específicos para Rab1b 

fueron considerablemente menores a los observados en las células tratadas con ARNc control 

(panel Rab1b, carriles 1 y 2), sin embargo, los niveles de actina, utilizada como control de carga, no 

se modificaron (Figura 17 A, panel Actina).  Además, los niveles de la isoforma “a” de Rab1, Rab1a, 

que comparte más de un 90% de homología en su secuencia con Rab1b, tampoco se modificaron 

por el tratamiento con ARNc-Rab1b (Figura 17 A, panel Rab1a) indicando que el silenciamiento de 

los niveles endógenos de Rab1b es altamente específico.  La cuantificación de las señales 

detectadas en los ensayos de Western blot indica que la densidad relativa de la señal de Rab1b 

respecto a la señal de actina se redujo aproximadamente un 90% en las células transfectadas con 

ARNc específicos para Rab1b (Figura 17 A, gráfico de barras).  
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Figura 17.  Silenciamiento de los niveles endógenos de Rab1b. 
A. Ensayos de Western blot para evaluar los niveles de Rab1b, Rab1a y actina (utilizada como control de carga) en 
células HeLa tratadas con ARN cortos específicos par Rab1b (carril 1) o ARN cortos control (carril 2).  El gráfico de barras 
muestra la densidad relativa de la señal de Rab1b respecto a la señal de Actina en cada carril (N=3).  El valor obtenido en 
el control representa el 100 %. La barra de error representa una desviación estándar.  
B. Ensayos de IF en células HeLa transfectadas con ARNc-Rab1b y ARNc-control utilizando los anticuerpos indicados en 

la parte superior de cada panel.  Las barras de tamaño representan 10 m.  
C. Fraccionamiento subcelular de células HeLa transfectadas con ARNc específicos para Rab1b o ARNc control.  Las 
fracciones obtenidas: sobrenadante post-nuclear (SPN), membranas (M) y citosol (C), se sometieron a ensayos de 
Western blot para evaluar la proporción de GBF1 en cada una.  Como controles se utilizó ERK1 (control citosólico) y 
Calnexina (membranas). El grafico de barras muestra la densidad relativa de GBF1 con respecto a Calnexina en  las 
fracciones M y SPN (N=2).  El valor obtenido en SPN representa el 100%. Las barras de error indican 1 desviación 
estándar. 
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El efecto del silenciamiento de la expresión endógena de Rab1b sobre GBF1 y otros marcadores 

del complejo de Golgi se analizó por microscopía de fluorescencia empleando anticuerpos anti-

GBF1, anti-GM130 y anti-p115.  En células tratadas con el ARNc-control Rab1b presentó un patrón 

normal, concentrada en la región yuxtanuclear y en un punteado periférico (Figura 17 B, I).  

GM130 también se observó concentrada en la región yuxta-nuclear, presentando co-localización 

con Rab1b (Figura 17 B, II y III).  GBF1 mostró un patrón normal, localizada en estructuras 

periféricas y en el complejo de Golgi (Figura 17 B, VII-IX). 

En las células transfectadas con  ARN cortos específicos para Rab1b, la señal de Rab1b fue casi 

indetectable, observándose muy débil y difusa (Figura 17 B, IV).  La inhibición de la expresión de 

Rab1b indujo una importante fragmentación del complejo de Golgi, GM130 se redistribuyó en 

pequeñas estructuras en la periferia celular (Figura 17 B, V), en un patrón similar al observado 

luego del tratamiento con BFA, o la sobre-expresión de la mutante dominante negativa de Rab1b 

(Alvarez et al., 2003).  También se observó un cambio importante en la localización sub-celular de 

GBF1 en las células transfectadas con ARNc-Rab1b.  En lugar del punteado periférico característico 

de la señal de GBF1, se observó una señal difusa, con escaso porcentaje de co-localización con 

GM130 (Figura 17B, X-XII), indicando que en ausencia de Rab1b, GBF1 se redistribuyó al citosol.  

Estos datos sugieren que Rab1b es necesaria para la asociación a membranas de GBF1.  A pesar de 

la notable redistribución de GBF1 al citosol se observó un pequeño punteado que indica que una 

proporción de GBF1 aún se encuentra asociada a membranas.  Esto puede ser debido al  10% de 

Rab1b endógena remanente en las células luego del tratamiento con ARN cortos específicos 

(Figura 17 A, panel Rab1b, carril 1) o a la acción la isoforma Rab1a, la cual no es afectada luego del 

tratamiento (Figura 17 A, panel Rab1a, carril 1). 

Como se mencionó anteriormente, la relación funcional entre Rab1b y GBF1 podría estar mediada 

por la acción de la proteína p115, la cual tiene capacidad de interaccionar tanto con GBF1 como 

con Rab1b (Allan et al., 2000; Garcia-Mata and Sztul, 2003).  Además, se ha descripto que la 

asociación de p115 a las membranas de los sitios de salida del retículo endoplásmico es 

dependiente de la acción de Rab1 (Allan et al., 2000), por lo tanto podría ser p115 y no Rab1 la 

encargada de reclutar a GBF1 a las membranas, siendo la disociación de GBF1 observada luego del 

silenciamiento de Rab1b, una consecuencia de la disociación de p115.  En base a estos datos, se 

evaluó si la disociación de GBF1 de las membranas observada luego del silenciamiento de Rab1b 

se correlaciona con la disociación de p115.   Para ello se observó la localización sub-celular de 

p115 luego del tratamiento de células HeLa con ARNc-Rab1b.  Como se muestra en la figura 17 B 
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(paneles XIII-XV), p115 se mantuvo asociada a las membranas de las estructuras periféricas y del 

complejo de Golgi (donde co-localiza con GM130).  Estos datos sugieren que el requerimiento de 

Rab1b para la asociación a membranas de GBF1 es específico, e independiente de la acción de 

p115. 

Finalmente, y con el objetivo de evaluar qué cantidad de GBF1 permanece asociada a las 

membranas luego del silenciamiento de Rab1b, se realizaron ensayos de fraccionamiento sub-

celular de células tratadas con ARNc-Rab1b o ARNc-control.  Se analizaron las fracciones 

correspondientes a sobrenadante post-nuclear (SPN), citosol (C) y membranas (M).  Como 

marcador de la fracción de membranas se utilizó Calnexina (proteína integral de membranas del 

RE) y como marcador de citosol se utilizó ERK-1 (Figura 17 C).  Luego del fraccionamiento se 

realizaron ensayos de Western blot para evaluar la cantidad de GBF1 en las distintas fracciones.  

Para evaluar la cantidad de GBF1 en cada fracción se determinó la densidad relativa de la señal de 

GBF1 con respecto a Calnexina en las fracciones correspondientes a sobrenadante post-nuclear y  

membranas tanto en células tratadas con ARNc específicos para Rab1b como en células control.  El 

valor obtenido en las fracciones de SPN se fijó como 100% y el obtenido en las fracciones de 

membrana se referenció al mismo. Se observó que en células tratadas con ARNc-control un 70% 

del total de GBF1 se encuentra en la fracción correspondiente a membranas, mientras que en 

células tratadas con ARNc específicos para Rab1b solo un 30% de GBF1 se encuentra en dicha 

fracción.  Estos resultados refuerzan los datos obtenidos por inmuno-fluorescencias 

permitiéndonos afirmar que Rab1b es necesaria para la asociación a membranas de GBF1 y, 

consecuentemente, para el reclutamiento de COPI. 
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Evaluación de la relación entre la función de Rab1b y la estructura del 

complejo de Golgi   

 

Los resultados que conforman este capítulo fueron obtenidos en el marco de un proyecto de 

colaboración con la Dra. María Antonietta De Matteis.  Los ensayos presentados fueron realizados 

durante los meses de Septiembre a Diciembre de 2007 en el Departamento de Biología Celular y 

Oncología del Consorzio Mario Negri Sud, situado en Santa María Imbaro, provincia de Chieti, 

Italia.   

 

El complejo de Golgi se localiza en la zona próxima al centro organizador de microtúbulos y la 

envoltura nuclear.  Está constituido por un conjunto de cisternas aplanadas, una red de 

estructuras túbulo-vesiculares y pequeñas vesículas a su alrededor.   Las cisternas, clasificadas en 

cis, medial y trans, poseen diferencias en su composición proteica y contienen enzimas necesarias 

para la modificación post-traduccional de las proteínas de transporte (Altan-Bonnet et al., 2004).  

Más allá de su compleja estructura el complejo de Golgi es una organela altamente dinámica, su 

forma y tamaño se adecuan a los diferentes requerimientos celulares.  Durante la división celular 

se fragmenta completamente en pequeños compartimientos que son destinados en partes iguales 

a las dos células hijas para luego ensamblarse y formar un nuevo complejo de Golgi de 

características similares al original (Lowe et al., 1998; Lucocq et al., 1989; Shorter and Warren, 

2002).  También experimenta cambios morfológicos en relación al incremento o disminución de la 

demanda de transporte.  Cuando el transporte se encuentra disminuido el complejo de Golgi 

pierde complejidad observándose como un apilamiento de cisternas sin estructuras túbulo-

vesiculares a su alrededor, en cambio, ante un incremento en el flujo de transporte aumenta su 

complejidad y con ella la cantidad de vesículas y/o túbulos en su periferia (Marra et al., 2007).  Si 

bien las causas que modulan los cambios morfológicos ocurridos en el complejo de Golgi han sido 

objeto de numerosos estudios, los mecanismos que gobiernan estos cambios y que mantienen la 

estructura y la identidad del Golgi no están completamente comprendidos.   

Existe un grupo de proteínas cuya función está directamente relacionada al mantenimiento de la 

estructura del complejo de Golgi, las principales son las pertenecientes a la familia de las Golgins 

(GM130, Golgin-84, Giantin, Golgin-97, etc.) y a la familia de las Arf GTPasas (Derby et al., 2007; 

Marra et al., 2007; Xiang et al., 2007).   
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Hay evidencias suficientes que sugieren que Rab1b podría ser también una proteína clave en el 

mantenimiento de la estructura del complejo de Golgi: a) Luego de los ensayos de silenciamiento 

de Rab1b el complejo de Golgi se observa  fragmentado (Figura 17 B, V).  b) Proteínas involucradas 

en el mantenimiento de la estructura del complejo de Golgi como GM130, Giantin y Golgin84 son 

conocidos efectores de Rab1 (Beard et al., 2005; Moyer et al., 2001; Satoh et al., 2003; Weide et 

al., 2001). c) Ensayos recientes realizados en células de músculo cardíaco humano indican que 

Rab1 se encuentra involucrada en vías de señalización (mediadas por MAPK quinasas) que llevan a 

un incremento del tamaño celular, sugiriendo que la actividad de Rab1 puede disparar un 

incremento general de membranas en estas células (Wu, 2008).  d) Finalmente, ensayos realizados 

en nuestro laboratorio indican que cambios en los niveles de Rab1 inducen cambios en la 

expresión de genes que codifican para proteínas involucradas en el mantenimiento de la 

estructura del Golgi.  En conjunto estos datos sugieren que existe una estrecha relación entre la 

función de Rab1 y el mantenimiento de la estructura del Golgi.  

Con el propósito de evaluar con mayor detalle la relación entre la función de Rab1 y la estructura 

del complejo de Golgi, se realizó un análisis global de la estructura del complejo de Golgi en el 

contexto de “activación” e “inactivación” de Rab1.  La “activación” de Rab1 se realizó mediante 

expresión en células HeLa de la construcción Rab1bwt o Rab1bQ67L fusionadas al epítope GFP.  La 

“inactivación” de Rab1 se realizó mediante silenciamiento de los niveles de Rab1b endógena 

mediante la técnica de ARN de interferencia, utilizando ARN cortos específicos para Rab1b.  Estas 

metodologías para “activar” o “inactivar” la función de Rab1 fueron combinadas con técnicas de 

microscopía de fluorescencia y microscopía electrónica para evaluar a nivel ultra-estructural el 

complejo de Golgi y la interfase retículo endoplásmico/Golgi.  A continuación se describen los 

resultados obtenidos en cada condición. 

 

3.1. Análisis estructural del complejo de Golgi en el contexto de inactivación de Rab1b 

La expresión endógena de Rab1b en células HeLa se silenció mediante el uso de ARN cortos 

específicos para Rab1b, tal cual fue descripto en el capítulo 2.   

Como primer paso para analizar el efecto del silenciamiento de Rab1b sobre la estructura del 

complejo de Golgi, se realizaron ensayos de microscopía confocal  para analizar la localización sub-

celular de marcadores de cis-Golgi (GM130) y trans-Golgi (GalT, TGN46 y Golgin97). La microscopía 
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de fluorescencia confocal presenta mayor resolución que la microscopía de epi-fluorescencia 

debido a que la información que compone la imagen proviene únicamente de una fina sección 

inferior a 1 m de espesor, de esta manera el patrón de localización sub-celular observado es más 

preciso.  En concordancia con lo descripto previamente (Figura 17 B), empleando microscopía de 

epi-fluorescencia, el fenotipo de GM130 en células tratadas con ARNc específicos para Rab1b fue 

totalmente diferente al observado en células tratadas con ARNc control.  GM130, se  observó 

asociada a pequeñas estructuras distribuidas en la periferia celular en un gran porcentaje de las 

células silenciadas con ARNc específicos para Rab1b (Figura 18 D).  En forma semejante, los 

marcadores de trans-Golgi utilizados, GalT, TGN46 y Golgin97, también  se detectaron asociadas a 

estructuras en la periferia celular (Figura 18 E, J, K).  En conjunto, el hecho de que proteínas 

correspondientes a las cisternas cis y trans del complejo de Golgi pierdan su localización normal y 

sean observadas asociadas a pequeñas estructuras dispersas en la periferia celular sugiere que el 

silenciamiento de los niveles endógenos de Rab1b induce fragmentación de las cisternas cis y trans 

del complejo de Golgi.  Resulta interesante destacar que, aunque GalT y GM130 fueron 

redistribuidos a pequeñas estructuras dispersas en la periferia celular, no presentaron co-

localización (Figura 18 F) indicando que mas allá de la fragmentación experimentada luego del 

silenciamiento de los niveles endógenos de Rab1b, los compartimientos cis y trans del complejo de 

Golgi mantuvieron su identidad. 
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Figura 18.  Estructura del Golgi en células tratadas con ARNc específicos para Rab1b.   
Imágenes de microscopía confocal utilizando marcadores de Golgi en células HeLa tratadas con 
ARN cortos específicos para Rab1b o ARN cortos control.  Se utilizaron anticuerpos anti-GM130 
como marcador de cis-Golgi (A, D) y anti-GalT (B, E), anti-Golgin97 (H, K) y TGN46 (G, J) como 
marcadores de trans-Golgi. 
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Para analizar a nivel ultra-estructural el efecto producido en el complejo de Golgi por el 

silenciamiento de Rab1b, se realizaron ensayos de microscopía electrónica (ME) en células 

tratadas con ARNc  control o con ARNc específicos para Rab1b.  En las células tratadas con ARNc 

control se observó que el complejo de Golgi presentó patrón normal como un grupo de cisternas 

aplanadas y alineadas, rodeadas de vesículas (Figura 19 A, ARNc-control).  En cambio, en las 

células con niveles silenciados de Rab1b, el Golgi se encontró fragmentado y desorganizado, solo 

se observaron algunas cisternas remanentes aisladas.  Con el fin de clarificar el fenotipo de 

fragmentación del Golgi observado y de conocer la identidad de las cisternas fragmentadas se 

realizaron ensayos de cryo-ME empleando anticuerpos anti-GM130 (cis-Golgi) (Figura 19 B) y anti-

GalT (trans-Golgi) (Figura 19 C).  En células control GM130 y GalT se detectaron en los 

compartimientos cis y trans del complejo de Golgi respectivamente.  En cambio, y en concordancia 

con los ensayos de inmuno-fluorescencia, en células con niveles de Rab1b silenciados, GM130 y 

GalT perdieron su localización original y se encontraron asociadas a pequeñas estructuras 

redondeadas, indicando que las cisternas cis y trans del Golgi se fragmentaron.   

Además de la fragmentación de las cisternas cis y trans del Golgi, en las células silenciadas se 

observó también un gran incremento del número de estructuras redondeadas próximas a los sitios 

de salida del RE (Figura 19 A, ARNc-Rab1b, recuadro).  Ensayos de cryo-ME utilizando el anticuerpo 

anti-Sec31 (marcador de estructuras COPII) indicaron que la mayoría de estas estructuras fueron 

positivas para Sec31, sugiriendo que la población incrementada de estructuras corresponde a 

estructuras recubiertas con COPII (Figura 19 D). 
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Figura 19.  Ultra-estructura del complejo de Golgi en células tratadas con ARN cortos 
específicos para Rab1b. 
A. Ensayos de microscopía electrónica realizados en células HeLa para evaluar el complejo de Golgi (G) y 
los sitios del salida del retículo endoplásmico (RE).   
B-D. Ensayos de cryo-microscopía electrónica marcados con anticuerpos anti-GM130 (B), GalT (C) y COPII 
(D).  
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3.1.2. Requerimiento de Rab1b para el mantenimiento de la estructura del Golgi 

Con el propósito de analizar el requerimiento de Rab1b para el mantenimiento de la estructura 

normal del complejo de Golgi se evaluó si la fragmentación del Golgi causada por el silenciamiento 

de Rab1b podía ser recuperada luego del agregado de Rab1b pura en forma exógena.  Para ello se 

transfectaron células HeLa con ARN cortos específicos para Rab1b, luego de 72 horas de la 

transfección se micro-inyectaron aproximadamente 40 células con la proteína Rab1b 

recombinante (diluida en dextran-green para su posterior identificación) y se incubaron durante 4 

horas a 37ºC.  Las células se fijaron y se realizaron ensayos de inmuno-fluorescencia con distintos 

marcadores del Golgi (GM130, Golgin97 y GalT) para comparar el patrón del Golgi entre células 

micro-inyectadas y no micro-inyectadas.  Se observó que la micro-inyección de Rab1b 

recombinante revirtió la fragmentación del Golgi causada por el silenciamiento de la expresión de 

Rab1b endógena.  Los tres marcadores de Golgi utilizados presentaron una localización normal en 

las células micro-inyectadas (marcadas con dextran-green), mientras que en las células no micro-

inyectadas (marcadas con asteriscos) el Golgi se observó completamente fragmentado (Figura 20 

A).  Para analizar cuantitativamente el fenómeno observado se calculó el porcentaje de células con 

patrón de GM130 fragmentado y normal en las diferentes condiciones ensayadas (Figura 20 B).  Se 

determinó que en las células sin tratamiento alguno un 15% presentaron un patrón de GM130 

fragmentado (probablemente corresponden a células en división), mientras que el 85% restante 

presentaron un patrón de GM130 normal (Figura 20 B, condición 1).  En las células tratadas 

solamente con ARN cortos específicos para Rab1b un 83% presentaron un patrón de GM130 

fragmentado, encontrándose sólo un 17% con patrón normal (Figura 20 B, condición 2).  En las 

células tratadas con ARN cortos específicos para Rab1b que posteriormente fueron micro-

inyectadas con Rab1b recombinante, un 55% presentaron patrón de GM130 normal, y sólo un 45% 

presentaron patrón de Golgi fragmentado (Figura 20 B, condición 3), indicando que un porcentaje 

considerable de las células con Golgi fragmentado recuperaron su patrón normal luego del 

agregado de Rab1b recombinante.  Estos datos sugieren que el  restablecimiento de los niveles de 

Rab1b es suficiente para que el complejo de Golgi recupere su estructura normal y que existe  un 

requerimiento funcional específico de Rab1b para el re-ensamblado del complejo de Golgi.   

 

 



RESULTADOS, Capítulo 3 

63 
 

 

 

 

 

 

 

Con el propósito de evaluar si las dos isoformas de Rab1, Rab1a y Rab1b, tienen funciones 

intercambiables en relación al mantenimiento de la estructura del complejo de Golgi, se realizaron 

Figura 20. Efecto de la micro-inyección de Rab1 recombinante en células con expresión de 
Rab1b silenciada. 
Células HeLa tratadas con ARN cortos específicos para Rab1b por 72 horas que fueron luego micro-
inyectadas con Rab1 (a o b) recombinante purificada. 
A. Imágenes de inmuno-fluorescencias mostrando el patrón de distintos marcadores de Golgi (GM130, 
Golgin97 y GalT) en células micro-inyectadas con Rab1b (dextran green) y en células no micro-inyectadas 
(marcadas con asteriscos). 
B. Porcentaje de células con patrón de GM130 fragmentado (barras blancas) o normal (barras negras) en 
las distintas condiciones evaluadas.  Condición 1: células sin tratar.  Condición 2: Células tratadas con 
ARNc-Rab1b.  Condición 3: Células tratadas con ARNc-Rab1b y luego micro-inyectadas con Rab1b.  
Condición 4: Células tratadas con ARNc-Rab1b y luego micro-inyectadas con Rab1a.   
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ensayos de micro-inyección de Rab1a en células tratadas con ARN cortos específicos para Rab1b.  

Sorprendentemente la fragmentación de GM130 fue revertida en un 45% de las células micro-

inyectadas (Figura 20 B, condición 4) indicando que el incremento en los niveles de Rab1a pudo 

reemplazar funcionalmente la falta de Rab1b endógena producida por el tratamiento con ARN 

cortos.  Estos resultados indican que ambas isoformas poseen actividades intercambiables, sin 

embargo no excluyen la posibilidad de que a niveles endógenos Rab1a y Rab1b cumplan diferentes 

roles. 

 

3.1.3. Análisis de transporte en células con expresión de Rab1b silenciada 

El análisis de transporte de la glicoproteína del virus de estomatitis vesicular (VSV-G, por Vesicular 

Stomatitis Virus Glycoprotein) es una metodología ampliamente utilizada en biología celular para 

estudiar el transporte intracelular de proteínas.  La existencia de una mutante termo sensible de 

ésta proteína (tsVSV-G) permite que su transporte pueda ser controlado y sincronizado mediante 

cambios en la temperatura de incubación de las células.  La proteína VSV-G puede ser expresada 

en la célula mediante transfección con un plásmido, o simplemente mediante infección realizada 

por exposición del cultivo celular a una dilución conteniendo el virus.  Cuando las células son 

incubadas a 40 C la mutante termo sensible de la proteína VSV-G no se pliega correctamente 

produciéndose su acumulación en el RE.  El cambio de la temperatura de incubación de las células 

de 40 C a 32 C permite el correcto plegamiento de esta proteína y el transporte de la misma 

desde el RE al resto de la vía secretoria.  Luego de 30 minutos a 32 C VSV-G se localiza en el 

complejo de Golgi y a los 90 minutos en membrana plasmática.  Con el fin de estudiar si los 

cambios estructurales observados en el complejo de Golgi luego del silenciamiento de los niveles 

de Rab1b tienen algún efecto en la funcionalidad del transporte intracelular de proteínas se 

analizó el transporte de VSV-G en células con niveles de Rab1b silenciados.  Para ello se 

transfectaron células HeLa con ARN cortos específicos para Rab1b, luego de 72 horas de la 

transfección se realizó la infección con el virus de estomatitis vesicular y se incubaron las células a 

40 C para inducir la acumulación de VSV-G en el retículo endoplásmico.  Luego de 2 horas de 

incubación a 40 C, las células se transfirieron a  32 C.  El monitoreo del transporte de VSV-G se 

realizó mediante ensayos de inmuno-fluorescencia a tiempos de 0, 30 y 90 minutos  de incubación 

a 32 C. 
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En células tratadas con ARNc-control VSV-G presentó inicialmente patrón reticular (Figura 21 A, 0 

min), luego de 30 minutos a 32 C prácticamente toda la señal se localizó en el Golgi y a los 90 

minutos alcanzó la membrana plasmática (Figura 21 A).  En células con niveles de Rab1b 

silenciados, el transporte de VSVG presentó una dinámica similar, con una mayor cantidad de VSV-

G retenida en el RE a los 30 minutos de incubación a 32 C.    A pesar de la retención en el RE, la 

marca de VSV-G superficial  luego de 90 minutos de incubación a 32 C indica que en células con 

baja expresión de Rab1b, VSV-G puede alcanzar la membrana plasmática (Figura 21 A, VSV-G en 

superficie) y que el transporte de VSV-G está enlentecido más que inhibido. 

Con el fin de evaluar con mayor precisión si existe una diferencia en la cinética del transporte de 

VSV-G entre células control y silenciadas se realizó un nuevo ensayo donde el transporte se 

monitoreó a 20 C en lugar de 32 C.  A esta temperatura el transporte ocurre con mayor lentitud y 

se encuentra limitado entre RE y Golgi, de esta manera es más simple evidenciar si existe alguna 

diferencia en el transporte de VSV-G a este nivel.  Se trataron células HeLa con ARNc control o 

ARNc específicos para Rab1b y luego de 72 horas de incubación se infectaron con el virus de 

stomatitis vesicular.  Luego se incubaron durante 2 horas a 40 C para inducir la acumulación de 

VSV-G en el retículo endoplásmico y posteriormente se transfirieron a 20 C.  El transporte de VSV-

G se analizó mediante IF transcurridos 90 y 120 minutos de incubación a 20 C.  Se observó que 

luego de 90 min VSV-G alcanzó el Golgi en células tratadas tanto con ARNc-control como con 

ARNc-Rab1b, sin embargo, en células con expresión de Rab1b silenciada nuevamente se observó 

una importante retención de VSV-G en el RE  a este tiempo (Figura 21 B).  Esta retención en el RE 

fue aún más notoria luego de 120 minutos a 20 C.  Con el fin de evaluar la cantidad de VSV-G 

retenida en el RE  se cuantificó la intensidad de la señal reticular con respecto a la intensidad de la 

señal total en cada una de las imágenes obtenidas luego de 120 minutos de incubación a 20 C.  

Para ello, utilizando el programa ImageJ, se discriminó la señal reticular de la señal 

correspondiente al Golgi o a las estructuras punteadas presentes en las células silenciadas.  Luego 

se cuantificó la intensidad de la señal reticular con respecto a la señal total en las distintas 

condiciones.  Se observó que la relación VSV-G reticular/VSV-G total es aproximadamente el doble 

(180%) en las células tratadas con ARN cortos específicos para Rab1b con respecto a las tratadas 

con ARN cortos control (Figura 21 C), indicando que el transporte de VSV-G entre RE y Golgi se 

encuentra disminuido, pero no bloqueado en ausencia de Rab1b.   
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Figura 21. Ensayo 
funcional de transporte 
de VSV-G. 

Células HeLa tratadas con 
ARN cortos específicos 
para Rab1b o ARN cortos 
control infectadas con el 
virus de estomatitis 
vesicular.   

A.  Transporte de VSV-G 

realizado a 32ºC y  
monitoreado a los 
tiempos indicados en la 
parte superior de cada 
panel .  La figura muestra 
inmuno-fluorescencias de 
marca total de VSV-G a 
tiempos de 0 y 30 
minutos, o de marca 
superficial de VSV-G a 90 
minutos. 

 B. Transporte de VSV-G 

realizado a 20ºC y 
monitoreado a los 
tiempos indicados en la 
parte superior de cada 
panel.  La figura muestra 
inmuno-fluorescencias de 
marca total de VSV-G a 
tiempos de 0, 90 y 120 
minutos.  

C. Cuantificación de la 
señal de VSV-G en el RE 
con respecto a la señal 
total luego de 120 
minutos de incubación a 

20ºC en células tratadas 
con ARNc-Rab1b (barras 
rojas) o con ARNc-control 
(barras negras).  Las 
barras de error 
representan 1 desviación 
estándar. 
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En conjunto, estos resultados indican que en ausencia de Rab1b el transporte de proteínas entre 

el RE y el Golgi se encuentra levemente retardado y la estructura del complejo de Golgi es 

considerablemente afectada, sugiriendo que el mantenimiento de la estructura del Golgi es más 

sensible a los cambios de los niveles de Rab1b que el transporte de VSV-G. 

 

3.2. Análisis estructural del complejo de Golgi en el contexto de activación de Rab1b  

Con el fin de evaluar el efecto de la activación de Rab1b en la estructura del complejo de Golgi se 

realizaron ensayos de microscopía confocal para evaluar la localización sub-celular de GM130 

(como marcador de cis-Golgi), GalT y TGN46 (como marcadores de trans-Golgi ) en células que 

sobre-expresan la construcción GFP-Rab1wt o la mutante constitutivamente activa (Rab1bQ67L).  

Luego, se evaluaron a nivel ultra-estructural los cambios observados mediante la técnica de CLEM 

(Correlative Light Electron Microscopy),  la cual permite realizar ensayos de microscopía 

electrónica en células individuales transfectadas e identificadas por microscopía de fluorescencia.  

 

3.2.1. Efecto de la sobre-expresión de Rab1bwt en la estructura del Golgi 

Los ensayos de inmuno-fluorescencia realizados previamente indican que la sobre-expresión de 

Rab1bwt no ejerce ningún efecto significativo en la localización sub-celular de COPI ni de GBF1 

(Figura 9), ni altera la dinámica de asociación a membranas de Arf1 (Figura 14).  Sin embargo, la 

evaluación por microscopía confocal del patrón sub-celular de distintos marcadores de Golgi 

reveló que GM130, GalT y TGN46 presentan un patrón normal pero considerablemente más 

intenso en las células transfectadas con GFP-Rab1bwt con respecto a las no transfectadas (Figura 

22).  Debido a que GM130 es un conocido efector de Rab1b, su incremento podría deberse a un 

mayor reclutamiento causado por mayor cantidad de Rab1b asociada a las membranas, pero 

teniendo en cuenta que tanto GalT como TGN46 son proteínas trans-membrana y ninguna 

interacciona directamente con Rab1b, el incremento observado podría ser consecuencia de un 

efecto general de agrandamiento del complejo de Golgi. 
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Para analizar ultra-estructuralmente el efecto producido por la sobre-expresión de Rab1wt se 

realizaron ensayos de CLEM.  Para ello se crecieron células HeLa en placas con fondo de vidrio, se 

transfectaron con la construcción GFP-Rab1bwt y luego de 72 horas se identificaron in vivo 

mediante microscopía  de fluorescencia (Figura 23 A) y de contraste de fase (Figura 23 B, flecha).  

Posteriormente se fijaron las células y se procesaron para microscopía electrónica.  Se observó que 

la expresión de Rab1bwt produjo un incremento en el tamaño del Golgi sin afectar su fenotipo 

normal (Figura 23).  Análisis cualitativos indicaron que las cisternas cis, medial y trans se 

Figura 22. Estructura del Golgi en células que sobre-expresan Rab1bwt 
Ensayos de inmuno-fluorescencia utilizando distintos marcadores de Golgi en células HeLa transfectadas con 
GFP-Rab1bwt.  Se utilizaron anticuerpos anti-GM130 como marcador de cis-Golgi, y anti-GalT y anti-TGN46 
como marcadores de trans-Golgi. 



RESULTADOS, Capítulo 3 

69 
 

encontraron bien definidas y alineadas pero el largo de las mismas se incrementó.  Además se 

observó un aumento en el número de estructuras de menor tamaño (vesículas y túbulos) en las 

proximidades del Golgi y a nivel de los sitios de salida del RE.   Estos resultados, si bien necesitan 

ser confirmados por análisis cuantitativos,  concuerdan con lo observado mediante inmuno-

fluorescencias y sugieren que el aumento en los niveles de Rab1b es capaz de generar un 

incremento global del tamaño del complejo de Golgi. 

 

 

 

 

3.2.2 Efecto de la expresión de Rab1bQ67L en la estructura del Golgi  

Como se describió anteriormente, la expresión de la mutante Rab1bQ67L en células HeLa causa 

diferentes fenotipos: incrementa la cantidad de GBF1 y COPI asociados a los sitios de salida del 

retículo endoplásmico y estabiliza a Arf1 en las membranas del Golgi (Figuras 13 y 14).  Para 

evidenciar el efecto de la expresión de la mutante de Rab1b constitutivamente activa sobre la 

estructura del Golgi se realizaron ensayos de inmuno-fluorescencias en células HeLa transfectadas 

con la construcción GFP-Rab1bQ67L.  Posteriormente, mediante microscopía confocal, se 

evaluaron los patrones de localización sub-celular de marcadores de cis-Golgi (GM130) y trans-

Golgi (GalT, TGN46).   

 

Figura 23.  Análisis ultra-estructural del complejo de Golgi en células que sobre-expresan 
Rab1bwt. 
Ensayos de Correlative-Light-Electorn-Microscopy (CLEM) de células transfectadas con GFP-Rab1bwt 
para evaluar a nivel ultra-estructural el complejo de Golgi y la interfase RE/Golgi. A. Identificación de la 
célula transfectada con GFP-Rab1bwt por fluorescencia directa.  B. Localización de la célula de interés 
en placa con fondo de vidrio. C. Microscopía electrónica de la región del Golgi de la célula selecionada. 
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Se observó que las células transfectadas presentaron fenotipos de Golgi diferentes al de las células 

no transfectadas.  Un gran porcentaje de las mismas presentaron fragmentación del cis-Golgi 

marcado con GM130.  Resulta importante destacar que la fragmentación observada difiere de 

aquella producida luego del silenciamiento de Rab1b donde GM130 se observaba asociada a 

pequeñas estructuras en la periferia celular.  En este caso la fragmentación fue central, con 

GM130 asociada a estructuras concentradas en la región yuxta-nuclear (Figura 24, panel GM130, 

Figura 24. Estructura del Golgi en células que sobre-expresan Rab1bQ67L. 
Ensayos de inmuno-fluorescencia utilizando distintos marcadores de Golgi en células HeLa transfectadas 
con GFP-Rab1bQ67L.  Se utilizaron anticuerpos anti-GM130 como marcador de cis-Golgi, y anti-GalT y anti-
TGN46 como marcadores de trans-Golgi. 
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asteriscos).  Aún más importantes fueron las diferencias obtenidas con los marcadores de trans-

Golgi (GalT y TGN46) donde se observó una fragmentación total y en algunos casos una 

redistribución a un patrón reticular (Figura 24, paneles GalT y TGN46, asteriscos).   

Para evaluar este fenotipo a nivel ultra-estructural se realizaron ensayos de CLEM  en células 

transfectadas con GFP-Rab1Q67L.  Se observó que la expresión de esta mutante indujo una 

completa fragmentación del complejo de Golgi, quedando remanentes sólo algunas cisternas 

aisladas rodeadas de un gran número de vesículas de tamaño y forma homogénea (que de 

acuerdo a su tamaño y densidad pueden catalogarse como recubiertas con COPI) (Figura 25 B).  

Notablemente, el número de vesículas en la interfase ERES/VTCs también se encontró 

considerablemente aumentado (Figura 25 C).  Estos resultados concuerdan con los descriptos 

previamente donde se observa que la expresión de la mutante activa de Rab1 induce una 

redistribución y aumento de COPI asociado a los ERES (Figura 13). 

 

 

 

 

 

Figura 25.  Análisis ultra-estructural del complejo de Golgi en células que sobre-expresan 
Rab1bQ67L. 
Ensayos de Correlative-Light-Electorn-Microscopy (CLEM) de células transfectadas con GFP-Rab1bQ67L.  
A. Combinación de fluorescencia y contraste de fase para localizar la célula de interés (flecha).  B. 
Microscopía electrónica de la región yuxta-nuclear de la célula seleccionada donde se observa un gran 
número de vesículas en lugar del complejo de Golgi. C. Microscopía electrónica de los sitios de salida del 
RE en la célula seleccionada. 
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3.2.3. Análisis funcional de transporte en células con expresión de Rab1bwt y 

Rab1bQ67L 

Con el fin de estudiar si los cambios estructurales del complejo de Golgi observados al incrementar 

la actividad de Rab1 tienen algún efecto en la funcionalidad del transporte intracelular de 

proteínas, se realizaron ensayos de transporte de VSV-G en células transfectadas con la 

construcción Rab1bwt o Rab1bQ67L.  Inesperadamente las células transfectadas resultaron 

resistentes a la infección con el virus de stomatitis vesicular y la expresión de VSV-G en ellas fue 

indetectable.  Debido a este inconveniente se implementó un protocolo alternativo.  Se  co-

transfectaron células HeLa con VSV-G-GFP y las construcciones Rab1bwt o Rab1bQ67L fusionadas 

al epítope myc.  Transcurridas 40 horas desde la transfección las células se incubaron a 40ºC 

durante 12 horas para inducir la acumulación de VSV-G-GFP en el Golgi, luego se incubaron a 32ºC 

para permitir el transporte hacia el Golgi y la membrana plasmática.  El monitoreo del transporte 

de VSV-G se llevó a cabo mediante IF realizadas a tiempos de 0, 30, 60 y 90 minutos  posteriores a 

la incubación a 32ºC.   

 

 

 

 

 

Figura 27.  Ensayo de transporte de VSV-G en células transfectadas con Rab1bwt o 
Rab1bQ67L 
Células HeLa transfectadas co-transfectadas con VSV-G-GFP y las construcciones de Rab1b (wt y 

Q67L) fusionadas al epitope myc.  El transporte de VSV-G se realizó a 32ºC y se monitoreó a los 
tiempos indicados en la parte superior de cada panel .  La figura muestra imágenes de inmuno-
fluorescencias realizadas para evaluar la marca total de VSV-G a tiempos de 0, 30, 60 y 90 minutos. 
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En células co-transfectadas con VSV-G-GFP y Rab1wt el transporte de VSV-G se comportó de 

manera similar a las células transfectadas únicamente con VSV-G-GFP.  La señal de VSV-G-GFP se 

encontró en el Golgi luego de 30 minutos, en Golgi y membrana plasmática a los 60 minutos y 

luego de 90 minutos la señal se encontró principalmente en la membrana plasmática (Figura 27).  

En células co-transfectadas con VSV-G-GFP y la mutante constitutivamente activa de Rab1b 

(Rab1bQ67L), VSV-G alcanzó la membrana plasmática, sin embargo aún luego de  transcurridos 90 

minutos de incubación a 32ºC, una fuerte señal de VSV-G-GFP se observó en el complejo de Golgi, 

indicando una retención a este nivel (Figura 27).  Teniendo en cuenta que los datos de los análisis 

ultra-estructurales indican que en estas células el complejo de Golgi se encuentra fragmentado en 

pequeñas vesículas recubiertas por COPI, existe la posibilidad de que mayor estabilidad de la 

asociación de la cubierta de COPI impida la fusión de estas vesículas y la consiguiente formación 

de las cisternas del complejo de Golgi. 

 

Los resultados del análisis ultra-estructural del complejo de Golgi y de la interfase RE-Golgi en 

condiciones de inhibición o activación de Rab1b se encuentran simplificados y diagramados en el 

esquema de la figura 28.  En el sector superior derecho de cada panel se indica la condición 

evaluada.  Los recuadros  verdes indican las características más destacadas observadas en cada 

condición. 
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En conjunto, tanto los datos obtenidos del análisis de la estructura del Golgi como de la 

funcionalidad del transporte luego de activar o inactivar Rab1b, sugieren que el mantenimiento de 

la estructura del Golgi es más sensible a los cambios en los niveles de Rab1b que el transporte 

intracelular de proteínas. 

 

Figura 28.  Esquemas representando las características ultra-estructurales más destacadas 

observadas en la interfase RE-Golgi y en el complejo de Golgi en células HeLa sin tratamiento alguno 

(A), transfectadas con Rab1bwt (B), transfectadas con Rab1bQ67L (C) o tratadas con ARN cortos 

específicos para Rab1b.  
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DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se analizaron distintos aspectos relacionados al rol de la GTPasa Rab1b en la 

regulación del transporte intracelular de proteínas entre el Retículo Endoplásmico y el complejo 

de Golgi.   

La proteína Rab1 en células de mamíferos fue caracterizada en el año 1990 (Chavrier et al., 1990), 

desde entonces, se han realizado un gran número de ensayos orientados a dilucidar el rol de esta 

GTPasa en el transporte intracelular de proteínas.  Al momento de comenzar con este trabajo de 

tesis solamente se conocían dos proteínas con capacidad de interaccionar directamente con Rab1, 

ellas eran p115 (Allan et al., 2000) y GM130 (Moyer et al., 2001; Weide et al., 2001).  Debido a que 

ambas son proteínas relacionadas a procesos de fusión de los intermediarios de transporte 

provenientes del RE con las membranas del cis-Golgi, por mucho tiempo se relacionó a Rab1, 

únicamente con esta etapa.  Posteriormente se describió que Rab1 no sólo se encontraba 

involucrada en etapas de fusión de intermediarios de transporte, sino que también era requerida 

en una etapa previa necesaria para la maduración de dichos intermediarios, el reclutamiento de 

COPI, indicando un nuevo rol funcional de Rab1 en la regulación del transporte intracelular 

(Alvarez et al., 2003). 

Luego, en forma paralela al desarrollo de el presente trabajo de tesis, se atribuyeron nuevas 

funciones a Rab1 en base a la descripción de nuevos efectores.   En orden cronológico se describió 

la interacción entre Rab1 y una proteína estructural del complejo de Golgi, Golgin-84 (Satoh et al., 

2003), y dos proteínas citosólicas, MICAL-1 que interacciona con filamentos intermedios del 

citoesqueleto (Weide et al., 2003), e Iporin que estaría involucrada en vías de señalización (Bayer 

et al., 2005).  La descripción de estos nuevos efectores, posicionó a Rab1 como una proteína clave 

para el transporte entre RE y Golgi, regulando diversas etapas tales como el mantenimiento de la 

estructura del complejo de Golgi, el anclado de membranas al cito-esqueleto y a la participación 

en vías de señalización.   

Específicamente en el presente trabajo de tesis, se evaluó: 1) El comportamiento dinámico de 

Rab1b; 2) El mecanismo por el cual Rab1 modula el reclutamiento de COPI;  y 3) La relación entre 

Rab1 y la estructura del complejo de Golgi.  Los resultados obtenidos en cada campo fueron 

descriptos en los correspondientes capítulos, a continuación se encuentra una breve discusión de 

los puntos más significativos. 
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GBF1, una nueva proteína efectora de Rab1 

GBF1 es una proteína de asociación  periférica que continuamente cicla desde el citosol a las 

membranas (Niu et al., 2005; Szul et al., 2005).  Una vez en las membranas, cataliza el intercambio 

de GDP por GTP en Arf1 promoviendo el reclutamiento del complejo COPI, para luego liberarse de 

las membranas y permanecer en el citosol.  Si bien se conoce bastante acerca de su dinámica y su 

función, aún no están del todo claros los mecanismos mediante los cuales GBF1 logra asociarse a 

las membranas.  Debido a que en su secuencia no posee ninguna región consenso de unión a 

membranas, ni se ha descripto el agregado post-traduccional de grupos hidrofóbicos que le 

permitan su asociación a las mismas, se ha propuesto que su unión a las membranas no debe ser 

directa, sino probablemente mediada por proteínas que actúen como receptores específicos de 

GBF1 en las membranas.  Los resultados presentados muestran que Rab1b interacciona 

directamente con el dominio amino terminal de GBF1 (Figura 15) y que su silenciamiento induce 

una significativa disociación de GBF1 de las membranas (Figura 17).  Además se observó que la 

construcción de GBF1 con deficiente actividad GEF, requiere el dominio amino terminal y por 

consiguiente la interacción con Rab1, para asociarse a las membranas y actuar como dominante 

negativa (Figura 16).  En este sentido, datos previamente publicados indican que la expresión de la 

mutante dominante negativa de Rab1b (Rab1bN121I) también induce una marcada disociación de 

GBF1 de las membranas (Alvarez et al., 2003).  En conjunto, estos resultados sumados a datos 

publicados indican que Rab1b es requerida para la asociación a membranas de GBF1, 

promoviendo de esta manera el reclutamiento de COPI y la formación de intermediarios de 

transporte.  Algunos autores proponen que no se trataría de una acción directa de Rab1b sobre 

GBF1, sino que sería mediada por la acción de la proteína p115 (Altan-Bonnet et al., 2004).  Sin 

embargo, en ensayos realizados por otros autores  se muestra que una construcción de GBF1 

truncada, sin el dominio de interacción con p115, es capaz de asociarse a las membranas, 

indicando que GBF1 no requiere la interacción con p115 para localizarse (Garcia-Mata and Sztul, 

2003).  En concordancia, los resultado descriptos en el capítulo 2 muestran que luego del 

silenciamiento de Rab1b, p115 se mantuvo asociada a las membranas, mientras que GBF1 mostró 

localización citosólica (Figura 17).   
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Rab1 y reclutamiento de COPI 

GBF1 promueve el reclutamiento de COPI a los sitios de salida del RE y a la interfase del Golgi por 

medio de la activación de Arf1 (Garcia-Mata et al., 2003).  Los resultados presentados en el 

capítulo 2 indican que la expresión de Rab1bQ67L induce acumulación de GBF1 y COPI en la 

interfase formada entre los sitios de salida del retículo endoplásmico y el compartimiento 

intermedio (Figura 13).  Posiblemente esto se deba a que Rab1b-GTP unida a las membranas 

mantenga a GBF1 asociada a las membranas de las estructuras por mayor tiempo, incrementando 

la tasa de activación de Arf1 y, consecuentemente, el reclutamiento de COPI.  El hecho de que no 

se haya detectado ninguna modificación de la señal de Arf1-GFP en el punteado periférico de las 

células que expresan la construcción CFP-Rab1bQ67L (Figura 14) puede ser causa de una limitación 

técnica basada en la baja intensidad de la señal de las estructuras periféricas marcadas con Arf1-

GFP.  Alternativamente, podría deberse a que GBF1 induzca la activación en los sitios de salida del 

RE de otras Arfs distintas de Arf1.  En este sentido se han publicado trabajos que describen que 

GBF1 causa el reclutamiento a las membranas de Arf GTPasas clase I y clase II (Kawamoto et al., 

2002), como así también que la cooperación de dos Arfs diferentes en el mismo sitio de acción es 

una característica de las vías mediadas por estas GTPasas (Volpicelli-Daley et al., 2005). 

A nivel del complejo de Golgi se observó que la dinámica de asociación-disociación de Arf1 a las 

membranas se encuentra alterada en presencia de la construcción Rab1bQ67L (Figura 14).  Estos 

resultados indican que Rab1-GTP estabiliza a Arf1 activa en las membranas.  Tal observación 

podría explicarse por un efecto directo de Rab1b sobre GBF1, sobre una proteína GAP de Arf1 o 

sobre un efector de Arf1.  

Debido a que la construcción de Rab1b-GTP permanece por mayor tiempo asociada a las 

membranas de Golgi (Figura 12) y que en esa forma interacciona directamente con GBF1 (Figura 

15), siendo capaz de incrementar su asociación a membranas (Figura 13), sumado al hecho de que 

la sobre-expresión de GBF1 induce estabilización de Arf1 en las membranas (Niu et al., 2005; Szul 

et al., 2005), postulamos que Rab1b estabiliza a Arf1 en las membranas por medio de su 

interacción con GBF1.  La existencia de una cascada Rab1-Arf1 en la vía secretoria ha sido 

propuesta luego de que la interacción genética en levaduras entre ypt1 (proteína homóloga de 

Rab1) y Gea ½ (homólogas de GBF1) fue descubierta (Jones et al., 1999), por lo tanto es posible 

que dicha cascada se encuentre también en células de mamíferos. 
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Rab1b y el transporte entre RE y Golgi 

En la interfase entre los sitios de salida del retículo endoplásmico y el compartimiento intermedio 

(ERGIC, VTC) el ensamblado de la cubierta COPI es requerido para la formación y la maduración de 

intermediarios de transporte que van a ser dirigidos al complejo de Golgi.  Se cree que el rol de 

COPI en el transporte anterógrado entre RE y Golgi es el reclutamiento de material de reciclado 

que debe ser transportado nuevamente al RE (Letourneur et al., 1994; Lewis and Pelham, 1996; 

Shima et al., 1999).  En las células transfectadas con Rab1bQ67L, se observó que GBF1 y -COP se 

acumulan específicamente en estructuras periféricas próximas a las estructuras COPII (Figura 13), 

sugiriendo que Rab1b participa promoviendo el reclutamiento de COPI y  la maduración de los 

intermediarios de transporte a partir de los sitios de salida del RE.  En las estructuras periféricas 

Rab1b también interacciona con p115 (Allan et al., 2000), quien a través de un complejo formado 

junto a GM130 y Giantin promueve la fusión de los intermediarios de transporte con las 

membranas del Golgi.  Se ha propuesto que el papel de Rab1b en esta etapa es la promoción de la 

formación de este complejo (Beard et al., 2005).  En conjunto, los resultados obtenidos sumados a 

datos publicados por otros autores indican que a nivel de las estructuras periféricas Rab1b 

coordina tanto la formación de vesículas COPI como los eventos necesarios para su maduración y 

posterior fusión con las membranas del cis-Golgi.  

  

Rab1b y el transporte intra-Golgi 

Como se mencionó anteriormente, el complejo proteico COPI también juega un papel importante 

en el transporte de proteínas entre las cisternas del Golgi (Love et al., 1998; Lanoix et al., 1999, 

2001), como así también en el mantenimiento de la estructura general del complejo (Lippincott-

Schwartz et al., 1998).  Por lo tanto, Rab1b a través de su interacción con GBF1 podría estar 

coordinando también la formación y fusión de intermediarios del transporte intra-Golgi.  

Alternativamente, podría estar promoviendo otras actividades celulares que requieren la 

activación de Arf1, quien además de COPI, recluta una gran variedad de factores tales como 

proteínas de señalamiento y enzimas modificadoras de lípidos involucradas en procesos de 

modificación de membranas y vías de señalización (Randazzo et al., 2000; Styers et al., 2006). 
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Rab1b y el transporte de VSV-G 

Es aceptado que la GTPasa Rab1 es esencial para el transporte de proteínas entre RE y Golgi 

(Schwaninger et al., 1992) (Nuoffer et al., 1994).  Sin embargo, nuestros resultados muestran que 

el transporte de VSV-G se encuentra enlentecido pero no bloqueado al silenciar la expresión de 

Rab1b en células HeLa (Figura 21).  Estas diferencias podrían ser debidas a que en los ensayos 

anteriores se utilizaron dominantes negativas para inhibir la función de Rab1, las cuales interfieren 

tanto con la función de Rab1a como de Rab1b.  El hecho de que, a diferencia de la sobre-expresión 

de las dominantes negativas, la inhibición de la expresión de Rab1b mediante el uso de ARN cortos 

específicos no bloquee el transporte de VSV-G puede ser debido a que el silenciamiento de los 

niveles de Rab1b luego del tratamiento con ARN cortos no es total (Figura 17 A), y el porcentaje 

remanente (10% del total) podría ser suficiente como para impedir el bloqueo del transporte de 

VSV-G.  Alternativamente, los niveles endógenos de la isoforma “a” de Rab1, que no se 

encuentran afectados luego del tratamiento de células HeLa con ARN cortos específicos para 

Rab1b (Figura 17 A), podrían ser suficientes para impedir el bloqueo del transporte de VSV-G.   

 

Comportamiento dinámico de Rab1b 

La proteína Rab1 posee diversos sitios de acción en el transporte intracelular de proteínas, y actúa 

de manera simultánea en cada uno de ellos.  En el presente trabajo se caracterizó el 

comportamiento dinámico de Rab1b con el fin de comprender de manera global cómo llega Rab1 

a cada uno de sus sitios de acción y cuánto tiempo permanece asociada a las membranas donde 

actúa.  Para ello se analizó la dinámica de Rab1 asociada a las estructuras periféricas y la cinética 

de asociación/disociación a las membranas del complejo de Golgi.  Observamos que Rab1b se 

encuentra asociada a las estructuras periféricas sin viajar con los intermediarios de transporte 

hacia el complejo de Golgi (Figura 10).  El patrón observado fue similar al descripto para 

estructuras COPII (Hammond and Glick 2000; Stephens et al., 2000) pero permaneciendo menor 

tiempo asociada a las membranas de las estructuras periféricas (Tabla 4).  Quizás esto indique que 

Rab1b se asocie a las membranas y luego se disocie para promover el intercambio COPII/COPI y la 

maduración de los intermediarios de transporte.   
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Por otra parte, en relación a la dinámica de asociación/disociación de Rab1b a las membranas del 

Golgi, los ensayos de FRAP realizados mostraron que el tiempo de vida media (t1/2) de GFP-Rab1b 

en las membranas del Golgi es de 120 segundos.  El t1/2 observado es significativamente menor al 

de proteínas que llegan al complejo de Golgi a través del transporte de intermediarios (Ward et 

al., 2001) sugiriendo que la asociación de Rab1 a las membranas ocurre directamente desde el 

citosol, de manera independiente del transporte de intermediarios.  A favor de esta hipótesis, al 

realizar el ensayo en condiciones donde el transporte mediado por intermediarios se encuentra 

abolido (Figura 11) se observó que un gran porcentaje de Rab1b pudo recuperarse.  Por último, el 

hecho de que la mutante de Rab1b con incapacidad de hidrolizar GTP, Rab1bQ67L, permanezca 

mayor tiempo asociada a las membranas y no logre recuperarse totalmente durante el ensayo de 

FRAP (Figura 12), indica que la capacidad de ciclar de la forma GDP a la forma GTP de Rab1b es 

necesaria para su asociación y disociación a las membranas del Golgi.  

Por último, al comparar el tiempo de vida media obtenido para Rab1b con tiempos obtenidos para 

proteínas relacionadas al reclutamiento de COPI se observa que Rab1b permanece asociada a las 

membranas por períodos de tiempo más prolongados que Arf1 (Figura 14 y (Presley et al., 2002)) y 

GBF1 (Niu et al., 2005; Szul et al., 2005).  Esto sugiere que Rab1b permanece más tiempo asociada 

a las membranas para interaccionar, además de GBF1, con otras proteínas como GM130, p115, 

Golgin84 y Giantin, y de esta manera involucrarse en distintos procesos tales como reclutamiento 

de COPI, fusión de membranas, mantenimiento de la estructura del Golgi, etc. 

 

Rab1b y la estructura del Golgi 

Con respecto a la relación entre la función de Rab1b y el mantenimiento de la estructura del 

complejo de Golgi, se evaluó a nivel ultra-estructural el complejo de Golgi y la interfase RE-Golgi 

en células con niveles endógenos de Rab1b silenciados como así también en células transfectadas 

con Rab1bwt o con la mutante de Rab1b constitutivamente activa. 

Se observó que el silenciamiento de los niveles endógenos de Rab1b induce fragmentación de las 

cisternas cis y trans del Golgi marcadas con GM130 y GalT respectivamente (Figuras 18 y 19).  

Además mediante micro-inyección de Rab1b recombinante es posible revertir la fragmentación 

del complejo de Golgi causada por el silenciamiento de Rab1b, lo que sugiere un requerimiento 

específico de Rab1b tanto para el mantenimiento de la estructura del complejo de Golgi como 
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para su re ensamblado (Figura 20).  Luego del silenciamiento de Rab1b los niveles endógenos de la 

isoforma “a” de Rab1 no se encuentran afectados, pero  el complejo de Golgi se encuentra 

fragmentado, esto podría ser un indicio de que ambas proteínas cumplen funciones distintas en el 

Golgi.  Sin embargo, el hecho de que la micro-inyección de Rab1a recombinante también sea 

suficiente para revertir el fenotipo de fragmentación observado luego del silenciamiento de 

Rab1b, indica que las funciones de ambas isoformas son intercambiables y que el mantenimiento 

de la estructura del Golgi depende de la cantidad total de Rab1 en la célula, independientemente 

de la isoforma presente.  De todos modos no se puede descartar el hecho de que a niveles 

endógenos ambas isoformas de Rab1 cumplan funciones distintas. 

Además de los efectos del silenciamiento de Rab1b en la estructura del Golgi, es interesante 

destacar que se observaron cambios a nivel de los sitios de salida del RE, donde hubo un 

considerable incremento del número de estructuras con cubierta de tipo COPII, las cuales 

resultaron positivas para el marcador Sec31 (Figura 19). 

Los cambios morfológicos observados al silenciar los niveles endógenos de Rab1b podrían 

explicarse por uno o más de los siguientes mecanismos: 

1) Rab1 es requerida para el reclutamiento de COPI promoviendo la maduración de los 

intermediarios de transporte derivados del RE y permitiendo su llegada al complejo de Golgi 

(Alvarez et al., 2003).  La disminución de los niveles endógenos de Rab1b induce disociación de la 

cubierta de tipo COPI y por consiguiente impide la maduración y llegada de intermediarios de 

transporte al complejo de Golgi.  

2) Rab1b interacciona directamente con factores tethering como p115 y Giantin (Allan et al., 2000; 

Beard et al., 2005), y potencia las interacciones entre ellos promoviendo la fusión de 

intermediarios de transporte con las membranas del cis-Golgi, de esta manera la ausencia del 

estímulo que Rab1b ejerce sobre estas proteínas impide o disminuye la fusión de intermediarios 

de transporte con las membranas del Golgi. 

3) Por último, la interacción de Rab1b con las proteínas Golgin84 y GM130 involucradas en el 

mantenimiento de la estructura del Golgi (Marra et al., 2007; Satoh et al., 2003), indica que 

además del rol indirecto de Rab1b promoviendo la maduración, llegada y fusión de los 

intermediarios de transporte con las membranas del cis-Golgi, podría existir un rol directo en el 

mantenimiento de la estructura del complejo de Golgi.  
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En los dos primeros casos, la estructura del complejo de Golgi sería afectada por un desequilibrio 

en el flujo de transporte, además mediante estos dos primeros mecanismos se explica el 

incremento de estructuras con cubierta COPII observado en las proximidades de los sitios de salida 

del RE, las cuales en ausencia de Rab1b no  pueden madurar, ser transportadas ni fusionarse a las 

membranas del cis-Golgi y resultan acumuladas en la interfase RE-Golgi.  Esto concuerda con lo 

observado en los ensayos funcionales de transporte de VSV-G donde se observa que en células 

con niveles de Rab1b silenciados, el transporte intracelular no se encuentra bloqueado, pero si 

enlentecido, mostrando una retención del cargo en la interfase RE-Golgi (Figura 21).  De todos 

modos, el hecho de que el transporte no se encuentre completamente bloqueado, favorece 

también la tercera hipótesis planteada, donde la fragmentación del Golgi, podría deberse a un 

efecto directo de Rab1 en lugar de ser una consecuencia del bloqueo del transporte.  En este 

sentido, el  rol directo de Rab1b en el mantenimiento de la estructura del complejo de Golgi 

mediado por su interacción con proteínas tales como GM130 y Golgin84 debe ser estudiado con 

mayor profundidad.  Igualmente, el hecho de que el patrón de fragmentación observado sea 

similar al descripto luego del silenciamiento de GM130 (Marra et al., 2007), sugiere que Rab1b y 

GM130 podrían formar parte de una misma vía de acción en el mantenimiento de la estructura del 

complejo de Golgi. 

La fragmentación del complejo de Golgi observada luego de la sobre-expresión de la mutante de 

Rab1b con deficiente actividad GTPasa (Figura 25), puede ser explicada por la estabilización de 

Arf1 y COPI producida al sobre-expresar esta mutante de Rab1b.   Para promover la fusión de un 

intermediario de transporte con una membrana determinada la cubierta de tipo COPI debe 

primero disociarse.  El hecho de que GBF1, Arf1 y  la cubierta de COPI sean estabilizadas en 

presencia de Rab1bQ67L (Figuras 13 y 14) genera un impedimento o un retardo del proceso de 

fusión de los intermediarios de transporte con las membranas del Golgi, encontrándose alterada la 

formación de nuevas cisternas cis del Golgi, como también el transporte intra-Golgi mediado por 

vesículas con cubierta COPI.  De esta forma se explica el gran número de vesículas con cubierta 

COPI en la región yuxta-nuclear y en las proximidades de los sitios de salida del RE observados en 

las células que expresan la construcción Rab1bQ67L.  En concordancia con nuestros resultados, se 

ha descripto que la constante activación de Arf1 es requerida para los cambios sobrellevados por 

el Golgi durante la división celular, donde se fragmenta completamente en vesículas con cubierta 

COPI (Xiang et al., 2007).  
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Finalmente, la sobre-expresión de Rab1bwt indujo un incremento del tamaño del Golgi sin alterar 

su fenotipo normal.  Además del incremento en el tamaño de las cisternas del Golgi, se observó un 

marcado aumento del número de intermediarios de transporte en la interfase RE-Golgi (Figura 23).  

De manera similar, ensayos realizados en células de músculo cardíaco indican que Rab1 se 

encuentra involucrada en vías de señalización mediadas por MAP quinasas que conducen a un 

incremento del tamaño celular total y de las estructuras membranosas (Wu, 2008).  Además, se ha 

observado que las células de tejidos con elevada actividad secretoria como tiroides, próstata y 

células epiteliales bronquiales, presentan mayores niveles de expresión de Rab1b que las células 

de tejidos con baja actividad secretoria (Gurkan et al., 2005).  Por último, ensayos realizados en 

nuestro laboratorio indican que la sobre-expresión de Rab1b induce, mediante activación de la vía 

p38-MAPK, la expresión de genes que codifican para proteínas involucradas en distintas etapas del 

transporte intracelular (enviado para publicar, Romero et al).  En conjunto, estos resultados 

sugieren que el incremento de Rab1b podría ser importante para disparar una respuesta global 

que permita al complejo de Golgi adaptarse ante un incremento en la tasa de secreción. 

 

Conclusión-Mecanismo de acción de Rab1b 

Los  resultados obtenidos en los distintos campos abordados sumados a datos descriptos por otros 

autores permiten proponer un modelo (Figura 29) donde Rab1b llega a las membranas de los sitios 

de salida del RE y del complejo de Golgi directamente desde las reservas citosólicas 

independientemente de la acción del transporte mediado por microtúbulos.  Una vez en las 

membranas interacciona con una amplia gama de efectores para coordinar diversos procesos tales 

como: 

-Reclutamiento de GBF1 y promoción del intercambio COPII/COPI necesario para la formación y 

maduración de intermediarios de transporte. 

-Interacción con factores tethering (p115, Giantin, GM130) para la promoción de la fusión de 

intermediarios con las membranas del complejo de Golgi. 

-Mantenimiento y adaptación de la estructura del complejo de Golgi ante distintos estímulos 

celulares.   
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Luego de interaccionar con sus efectores, Rab1b se disocia de las membranas y retorna a las 

reservas citosólicas para comenzar nuevamente el ciclo. 
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Figura 29. Modelo de acción de Rab1b. 

Esquema de la interfase RE-Golgi.  Rab1b (esferas azules) llega a sus sitios de acción 

directamente desde el citosol en un mecanismo dependiente del intercambio de GDP por GTP.  

Los recuadros blancos indican los efectores con los cuales interacciona como así también la 

función que cumple Rab1b en cada uno de sus sitios de acción. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Construcciones de vectores plasmídicos  

Los plásmidos pEGFP-Rab1b y pCDNA4TO-Rab1b (wt y mutantes) que codifican para las proteínas 

de fusión GFP-Rab1b y Rab1b-myc respectivamente, fueron generados previamente y están 

descriptos en (Alvarez et al., 2003).  Las construcciones GST-GBF1, GST-GBF1 (1430-1859), GBF1-

E794K-myc, GBF1- N-E794K-myc y GST-p115 fueron gentilmente provistas por la Dra. Elizabeth 

Sztul (University of Alabama at Birmingham, AL).  Los plásmidos Arf1-GFP y p58-YFP fueron 

provistos por la Dra. Jenniffer Lippincott-Schwartz (NIH, Bethesda, MD). GST-Rab5 fue gentilmente 

provisto por la Dra. Marisa Colombo (Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina).   

Los plásmidos pGEX4T-2-Rab1b (wt y mutantes) que codifican para la proteína de fusión GST-

Rab1b fueron sub-clonadas a partir del plásmido pCDNA4TO-Rab1b utilizando las enzimas de 

restricción EcoRI/XhoI (Promega). 

La construcción GST-GBF1(1-380) se generó mediante sub-clonado de la porción amino terminal 

de GBF1 en el vector pGEX4T-3-.  Para ello se realizó una digestión del vector pEGFP-GBF1 con las 

enzimas de restricción XhoI/SmaI.  El inserto liberado, correspondiente a los primeros 1141 

nucleótidos de GBF1 (380 aa), se introdujo en los sitios XhoI/SmaI del vector de clonado pBSKII(+) 

y luego, se realizó una segunda digestión con XhoI/NotI  y se sub-clonó en el vector pGEX4T-3-. 

 

Anticuerpos utilizados 

Durante este trabajo de tesis se utilizaron los siguientes anticuerpos: 

Anticuerpos policlonales anti-p115 y anti-GBF1 (Garcia-Mata et al., 2003) (donados por la Dra. 

Elizabeth Sztul, University of Alabama at Birmingham, Al).  Anticuerpos policlonales anti- -COP, 

anti- -COP, anti-calreticulin y anti-Sec23 (Affinity Bio Reagents).  Anticuerpos policlonales anti-

Rab1b, anti-Rab1a y anti-ERK1(Santa Cruz Biotechnology).  Anticuerpo monoclonal anti-GM130 

(Abcam).  Anticuerpos monoclonales y polyclonales para inmunofluorescencias marcados con 

Alexa Fluor 594 y Alexa Fluor 488 (Molecular Probes).  Anticuerpo monoclonal anti-c-myc 

(Invitrogen).  Anticuerpo policlonal anti-ERGIC53 (Schweizer et al., 1988) donado por el Dr. Hans-

Peter Sauri (University of Basel, Suiza).  Anticuerpos polyclonales anti-GalT, TGN46, Golgin97 y 

Sec31 provistos por la Dra. Maria Antonieta De Matteis (DCBO, Consorzio Mario Negri Sud, Chieti, 

Italia).  
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Líneas celulares humanas 

Para el desarrollo de los diferentes experimentos realizados en este trabajo de tesis se utilizaron 

células HeLa (http://www.atcc.org).  Esta línea celular epitelial deriva de un adenocarcinoma de 

cérvix conteniendo el virus papiloma humano 18 (HPV-18).  La línea celular se mantuvo en cultivo 

en placas de 100 mm en medio D-MEM (Gibco) alta glucosa suplementado con 10% suero fetal 

bovino (Bioser), 50 U/ml final de penicilina y 50 μg/ml final de estreptomicina (medio completo, 

Gibco), en un incubador apropiado con temperatura constante de 37ºC y en presencia de 5% de 

CO2.  

 

Transfección de líneas celulares 

Para los ensayos transfección de líneas celulares se utilizó el reactivo LTI-transit (Mirus). El 

protocolo utilizado fue el sugerido por el fabricante y asegura una eficiencia de transfección 

superior al 50%, dependiendo del tipo celular. Brevemente: 

-24 horas antes de la transfección colocar las células en una placa multiwell-6 a una confluencia 

aproximada del 50%. 

-En un tubo eppendorf con 150 l de Optimem (Gibco), colocar gota a gota 3 l de reactivo LTI-

transit.  Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

-Agregar gota a gota 800 ng de ADN plasmídico. Agitar e incubar 20 minutos a temperatura 

ambiente. 

-Agregar la mezcla al cultivo celular y crecer las células por 12 horas.  Cambiar el medio y 

continuar la incubación por el tiempo deseado. 

 

Células bacterianas 

Las bacterias en este trabajo fueron utilizadas como herramientas tanto para amplificación y 

mantenimiento de plásmidos como para expresión de proteínas de fusión.  Todos los plásmidos 

descriptos se mantuvieron y amplificaron en bacterias pertenecientes a la cepa de Escherichia 

Coli DH5- .  Las construcciones con el vector pGEX fueron luego utilizadas para transformar 

bacterias pertenecientes a la cepa de Escherichia coli BL21 debido a que esta cepa posee 

deficiente actividad proteolítica en el citoplasma (OmpT y Lon) y favorece la expresión de 

proteínas de fusión. 
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Preparación de bacterias competentes  

Durante el presente trabajo se utilizaron distintos tipos de bacterias competentes, a continuación 

se describe el protocolo utilizado para preparar unas de ellas: 

-Repicar una cepa fresca de bacterias conservadas a -80ºC en medio LB-Agar (Luria Bertani-Agar) 

e incubar toda la noche a 37ºC.  

-Inocular 5 ml de medio LB con una colonia aislada e incubar toda la noche a 37ºC.  

-Inocular 100 ml de medio LB con 2 ml del cultivo anterior e incubar hasta DO
600 

= 0,3-0,6.  

-Centrifugar el cultivo por 5 minutos a 3000 rpm a 4ºC (rotor previamente refrigerado).  

-Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado con suavidad en 5 ml de medio LB con 

10% de PEG, 5% de DMSO, 10 mM de MgCl2, 10 mM Mg2SO4, 15% de Glicerol (todo en hielo).  

-Fraccionar en alícuotas de 100 l. 

-Congelar en N2 líquido o aire líquido y guardar a -80ºC.  

 

Transformación de bacterias competentes 

-Incubar las bacterias competentes por 10 minutos en hielo.  

-Agregar ADN (10-100 ng) e incubar 30 minutos en hielo. 

-Incubar 1 minuto a 42°C. 

-Agregar 900 l de LB. 

-Incubar en agitador a 37ºC durante 1 hora. 

-Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm. Descartar el sobrenadante y resuspender en 200 l  de LB. 

-Plaquear en LB-Agar (con el antibiótico necesario para seleccionar las células transformadas). 

-incubar a 37ºC 12-24 horas.  

 

Inducción de proteínas de fusión unidas a GST 

La inducción de proteínas de fusión con GST se llevó a cabo de acuerdo a lo sugerido por el 

fabricante (Amersham Biosciences).  A continuación se describe brevemente el protocolo 

utilizado: 

-Repicar del stock guardado a -80°C bacterias BL21 transformadas con pGEX4T3 (Rab1, Rab5, 

GBF1, N-GBF1, C-GBF1, p115, etc) en frascos de 5 ml de LB líquido (ampicilina 100 g/ml) e 

incubar durante toda la noche en agitador a 37°C. 

-Dispensar 100 l del cultivo en 10 ml de LB líquido (ampicilina 100 g/ml) e incubar en agitador a 

37°C.  Crecer hasta que la DO595 llegue a 0.5–0.6 (aproximadamente 2 horas). 
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-Agregar 10 l de IPTG 1 M (concentración final 10 mM) e incubar en agitador a 37°C durante 2 

horas. 

-Centrifugar 5 min a 5000 rpm a 4°C.  Resuspender el precipitado en 10 ml de PBS (5 mM MgCl; 5 

g/ml DNAsa; 5 g/ml RNAsa; 5 mM 2-mercapto-etanol; 0,2% NP-40; Inhibidores de proteasas).  

Fraccionar en alícuotas de 750 l. 

-Verificar la inducción mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS coloreado con azul 

brillante de Coomasie. 

 

Purificación de proteínas de fusión unidas a GST (Christoforidis and Zerial, 2000) 

-Lisis bacteriana.  Someter los viales guardados a -80°C a ciclos de congelación/descongelación.  

Repetir 6 veces el pasaje de los viales de un baño de aire líquido a un baño a 37°C. 

-Centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C.   

-Correr el precipitado y sobrenadante en un gel de poliacrilamida-SDS para observar si la proteína 

inducida se encuentra en la fracción soluble o no. 

-Lavar la resina (50 l de Glutathion Sepharosa 50%) con 10 ml de PBS 1x para equilibrarla. 

-Incubar la fracción que contiene la proteína sobre-expresada con la resina de Glutathion 

Sepharosa 50% durante 30 minutos a temperatura ambiente bajos constante agitación. 

-Centrifugar 5 minutos a 1000 rpm a 4°C.  Guardar el sobrenadante para controlar la eficiencia de 

la unión. 

-Lavar 4 veces las partículas de sepharosa con 400 l de buffer de lavado (5 mM MgCl2, 2 mM 2 M-

E, 100mM GTP S/GDP, en PBS1x). 

-Resuspender la resina con la proteína unida en 200 l de buffer NS (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 

5 mM MgCl, 1 mM DTT, 1 mM GTP S/GDP).  

-Correr un gel de PAA parte de la resina para observar si hay proteína unida (además correr las 

fracciones no unidas de pasos anteriores). 

 

Preparación Rab1b recombinante 

-Unir GST-Rab1b purificada a Glutation-sepharosa. 

-Incubar con trombina (Amersham Biosciences) durante 16 horas a  temperatura ambiente. 

-Centrifugar 5 minutos a 2000 rpm  y recuperar el sobrenadante. 

-Para eliminar el exceso de trombina, incubar con Benzamidine-sepharosa (Amersham 

Biosciences) durante 1 hora a temperatura ambiente.  Centrifugar y recuperar el sobrenadante. 
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-Para eliminar trazas de GST, incubar con Glutation-sefarosa 30 minutos a temperatura ambiente. 

-Fraccionar el sobrenadante en alícuotas de 200 l y guardar a -80ºC. 

 

Preparación de citosol de hígado de rata  

El citosol de hígado de rata se obtuvo de acuerdo a lo descripto en (Alvarez et al., 1999).  

Brevemente: 

-Extraer el hígado de una rata wistar adulta. 

-Trozar el hígado, agregar un volumen de buffer de homogenización frío (20 mM Hepes, 100 mM 

NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, pH 7,5) y homogenizar. 

-Centrifugar homogenato a 10.000g durante 15 minutos a 4ºC. 

-Recolectar el sobrenadante y centrifugar a 100.000g durante 60 minutos a  4ºC. 

-Fraccionar el sobrenadante en alícuotas de 500 ul, congelar en nitrógeno líquido y guardar a          

-80ºC. 

 

Ensayos de interacción de proteínas (Pull Down) 

-Incubar cantidades similares de proteínas de fusión (GST-Rab1, GST Rab5, GST-p115, GST-GBF1, 

etc.) unidas a glutatión sepharosa, con Rab1b recombinante purificada (interacción directa) o con 

citosol de hígado de rata durante 2 horas a 4ºC en presencia de GTP S (100 mM) o GDP (100 mM). 

-Realizar 4 lavados con buffer NS (20mM HEPES, 100mM NaCl, 5mM MgCl, 1mM DTT, 1mM 

GTP S/GDP). 

-Evaluar la identidad de las proteínas unidas a cada fracción mediante ensayos de Western blot. 

 

Ensayos de inmuno-fluorescencia (IF) 

La técnica de inmunofluorescencia permite observar la localización sub-celular de proteínas de 

interés.  Para su observación se utilizó tanto un microscopio de epi-fluorescencia (Nikon Eclipse 

TE-2000, CIBICI-CONICET) como un microscopio de fluorescencia confocal (Zeiss LSM Pascale, 

CIQUIBIC-CONICET). 

Protocolo: 

-Crecer las células sobre cubreobjetos estériles dispuestos dentro de las placas de cultivo. 

-Lavar las células 3 veces con PBS 1X. 

-Levantar los cubreobjetos con las células adheridas y colocarlos en una cámara húmeda. 

-Fijar las células incubando 10 min con para-formaldehído 3% en PBS. 
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-Incubar 10 min con solución 10 mM de NH4Cl en PBS 1X 

-Lavar 3 veces (3 min cada lavado) con PBS 1X  

-Permeabilizar las células incubando 7 min con PBS 1X 0.01% Triton X-100 

-Realizar 3 lavados con PBS1X (2 min cada lavado) 

-Bloquear 5 minutos con PBS 1x, 2.5% Goat Serum (Sigma-Aldrich), 0.2% Tween-20 (H5152, 

Promega, Madison, WI) 

-Bloquear 5 min con PBS 1x, 0.4% Fish Skin Gelatin (Sigma-Aldrich), 0.2% Tween.  

-Diluir el anticuerpo primario en fish skin gelatin e incubar durante 45 min a 37°C en cámara 

húmeda 

-Realizar 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1X, 0.2% Tween 20. 

-Bloquear 5 minutos con PBS 1x, 2.5% Goat Serum, 0.2% Tween. 

-Bloquear 5 minutos con PBS 1x, 0.4% Fish Skin Gelatin, 0.2% Tween. 

-Diluir el anticuerpo secundario en PBS 1x, 2,5% Goat Serum e incubar durante 30 min a 37°C en 

cámara húmeda. 

-Realizar 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X, 0.2% Tween. 

-Montar los vidrios utilizando líquido de montaje (Mowiol, Calbiochem). 

-Dejar secar a temperatura ambiente o a 4°C por 12 horas. 

-Observar en microscopio de fluorescencia a la longitud de onda apropiada.  

 

Ensayos de microscopía in vivo 

Para los ensayos de microscopía in vivo las células se crecieron en placas con fondo de vidrio 

(WillCo-dish) en medio DMEM con 10% de SFB. Todos los ensayos se realizaron a 25ºC utilizando 

el microscopio de fluorescencia confocal LSM Pascal (Carl Zeiss) del departamento de Química 

Biológica (FCQ, UNC).  Las imágenes se capturaron con un objetivo de 63x apocromático (apertura 

numérica 1,4; z-stack 1 m) y  se procesaron con Adobe photoshop 6.0 para la presentación.  Para 

el análisis de GFP en células que expresan CFP, la excitación se realizó a 488 nm y la emisión de 

GFP se recuperó utilizando un filtro LP530 nm.  Bajo estas condiciones, la emisión de CFP no es 

detectada. 

Ensayos de recuperación de la fluorescencia luego del foto-blanqueado (FRAP) 

Para los ensayos de FRAP se tomó una imagen inicial a 0,05% de intensidad de laser.  Luego, la 

región de interés (RDI) se foto-blanqueó mediante exposición durante 3 segundos al 100% de 

intensidad del laser.  Posteriormente, la recuperación de la fluorescencia en la RDI se monitoreó 
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tomando imágenes al 0,05% de intensidad del laser cada 10 o 20 segundos durante 10 minutos. La 

intensidad promedio de la RDI y de regiones de referencia (RDR) se midió utilizando el software 

Metamorph (Universal Imaging Corporation).  Luego se graficó el porcentaje de recuperación de la 

fluorescencia en el tiempo de acuerdo a la siguiente fórmula: F(t) =(FRDI /FRDR)/(FpreRDI /FpreRDR)x100, 

donde FpreRDR es la intensidad de fluorescencia de RDR antes del foto-blanqueado, FRDR es la 

intensidad de fluorescencia de RER al tiempo t, FpreRDI representa la intensidad de RDI antes del 

foto-blanqueado, y FROI es la intensidad de RDI al tiempo t.  El número de células evaluadas en 

cada ensayo está indicado por la letra n. 

 

Ensayos de Time-Lapse  

Para los ensayos de time-lapse se tomaron imágenes cada cuatro segundos durante un tiempo 

total de 10 minutos a 0,05% de intensidad del laser.  La cuantificación del movimiento se realizó 

con el LSM Pascale software (Zeis).  Para los ensayos de BFA, se tomó una imagen previa al 

tratamiento y luego a las células se les agregó 5 g/ml de BFA.  El porcentaje de disociación se de 

fluorescencia de las membranas se monitoró mediante imágenes tomadas con 0,05% de 

intensidad del laser cada 30 segundos durante 10 minutos.  Luego, la intensidad de fluorescencia 

promedio se midió utilizando el software  Methamorph (Universal Imaging Corporation) 

 

Preparación de extractos celulares 

-Lavar 2 veces las células con PBS 1X. Levantar las células en PBS 1X y centrifugar 5 minutos a 5000 

rpm. 

-Resuspender en 100 l de buffer RIPA (50mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5% DOC, 0,1% 

SDS, inhibidores de proteasas).  

-Realizar 10 pasajes por jeringa de tuberculina e incubar 30 minutos en hielo. 

-Centrifugar 10 minutos a 10000 rpm.  Recuperar sobrenadante. 

-Cuantificar la concentración de proteínas por la técnica de Bradford. 

 

Determinación de la concentración de proteínas.  Método de Bradford  

El reactivo de Bradford permite medir sensiblemente proteínas en soluciones a concentraciones 

bajas.  

Protocolo:  
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-El reactivo de Bradford comercial (5X, 500-0006, BIORAD, USA) debe ser diluido en un volumen 

adecuado de agua destilada.  

-Posteriormente se debe filtrar la dilución en papel Whatman #1 para remover impurezas no 

solubles del reactivo. Esta dilución filtrada es estable por dos semanas.  

-Preparar diluciones de albúmina a partir de una solución madre de 0,2 g/ l para confeccionar 

una curva de calibración con los puntos 0 g/ml (solo reactivo); 0,5 g/ml; 1,0 g/ml; 2,0 g/ml; 

5,0 g/ml; 10,0 g/ml; 15,0 g/ml; 20,0 g/ml que cubren el rango analítico del método.  

-Dispensar 1-10 l de muestra en tubos conteniendo 200 l de la dilución de reactivo.   

-Incubar durante 5-10 minutos a temperatura ambiente.  

-Medir la absorbancia en un lector de placas de ELISA (96 pocillos) a 595 nm (en su defecto a 570 

nm).  

-Graficar unidades de absorbancia en función de la concentración y realizar análisis de regresión 

lineal simple.  Para que la curva sea estadísticamente aceptable se debe considerar un R
2 

> 0,95.  

-A partir de la ecuación de la recta despejar el valor de concentración de las muestras problema. 

 

Separación de proteínas por peso molecular en geles de Poliacrilamida con SDS (PAA-SDS). 

Para separar las proteínas de extractos proteicos bacterianos o de células eucariotas se utilizó la 

técnica de separación en geles de poliacrilamida-SDS (PAA-SDS), que permite separar proteínas 

por su peso molecular.  El porcentaje de entrecruzamiento se definió de acuerdo a las necesidades 

de cada separación.  La identificación de las proteínas separadas se hizo mediante técnicas de 

unión a colorantes (Azul de Coomassie), o por reconocimiento con anticuerpos específicos 

(Western Blot) de acuerdo a los siguientes protocolos. 

 

Tinción con Azul brillante de Coomassie 

-Sumergir el gel de PAA-SDS en la solución de coloración (40% Metanol, 10% Acido acético, 0,025 

g/l R-250).   

-Incubar 3 horas a temperatura ambiente bajo constante agitación. 

-Descartar el colorante y agregar igual volumen de solución decolorante (40% metanol, 10% acido 

acético). 

-Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.  Descartar la solución utilizada y colocar nueva.  

Repetir este procedimiento hasta que el gel alcance la coloración deseada. 
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Identificación de proteínas por Western Blot 

-Transferir el gel de PAA-SDS a una membrana de nitrocelulosa utilizando el equipo de 

transferencia en seco (Bio Rad) durante 50 minutos a 20 V. 

-Realizar tinción con rojo Ponceau para verificar la transferencia de las proteínas.  Brevemente, 

colocar la membrana de nitrocelulosa en una cuba limpia.  Agregar solución colorante (0,2% Rojo 

Ponceau, 3% Acido tricloroacético, 3% Acido Sulfosalicílico).  Incubar 5 min a temperatura 

ambiente.  Enjuagar con agua destilada. 

-De acuerdo a la coloración, marcar el marcador de peso molecular y cortar la membrana.   

-Bloqueo.  Incubar la membrana con 20 ml de TBS; Tween 0,1%; Leche descremada al 2,5% 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

-Descartar el sobrenadante y agregar las soluciones con los anticuerpos diluidos en TBS. 

-Incubar 1 hora a temperatura ambiente bajo constante agitación. 

-Realizar 3 lavados de 5 minutos con 10 ml de TBS-Tween.  

-Agregar anticuerpos secundarios marcados con HRP (Horse-radish peroxidase) diluidos en TBS.   

-Incubar 30 minutos a temperatura ambiente bajo constante agitación. 

-Realizar tres lavados de 5 minutos con 10 ml de TBS-Tween y un lavado con 10 ml de TBS. 

-Revelar utilizando reactivo de quimio-luminiscencia  (Super Signal West Pico, Pierce). 

 

Silenciamiento de la expresión de genes por ARN de interferencia 

Para los ensayos de silenciamiento se utilizó la técnica de ARN de interferencia que permite 

disminuir de manera específica la expresión endógena de una proteína. Para ello las células se 

transfectaron con ARN cortos específicos (Ambion) dirigidos contra el ARN mensajero que codifica 

para la proteína de interés.  Como control se utilizó ARNc scrambled que no hibrida con ningún 

gen presente en células de eucariotas superiores (Ambion).  El protocolo utilizado fue el siguiente: 

-Crecer 50.000-80.000 células por pocillo en una placa multiwell de 6 pocillos en medio DMEM 

(10% suero fetal bovino, sin antibióticos).  

-Una vez adheridas, verificar que la confluencia celular sea cercana al 50%.   

-30 minutos antes de la transfección, cambiar el medio de las células por 1 ml de Optimem (Gibco) 

sin suero ni antibiótico. 

-Para cada pocillo mezclar 125 l de medio Optimem  con 5 l de reactivo SilentFect (Bio Rad) e 

incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 
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-Para cada pocillo mezclar 125 l de Optimem con la cantidad necesaria de ARN cortos (50, 100 o 

200 nM) e incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

-Mezclar las soluciones de los 2 pasos anteriores e incubar por 20 minutos a temperatura 

ambiente. 

-Agregar la mezcla a las células.  Luego de 6 horas de realizada la transfección agregar a las células 

medio DMEM con 20% de suero  (para que quede al 10% final).  No sacar el medio de transfección. 

-A las 36 horas cambiar el medio de cultivo (DMEM, 10% suero fetal bovino, 1% penicilina-

estreptomicina), y continuar con la incubación a 37ºC. 

-Luego de 72 horas de incubación procesar las células para ensayos de inmuno-fluorescencia y 

western blot para evaluar el nivel endógeno de la proteína silenciada. 

 

Ensayo de transporte de VSVG  

Los ensayos funcionales de transporte de VSVG (vesicluar stomatitis virus glycoprotein) se 

realizaron tanto en células transfectadas con GFP-Rab1b (wt y mutantes) como en células 

transfectadas con ARN de interferencia específico para Rab1b. 

Protocolo: 

-Lavar las células 3 veces con medio (DMEM, 20 mM Hepes, 1% penicilina-estreptomicina, pH 7,3). 

-Agregar 500 l de medio conteniendo el virus (la dilución a utilizar debe ser ajustada 

experimentalmente) e incubar 1 hora a 32ºC. (Infección). 

-Lavar las células 3 veces con medio (DMEM, 20 mM Hepes, 1% penicilina/estreptomicina, pH 7,3,  

10% suero fetal bovino). 

-Incubar 2 horas a 40 ºC (acumulación de VSVG en el RE). 

-Agregar medio atemperado a  32ºC (DMEM; 20 mM Hepes; 1% penicilina/estreptomicina; pH 7,3;  

10% suero fetal bovino; e incubar a 32ºC. (Transporte). 

-La evaluación del transporte se realiza mediante ensayos de IF a distintos tiempos (0, 30, 60 y 90 

minutos). 

 

Fraccionamiento sub-celular 

El ensayo de fraccionamiento sub-celular se realizó para evaluar la cantidad de GBF1 asociada a 

las membranas en células tratadas previamente con ARN cortos específicos para Rab1b.  El 

protocolo que se utilizó fue una modificación del descripto en (Szul et al., 2005).  Brevemente: 

-Lavar las células 3 veces con 5 ml de PBS 1x. 
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-Resuspender en 300 l buffer de homogenización (50mM HEPES–KOH, pH 7.5, 100 mM KCl, 1 

mM MgCl2, 1 mM DTT e inhibidores de proteasas). 

-Realizar 10 pasajes por una jeringa de tuberculina. Incubar 30 minutos en hielo. 

-Centrifugar a 1000g durante 15 minutos a 4ºC para precipitar los núcleos y células intactas.  

Recuperar el sobrenadante post-nuclear (SPN). 

-Centrifugar el SPN a 100.000g por 60 minutos.  Guardar el sobrenadante como fracción citosólica 

(C). 

-Resuspender el pellet en 300 l buffer de homogenización y centrifugar nuevamente a  100.000g 

por 60 minutos.  Descartar el sobrenadante y guardar el pellet como fracción de membranas (M). 

-Sembrar en un gel de PAA cantidades equivalentes de cada fracción y realizar un ensayo de 

western blot para evaluar los niveles de GBF1.  Utilizar calnexina como control de membranas y 

ERK1 como control citosólico. 

 

Ensayos de Microscopía electrónica 

Los ensayos de microscopía electrónica se realizaron en su totalidad en el Departamento de 

Biología Celular y Oncología del Consorzio Mario Negri Sud (DCBO-CMNS) el cual posee un 

laboratorio especializado en el área.  Las muestras fueron preparadas y luego entregadas al 

personal especializado para su procesamiento.  A continuación se describen los protocolos 

seguidos y realizados para la preparación de las muestras. 

 

Microscopía Electrónica (ME) de células transfectadas con ARN cortos 

-Crecer células HeLa (100.000 por pocillo) en placas multiwell de 6 pocillos conteniendo vidrios 

para IF.  Incubar a 37 ºC  durante 24 horas. 

-Transfectar con ARNc-Control o ARNc-Rab1b a una concentración de 100nM de acuerdo al 

protocolo descripto previamente.   

-72 horas luego de la transfección, levantar los vidrios para realizar IF y controlar el silenciamiento 

de Rab1b.   

-Si el silenciamiento observado es el esperado, continuar con la preparación de las células 

restantes. Agregar por pocillo 1 ml de solución de Glutaraldehído 2,5% en PBS durante 5 minutos. 

-Lavar 3 veces con PBS. 

-Levantar las células con espátula, colocar en tubo de 1,5 ml y centrifugar a 1500 rpm durante 5 

minutos. 
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-Procesar para microscopía electrónica (Laboratorio de Microscopía electrónica del DCBO-CMNS). 

 

CLEM (Correlative Light Electron Microscopy) de células transfectadas con GFP-Rab1bwt o GFP-

Rab1bQ67L 

-Crecer células HeLa en placas con fondo de vidrio grillado (Mattek dishes) a la confluencia 

deseada (60.000 células para un 80% de confluencia). 

-Transfectar con plásmidos que expresen la proteína de interés fusionada a GFP e incubar por 48 

horas. 

-Descartar el medio y fijar las células con solución de Glutaraldehído 2.5% en PBS durante 5 

minutos. 

-Lavar 3 veces con PBS. 

-Buscar en un microscopio de fluorescencia la célula de interés.  Tomar fotos en campo brillante o 

contraste de fase de manera que se observe la posición de la célula de interés en la grilla dibujada 

en el fondo de la placa. 

-Una vez localizada la célula, procesar la placa para microscopía electrónica (Laboratorio de 

Microscopía electrónica del CMNS). 
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Soluciones utilizadas 

A continuación se detalla la composición de las principales soluciones que se utilizaron para este 

trabajo. 

 

PBS (Phosphate Buffered Saline) 

137 mM NaCl 

10 mM Fosfato 

2.7 mM KCl 

pH 7.4 

 

RIPA 

50mM Tris-HCl 

150mM NaCl 

1% NP40 

0.5% DOC  

0.1% SDS 

Inhibidores de proteasas 1x (Complete EDTA-free, Roche) 

pH 8.0 

 

TBS (Tris Buffered Saline) 

20 mM Tris-HCl 

150 mM NaCl 

pH 7.5 

 

Buffer de homogenización 

50 mM Hepes 

100 mM KCl 

1 mM MgCl2 

1 mM DTT 

Inhibidores de proteasas 1x (Complete EDTA-free, Roche) 

pH 7.5 
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Buffer NS (Nucleotide Stabilization) 

20 mM Hepes 

100 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

1 mM DTT 

1 mM GTP S/GDP 

Inhibidores de proteasas 1x (Complete EDTA-free, Roche) 

pH 7.4 
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