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SUPERFAMILIA RAs
Se estima que la superfamilia Ras contiene 60 - 100 miembros que cumplen diferentes
funciones en el medio celular: transduccién de sefales (Ras), regulacién del citoesque-
leto (Rho), sefialamiento vesicular (Rab) y regulacion de la traduccién (EF). Estas pro-
teinas presentan una baja homologia de secuencia, entre 35 y 55% (Quilliam et al.,
1995), pero comparten un mismo patrén estructural (dominio G) relacionado a la
unién con GTP/GDP. La busqueda de relaciones filogenéticas entre estas secuencias
apunta a comprender si sus diferencias representan fenémenos de divergencia o conver-
gencia evolutiva. Otro tipo de estudios, centrados en el fenotipo proteico, buscan defi-
nir el significado que los residuos conservados puedan tener en la definicién de la es-
tructura y la funcién de la proteina. El dominio G mas estudiado corresponde al de la
familia Ras en humanos, compuesta por tres proto-oncogenes: N-Ras, H-Ras y K-Ras.
Estas son proteinas de 170 a 189 residuos y 19 a 21 kDa, por lo cual se identifican con
el nombre genérico de p21. Hay citosélicas y de membrana celular; las de membrana se
unen a la hemicapa citosélica de la membrana celular, gracias al motivo Cis-A-A-X (A =
residuo alifatico, X = residuo no polar) que es agregado por modificacién post-tradu-
ccional. La transformacién celular inducida por Ras es causada por su activacién pro-
longada ocasionada por:
- Sobre-expresién: debido a la concentracién limitada de las proteinas reguladoras
GAP (GTPase activating protein).
- Mutacién puntual:

- En residuos 12, 13, 59, 61, 63 porque conllevan un aumento de la actividad GTPasa.

(Aquellas subrayadas corresponden a las mutaciones que ocurren naturalmente).

- En residuos 116, 119, 146, 156 porque producen una disminucién de la afinidad

por el nucledtido fosfato y un aumento en el intercambio GDP/GTP, debido a la

mayor concentracién de este dltimo en el citoplasma.

TopoLOGIA DEL DOMINIO G
El dominio G presente en Ras estd compuesto por 6 hebras de hojas b (B) y 4 hélices
o (at) y los bucles (loops) que las separan (L). La sucesién de unidades de estructura
secundaria es la siguiente:
p1 B2 p3 pa Bs Pe
ol o2 o3 o4 oS
L1 L2 K3 L4 LS L6 L7 L8 Ly L10

La mitad C-terminal del dominio (desde B4) presenta una sucesién de hebras B y hélices
a, mientras que la mitad N-terminal presenta una hoja antiparalela (B2-13-B3). Las
regiones funcionales del dominio G se distribuyen como se muestra en la Tabla 1.
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Funcién Residuos Unidad de estructura secundaria
unién GDP/GTP
Fosfato B 10-16 L1
Fosfato ¥ 56-59 B3
Guanina 116-119 y 152-165 L8y a5
unién GAP/efectores 32-40 L2-B2
unién GEF (?) o2
unién membrana 186-189 Cis-A-A-X

Tabla 1. Distribucién de las regiones funcionales del dominio G. Catalisis: unién GDP/GTP,
GAP/efectores y GEF; localizacién: unién membrana. GDP: Guanosin difosfato; GTP: Guanosin
trifosfato; GAP: GTPase activating protein; GEF: Gaunine nucleotide exchange factor. (Datos tomados de
Watzinger y Lion, 1999; Valencia et al., 1991).

CAMBIO CONFORMACIONAL DEL DOMINIO G

La transicion Ras.GTP/Ras.GDP se da gracias a un cambio conformacional en dos

regiones del dominio G, las regiones de switch: switch | residuos 30-38, ubicados en

L2; switch Il residuos 60-76, ubicados en L4 y 0.2.

Dichos cambios estructurales (Fig. 1) producen:

-Desestabilizacién de la unién a los efectores. Por la rotacién de los residuos Glu31
y Asp33 (del L2) que los aleja de su lugar de unién al efector, y el mantenimiento de
Glu37 en una conformacién no adecuada para la interaccién.

-Preparacién para la unién con GEF (Guanine nucleotide exchange factor). Por rotacién
y desenrollamiento de o2.

Figura 1. Cambio conformacional de las regiones de switch | y II: a) Ras.GTP b) Ras.GDP. (Modi-
ficado por Ma ). y Karplus M., 1997).

Los cambios estructurales descritos demuestran la existencia de una estructura nativa
dindmica que no corresponde a una sola distribucién espacial rigida de los aminoéci-
dos. Es interesante notar que durante el cambio estructural, asi como en la confor-
macién final, se mantienen las condiciones de baja energfa y estabilidad propios de
la estructura nativa. En switch | el desplazamiento se realiza manteniendo un ambiente
apolar para los residuos hidrofébicos asi como conformaciones energéticamente
estables para los enlaces ¢ y ¥ de la cadena principal. Andlogamente, en switch |1, el
desenrollamiento de @2 es compensado energéticamente y entrépicamente por modi-
ficacién del patrén de solvatacién de los residuos (Ma y Karplus, 1997).
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CONSERVACION DE RESIDUOS EN LA SUPERFAMILIA RAS

A pesar de poseer una baja homologia de secuencia 35-55%, los miembros de la
superfamilia Ras comparten un grupo de aminoicidos altamente conservados
(Quilliam et al., 1995):

- Los cuatro motivos de unién a GDP/GTP.

- Fen28 y Tre35 involucrados en la unién e hidrélisis del GTP.

- Val152 y Fen156 pertenecientes al corazén hidrofébico del dominio G.

La Tre35 se encuentra en la regién de switch | e influye en la dindmica de catélisis de H-
Ras. En su conformacién activa, es decir cuando Ras estd unida a GTP, switch | presenta
dos estados (llamados 1 y 2): en el estado 1 la molécula tiene baja afinidad por el
efector, una vez éste se le une, pasa al estado 2 de alta afinidad por el efector (Spoerner
et al, 2001). A nivel estructural se observa que el estadol1 de switch | no estd bien
definido, pues el espectro de resonancia magnética observado no corresponde a una
distribucién tridimensional tnica y durable de los d4tomos; en pocas palabras, la regién
de switch | en el estado 1 es altamente flexible. El estado 2, en cambio, corresponde a
una conformacién definida en la cual la Tre35 se une al Mg estando su cadena lateral
bien empaqueta al interior de L2, y la Tir32 se ubica cerca de los fosfatos. Cuando se
realizan las mutaciones Tre355er o Tre35Ala, el switch | no presenta transicién al estado
2 pues la pérdida del CH; de la Tre determina una distribucién espacial desordenada de
los d4tomos, semejante a aquella del estado 1. De esta manera disminuye la capacidad
de unién de las proteinas Ras mutantes a los efectores.

La conservacién del residuo Feni56 presenta connotaciones diferentes ya que
mutaciones en esta posicién tienen cardcter transformador. Fen156 se encuentra
ubicada en a5 e interactiia con Lis23 (a1) y con Iso55 (B3). La mutacién Fen156Lis,
aunque no afecta la estabilidad de la molécula, produce actividad transformadora més
leve que la mutacién GIn61Lis. Por espectroscopia de resonancia magnética (Quilliam
et al., 1995) se ha determinado que dicha mutacién produce una “relajacién” de la
estructura secundaria alrededor de la posicién 156: disrupcién casi total de o1 y de la
red B1-B4. Entrando en detalle, el cambio puede ser explicado por la alteracién del
empaquetamiento en cercanfa al residuo 156; de hecho, las interacciones electrostaticas
y de van der Waals que Fen156 establece con los residuos espacialmente relacionados,
dan cuenta de la cohesién en esta regién de la molécula. El resultado funcional de esta
modificacién es una disminucién en la afinidad por el nucleétido fosfato, traducida en
un aumento en el intercambio GDP/GTP.

De acuerdo con la hipétesis de Conservacién de la Conservacién (Mirny y Shakhnovich,
1999; Mirny y Shakhnovich, 2000) en una superfamilia de proteinas los residuos son
conservados para mantener la cinética de plegamiento y la estabilidad termodina-
mica de la estructura terciaria, asf como para preservar la capacidad funcional. Los
amino4cidos pertenecientes al corazén hidrofébico de una proteina se conservan a lo
largo de la evolucién proteica porque son necesarios para la estabilizacién termodina-
mica de la estructura terciaria. Esta seria la causa de la conservacién de los aminodci-
dos Val152 y Fen156 en la superfamilia Ras. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta el cardcter local y especifico que tienen las interacciones de Fen156 al interior
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de la estructura; aunque Fen156 pertenece al interior hidrofébico de Ras, su papel
estructural no es exactamente estabilizador, ya que la proteina mutante tiene una
estructura terciaria definida. Por lo tanto, Fen156 no definiria las interacciones del
interior hidrofébico de Ras, pero podria ser un actor en la especificidad de la estruc-
tura. Los aminodcidos que conforman el llamado nticleo de plegamiento, ubicados
generalmente en el interior de la estructura tridimensional, son aquellos que se con-
servan por motivos cinéticos. Estos permiten disminuir la barrera entrépica durante
el proceso de plegamiento, pues realizan aquellos contactos claves que permiten
reducir considerablemente el niimero de estructuras posibles para una secuencia que
se estd plegando.

Para una proteina catalitica, los residuos conservados debido a su significado funcio-
nal corresponden a los del sitio activo, asi como los determinantes del mecanismo
de reaccién o los involucrados en la unién a cofactores. En la superfamilia Ras la
Tre35, que a pesar de no entrar en contacto directo con el efector es importante para
la transicién estructural que favorece su unién; y los cuatro motivos de union al
nucleétido fosfato son ejemplos de residuos conservados debido a su importancia
funcional. De acuerdo a las caracteristicas de las proteinas es posible que la
conservacion estructural y funcional coincidan (Mirny et al., 1998). Es el caso de las
proteinas con cofactor, pues el mantener una regién de la estructura que permita una
unién estable al cofactor, coincide con preservar un nicleo de plegamiento. Es posible
entonces que alguno de los motivos de unién al GDP/GTP pertenezca también al
nicleo de plegamiento de Ras, que hasta el momento no ha sido identificado.
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