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INTRODUCCIÓN 

El  ión  calcio  (Ca2+)  es  uno  de  los  mensajeros  intracelulares  más  universales  y 

ampliamente  distribuidos  en  el  reino  animal.  Algunos  agonistas  celulares  modulan  la 

concentración  de  Ca2+  libre  citosólico  ([Ca2+]c)  para  controlar  diversas  funciones  celulares, 

entre  las  que  se  incluyen  respuestas  rápidas  como  la  contracción  muscular,  secreción  y 

agregación plaquetaria, y otras más lentas como la expresión de genes y el crecimiento celular.  

En  una  célula  en  reposo  la  [Ca2+]c  es mantenida  a  concentraciones  bajas,  del  orden 

nanomolar, mientras que cuando  las células son estimuladas con determinados agonistas, se 

incrementa de forma rápida hasta alcanzar concentraciones del rango micromolar. Las células 

tienen dos fuentes principales de Ca2+,  los depósitos  intracelulares, principalmente el retículo 

endoplasmático  (RE), que constituyen una  fuente  finita de Ca2+, y el medio extracelular, que 

supone una fuente inagotable de Ca2+ para la célula. En ocasiones, la liberación de Ca2+ desde 

los reservorios intracelulares resulta insuficiente para la completa activación de determinadas 

funciones  celulares  que  necesitan  incrementos  más  sostenidos  en  la  [Ca2+]c.  En  estas 

condiciones, la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular desempeña un importante papel.  

La  salida de Ca2+ desde el RE, puede activar per  se  la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular a  través de  la activación de canales  iónicos operados por  los almacenes  (SOCs). 

Esta corriente iónica se denomina corriente de Ca2+ activada por liberación de Ca2+, ICRAC. 

El principal mecanismo de  entrada  de Ca2+  extracelular  en  células no  excitables  es  la 

entrada capacitativa de Ca2+ (ECC). Aunque este mecanismo no se conoce con exactitud en  la 

actualidad,  se ha  identificado  la proteína  STIM1  como  el  sensor de Ca2+ del RE,  la proteína 

Orai1 como parte del poro del canal que media ICRAC, la primera corriente capacitativa descrita, 

y  los homólogos en mamíferos de  los canales TRP de Drosophila como canales permeables a 

cationes que generan otro  tipo de corriente  capacitativa no  selectiva para Ca2+ denominada 

ISOC. Actualmente, el modelo de ECC propuesto defiende la formación de un complejo ternario 

formado por las proteínas STIM, Orai y TRPC que produce la activación del mecanismo tras el 

vaciamiento de  los depósitos  intracelulares de Ca2+.  Según este modelo,  STIM1 es  capaz de 

regular directa o indirectamente todas las proteínas TRPC tras el vaciamiento de los depósitos, 

con  excepción  de  TRPC7.  La  primera  evidencia  de  ello  se  demostró  inicialmente  en  células 

HEK293,  en  las  que  se  observó  una  interacción  funcional  entre  STIM1  y  TRPC1  tras  el 

vaciamiento de los depósitos. Asimismo, STIM1 se asocia directamente con subunidades de los 

canales TRPC2, TRPC4 y TRPC5 y regula directamente  los canales TRPC3 y TRPC6 (Yuan et al. 

2007).  Esto  último  parece  que  ocurre  a  través  de  la  heteromultimerización  de  diferentes 
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proteínas TRPC aunque en el caso de TRPC6 se han descrito interacciones directas con STIM1 

en plaquetas humanas (Jardin et al. 2009a).   

Teniendo en cuenta éstas y otras consideraciones, que ampliaremos a continuación en 

el  capítulo  de  antecedentes  bibliográficos,  hemos  llevado  a  cabo  en  los  laboratorios  del 

Departamento  de  Fisiología  en  la  Facultad  de Veterinaria,  durante  el  período  2011‐2015,  y 

bajo la dirección de los doctores J.A. Rosado y  J. J. López, experimentos para determinar con 

mayor precisión científica algunos mecanismos que permitan ampliar nuestro conocimiento de 

la ECC. Particularmente, hemos centrado nuestra atención en  las proteínas de  la superfamilia 

TRP y más concretamente en  las subfamilias TRPC y TRPA. De ahí que hayamos titulado esta 

Tesis  “Papel  de  los  canales  TRPC6  y  TRPA1  en  la  homeostasis  del  Ca2+  intracelular”,  que 

sometemos a la consideración del Tribunal Evaluador y con la que aspiramos a la obtención del 

grado  de Doctora Internacional por la Universidad de Extremadura. 
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INTRODUCTION 

The  ion  calcium  (Ca2+)  is  almost  an  universal  intracellullar messenger  involved  in  the 

regulation of cellular physiology. The cytosolic free Ca2+ concentration ([Ca2+]c) is modulated by 

agonists to control different functions  including fast responses such as muscle contraction or 

platelet aggregation and other slower responses like gene expression and cell growth. 

The resting [Ca2+]c  is normally maintained low, in the range nanomolar,  but when cells 

are stimulated it increases reaching micromolar concentrations. Cells have mainly two sources 

of  Ca2+,  the  intracellular  stores, which  are  finite  compartments,  and  extracellular medium, 

which imply an endless source of Ca2+. Agonists cause  Ca2+ release from finite intracellular Ca2+ 

compartments which usually  results  in a  transient  increase  in  [Ca2+]c; however, a number of 

cellular processes, as well as the refilling of the intracellular Ca2+ pools, require a sustained and 

more extensive rise in [Ca2+]c and thus, Ca
2+ entry mechanisms play a relevant role.  

Ca2+ release from the ER activates Ca2+ entry from outside the cell by activation of the 

store operated channels (SOCs, from Store‐Operated Channels). This incoming stream of Ca2+ is 

known as Ca2+‐induced Ca2+‐release (ICRAC, from Ca2+‐release‐ activated Ca2+ current).  

Store‐operated Ca2+ entry (SOCE), also termed store‐mediated or capacitative Ca2+ entry, 

is  a  major  mechanism  for  Ca2+  influx  in  electrically  non‐excitable  cells.  Although  SOCE 

mechanism is not completely understood, STIM1 has been identified as the Ca2+ sensor located 

in the ER; Orai1, as the pore‐forming subunit of the channels mediating ICRAC; and the members 

of the TRPC subfamily as the channels mediating another capacitative Ca2+ current called ISOC. 

At  the moment,  there  is a body of evidence  supporting  the  formation of  ternary complexes 

between STIM, Orai and TRPC in SOCE activation. According to this model, the participation of 

TRPC proteins as SOC subunits received support from studies reporting that, upon Ca2+ store 

depletion, STIM1 is able to regulate directly or indirectly all TRPC proteins, with the exception 

of TRPC7. Functional and direct association between STIM and TRPC proteins was evidenced 

for  the  first  time  in HEK293  upon  Ca2+  store  depletion.  Furthermore,  STIM1  has  also  been 

reported  to  associate  directly  to  TRPC2,  TRPC  and  TRPC5  channel  subunits  and  to  regulate 

indirectly TRPC3 and TRPC6 channels (Yuan et al. 2007). The latter has been reported to occur 

through  the heteromultimerization of  TRPC proteins,  although  a direct  interaction between 

endogenous TRPC6 and STIM1 has been reported in human platelets (Jardin et al. 2009a).  

Given  these  and  other  considerations,  which  will  be  explained  below,  we  have 

conducted experiments to determine with more scientific accuracy some mechanisms that will 
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expand our understanding of SOCE, at the laboratories of the Department of Physiology in the 

Faculty of Veterinary Medicine, during the period 2011‐2015, and under the supervision of the 

doctors  J.A.  Rosado  and  J.J.  López,.  In  particular,  we  focused  our  attention  on  the  TRP 

superfamily and, more specifically, on TRPC and TRPA subfamilies. We have therefore entitled 

this Thesis “Role of TRPC6 and TRPA1 channels in homeostasis of intracellular Ca2+”, which we 

submit  for  consideration  by  the  Evaluation  Tribunal  and with which we  aim  to  obtain  the 

degree of International Doctor of the University of Extremadura. 
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1. Plaquetas 

Las  plaquetas  o  trombocitos  son  componentes  celulares  de  la  sangre  cuya  función 

principal es detener el  sangrado mediante  la agregación  y el  taponamiento de  la  lesión del 

vaso sanguíneo.  Inicialmente fueron descritas en 1865 por Max Schultze como "esférulas" de 

menor tamaño que  los glóbulos rojos que ocasionalmente se aglutinaban y podían participar 

en acumulaciones de material fibroso, pero fue el patólogo  italiano Giulio Bizzozero quien en 

1882 demostró que eran el primer componente de la sangre en adherirse in vivo a las paredes 

de un vaso sanguíneo lesionado y que, in vitro, eran los primeros componentes de la sangre en 

adherirse a filamentos que subsecuentemente se cubrían de fibrina. Estos hallazgos junto con 

los  estudios  llevados  a  cabo  años  después  por  Eberth  y  Schimmelbusch  constituyen  el 

fundamento de la actual comprensión de la hemostasia.  

Las  plaquetas  se  originan  a  partir  de  la  fragmentación  citoplasmática  de  los 

megacariocitos  de  la  médula  ósea.  Son  células  anucleadas,  por  lo  que  no  tienen  ADN 

genómico,  pero  contienen  ARN mensajero  derivado  de  los megacariocitos  y  la maquinaria 

traslacional  necesaria  para  la  síntesis  de  proteínas.  Del  volumen  plaquetario  total,  1/3  se 

encuentran retenidas en el bazo mientras que los 2/3 restantes circulan en la sangre. Aunque 

inicialmente  fueron  descritas  como  pequeñas  partículas  inertes,  en  la  actualidad  se  conoce 

que  son  células  con una  gran  complejidad estructural  y bioquímica,  lo  cual permite que en 

condiciones  normales  las  plaquetas  circulantes  no  se  adhieran  a  la  superficie  endotelial  ni 

entre ellas, pero cuando hay una  lesión  se unan a estructuras  subendoteliales expuestas,  se 

activen y se agreguen unas a otras, iniciando así la formación del tapón hemostático primario. 

En condiciones fisiológicas normales tienen forma de disco biconvexo con un diámetro 

variable en función de la especie, oscilando desde los 0,5 μm en plaquetas murinas a los 3 μm 

en  las humanas. Su  forma y  reducido  tamaño permiten que  sean empujadas hacia  regiones 

periféricas del vaso sanguíneo, desde donde realizan una función de vigilancia de la integridad 

del  endotelio  vascular.  Las  plaquetas  circulan  en  concentraciones  de  1,5‐3,5  x  108 

plaquetas/mL en humanos, mientras que en ratones sanos estos recuentos son bastante más 

elevados  alcanzando  los  10‐15  x  108  plaquetas/mL  (Levin  et  al.  1994).  Permanecen  en  la 

circulación durante un promedio de 10 días en humanos y 4 días en ratones, tras lo cual entran 

en  un  proceso  de  senescencia  y  son  eliminadas  por  macrófagos  del  sistema  retículo‐

histiocitario  del  bazo,  hígado  y  médula  ósea  (Frojmovic  et  al.  1982;  Baker  et  al.  1997). 

Observando  al microscopio  óptico  frotis  de  sangre  periférica  coloreados  con  la  tinción  de 
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Giemsa,  se presentan  como pequeñas  células  granulares de  aspecto  rojizo; mientras que  al 

microscopio  electrónico  aparecen  como  elementos  discoidales  biconvexos  de  superficie  lisa 

salvo por pequeñas invaginaciones. Tras la activación plaquetaria, su morfología se transforma 

en irregular y esférica con multitud de pseudópodos (White 1987). 

1.1. DESARROLLO PLAQUETARIO 

El desarrollo megacarioblástico y la formación de plaquetas están regulados a múltiples 

niveles por diferentes citocinas, entre las que se encuentran las interleucinas (IL) IL‐3, IL‐6 y  IL‐

1 (Kaushansky 2003), así como por trombopoyetina (TPO), que promueven la proliferación de 

los megacarioblastos (Yang et al. 1986; Segal et al. 1988). La TPO es una citocina purificada que 

se  define  por  ser  el  principal  elemento  regulador  de  la  trombopoyesis  (Kaushansky  2006), 

puesto que regula todas las fases del desarrollo megacarioblástico, desde el estadio de célula 

hematopoyética puripotencial hasta la maduración citoplasmática. Sin embargo, se ha descrito 

que  ninguna  citocina  es  esencial  en  las  fases  finales  de  la  trombopoyesis  (producción  de 

proplaquetas  y  plaquetas)  en  estudios  realizados  in  vitro,  pudiendo  incluso  la  TPO  inhibir 

alguna de estas fases (Ito et al. 1996). 

 

Fig 1. Desarrollo plaquetario. 

La  proliferación  y  diferenciación  de  los  megacarioblastos  tras  un  proceso  de 

poliploidización  produce  megacariocitos,  células  altamente  especializadas  que  producirán 

plaquetas  a  través  de  un  proceso  que  presenta  algunas  características  relacionadas  con  la 

apoptosis,  como  la  reorganización  del  citoesqueleto,  la  condensación  de  la  membrana  y 
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fragmentación de su citoplasma (Kaushansky 2008). Estas similitudes hacen que el mecanismo 

de producción de plaquetas haya sido propuesto como un proceso de apoptosis especializado  

o  muerte  celular  programada  de  los  mecacariocitos  en  los  que  se  destruye  el  núcleo 

senescente  (Ito  et  al.  1996).  De  hecho,  se  ha  descrito  que  la  activación  de  caspasas  es 

necesaria  para  la  producción  de  proplaquetas  (De  Botton  et  al.  2002)  y  algunos  agentes 

proapoptóticos como el óxido nítrico (NO) participan en la liberación de proplaquetas en líneas 

celulares megacarioblásticas, como  la MEG‐01,  funcionando conjuntamente con  la TPO para 

aumentar  la  liberación de plaquetas al medio  (Battinelli et al. 2000; Battinelli et al. 2001). El 

proceso  de  la  producción  de  plaquetas  a  partir  de  los  megacariocitos  se  produce  tras 

numerosas replicaciones del ADN pero sin división celular, un proceso denominado endocitosis 

(Nagata et al. 1997b; Vitrat et al. 1998).  

1.2. ESTRUCTURA PLAQUETARIA 

La principal característica de  la plaqueta es  la anteriormente mencionada ausencia de 

núcleo. Sin embargo, la plaqueta se caracteriza además por presentar la  siguiente estructura: 

1.2.1. Membrana plasmática 

Como en todos los tipos celulares, en plaquetas la membrana plasmática es el principal 

elemento que permite la comunicación de la célula con el medio externo y, en consecuencia es 

una de las principales estructuras que participan en su fisiología. 

Presenta  una  estructura  trilaminar  que  contiene  fosfolípidos,  glicolípidos  y 

glicoproteínas.    Los  fosfolípidos  están  distribuidos  de  forma  asimétrica  en  la  bicapa  de  la 

membrana,  localizándose  los  que  tienen  carga  negativa,  como  el  fosfatidilinositol,  la 

fosfatidilserina  y  la  fosfatidiletanolamina,  en  la  capa  interna.  Los  fosfolípidos  actúan  como 

sustratos  para  las  enzimas  fosfolipasas  durante  la  activación  plaquetaria.  Algunos  de  ellos 

tienen además propiedades agregantes o procoagulantes de forma que cuando la plaqueta es 

activada se produce una reorganización de los componentes de la membrana haciéndolos más 

accesibles. 

Las  glicoproteínas  se  caracterizan  por  presentar  cadenas  ramificadas  de  polisacáridos 

que forman una cubierta exterior, denominada glicocálix, y le confieren una carga negativa a la 

superficie de  la plaqueta  (Handagama et al. 1993). Actúan como receptores de  los agonistas 

fisiológicos  de  las  plaquetas  (adenín  dinucleótido  fosfato  (ADP),  tromboxano  A2(TXA2), 

trombina),  proteínas  adhesivas  (fibrinógeno,  fibronectina,  etc)  y  para  ligandos  como  el 
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colágeno  (Lowenberg  et  al.  2010)  mediando  en  las  tres  funciones  principales  de  éstas: 

adhesión a la pared vascular, agregación e interacción con otras células. 

Del mismo modo que en el caso de los fosfolípidos, la composición en glicoproteínas de 

la membrana plasmática depende en gran medida del estado de activación celular. Durante el 

proceso  de  secreción,  se  produce  la  fusión  de  membranas  internas  con  la  membrana 

plasmática  haciendo  que  determinadas  glicoproteínas  expresadas  exclusivamente  en 

estructuras  intracelulares  pasen  a  expresarse  en  la  membrana  plasmática  después  de  la 

activación y secreción plaquetaria.  

Las  glicoproteínas    se  clasifican  en  distintas  subfamilias  que  engloban  las  integrinas, 

glicoproteínas ricas en leucina y selectinas.  

Entre los receptores de la familia de las integrinas el más abundante es el GPIIb/IIIa, el 

cual se encuentra en forma de heterodímeros αIIbβ3 dependientes de Ca
2+. Su principal función 

es  la  de  unir  fibrinógeno  y,  en  determinadas  circunstancias,  el  Factor  de  Von Willebrand 

(VWF). Este  complejo es muy abundante y  se encuentra homogéneamente distribuido en  la 

superficie de plaquetas activadas. No obstante, estudios de  inmunomarcaje han demostrado 

que el 30% del  total de esta  integrina se  localiza en  la membrana externa de  los gránulos α 

(D'Souza et al. 1990).  La principal  función de esta  fracción  intracelular es  la  incorporación y 

almacenamiento  de  fibrinógeno  en  dichos  gránulos  (Handagama  et  al.  1993;  Cramer  et  al. 

1994; Ma et al. 2006). Esta  integrina desempeña un papel  importante en  la activación de  la 

plaqueta, momento  en  el  cual  establece  una  interacción  estable  entre  el  VWF  y  la matriz 

extracelular  usando  el  fibrinógeno  como  molécula  puente  para  la  formación  del  trombo 

plaquetario (Savage et al. 1998). 

El resto de receptores de la familia de las integrinas aparecen en menor proporción pero 

también  intervienen  en  la  funcionalidad  plaquetaria.  Entre  ellos  encontramos  el  GPIa/IIa 

(heterodímeros α2β1), que  actúa como receptor de colágeno y participa también en el proceso 

de adhesión a  la matriz extracelular, así como en  la agregación  inducida por colágeno; y  los 

receptores  GPIc/IIa  (α5β1),  GP  Ic'/IIa  (α6β)  y  el  receptor  de  la  vitronectina  (αVβ),  que  son 

glicoproteínas minoritarias  de  la membrana  que  actúan  como  receptores  de  fibronectina, 

laminina y vitronectina respectivamente. 

La  subfamilia de glicoproteínas  ricas en  leucina  (LRG) está  formada por proteínas  con 

funciones diversas que comparten una secuencia común de 24 aminoácidos  rica en residuos 

de leucina. En este grupo se incluye el complejo GP Ib/IX/V, un receptor específico implicado 
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en la adhesión de las plaquetas al subendotelio vascular. Se trata de la segunda glicoproteína 

más  abundante  de  la  membrana.  Estructuralmente  está  formada  por  4  subunidades  que 

mantienen  la  secuencia  LRR  (leucinas  altamente  conservadas),  esencial  para  el  correcto 

funcionamiento del complejo (Hocking et al. 1998). Dicho complejo interactúa con estructuras 

subendoteliales,  principalmente  con  el  colágeno  a  través  del VWF  que  actúa  como  ligando 

adhesivo en el sitio donde se ha producido la  lesión tisular, permitiendo la adhesión firme de 

las plaquetas al colágeno. Además, este receptor también funciona como sitio de unión de alta 

afinidad para  la  trombina participando en  la propagación de  la  respuesta a dicho agonista y 

regulando  la  coagulación  sanguínea,  la  interacción  entre  el  factor  XI  y  la  trombina  y  la 

activación plaquetaria (Celikel et al. 2003). Para permitir la correcta unión de la trombina, este 

receptor debe estar constituido por las tres glicoproteínas, ya que la ausencia de una de ellas 

en ratones deficientes en GPV, provoca un aumento de la sensibilididad a la trombina, dando 

lugar  a un  incremento de  la  trombogénesis  y de  la  formación de émbolos  in  vivo  (Ni et  al. 

2001). 

La GPIV  también denominada CD36 es una glicoproteína mayoritaria de  la membrana 

plaquetaria en reposo que funciona como receptor de trombospondina y de fibras de colágeno 

de  tipo  I.  No  obstante,  también  se  ha  demostrado  su  presencia  en  la  membrana  de  los 

gránulos α, y el aumento de su expresión en superficie  tras  la estimulación de  las plaquetas 

con trombina. 

Otra  glicoproteína  relevante  es  la  GP  VI,  localizada  exclusivamente  en  plaquetas  y 

megacariocitos  maduros.  Funcionalmente  se  asocia  con  el  receptor  Fc‐γ  (FcRγ),  que 

proporciona actividad tirosina cinasa al complejo (Nieswandt et al. 2000). Desempeña un papel 

fundamental en  la activación y agregación plaquetaria  inducida por colágeno, constituyendo 

junto a la GPIV y GPIa/IIa, el receptor más importante de colágeno en plaquetas. Esta unión del 

GPVI  al  ligando  se  produce  tras  la  unión  de  la  plaqueta  al mismo mediada  por  el  receptor 

GPIa/IIa (Verkleij et al. 1998). En el caso de plaquetas murinas se ha observado que la GPVI es 

el  principal  receptor  de  colágeno  implicado  en  la  señalización  y  activación  plaquetaria 

(Nieswandt et al. 2003). 

Las  selectinas  son  receptores  de  adhesión  que  forman  una  familia  de  glicoproteías 

integrales  de  la membrana,  y  pueden  formar  uniones  hetero  y  homotípicas,  transitorias  y 

específicas.  Presentan  una  estructura  conservad  que  incluye  un  dominio  tipo  lectina,  un 

dominio  factor de crecimiento epidérmico, dos o más dominios  tipo proteína  reguladora del 

complemento,  una  región  transmembranal  y  una  región  intracitoplasmática  en  el  extremo 
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carboxilo  terminal.  Se  han  identificado  a  tres  miembros  de  esta  familia,  los  cuales 

corresponden  a  los  antígenos  de  diferenciación  leucocitaria  CD62L  (L‐selectina),  CD62P  (P‐

selectina)  y  CD62E  (E‐selectina);  estas  tres moléculas  reconocen  y  se  unen,  a  través  de  su 

dominio  tipo  lectina, a diversos oligosacáridos,  los  cuales están usualmente  conjugados  con 

proteínas transmembranales.En plaquetas tiene gran  importancia  la selectina P (CD62P), que 

se expresa constitutivamente pero es almacenada en gránulos intracitoplásmicos; al activarse 

las  plaquetas  la  selectina  P  es  translocada  a  la  membrana  plasmática,  permitiendo  la 

interacción con sus ligandos. 

Además  de  las  glicoproteínas  citadas  anteriormente,  la membrana  plaquetaria  posee 

otros receptores específicos de diversos agonistas acoplados a proteínas G. En estos casos  la 

unión  del  ligando  a  su  receptor  desencadena  la  producción  de  segundos mensajeros  que 

elevan  las concentraciones de calcio citoplasmáticas y activan sistemas enzimáticos y vías de 

señalización que intervienen en la activación plaquetaria (Rink et al. 1990). Podemos destacar 

entre ellos: 

‐  Receptores  de  trombina:  La  trombina  es  el  principal  agonista  fisiológico  de  las 

plaquetas,  siendo  capaz  de  inducir  su  activación  a  pequeñas  concentraciones  (0,01  U/mL) 

provocando  un  aumento  rápido  de  la  concentración  de  Ca2+  citosólica  [Ca2+]c  y 

desencadenando con ello el inicio de procesos dependientes de Ca2+, como la activación de la 

fosfolipasa  A2  (PLA2).  Los  receptores  de  trombina  pertenecen  a  la  familia  de  receptores 

activados por proteasas  (PAR, del  inglés Protease‐activated  receptor), aunque  también se ha 

descrito que existen en la membrana plasmática otras proteínas que pueden en menor medida 

actuar también como receptores (O'Brien et al. 2001). De los cuatro miembros conocidos de la 

familia PAR, sólo PAR1 y PAR4 se expresan en plaquetas humanas, mientras que PAR3 y PAR4 

lo hacen en plaquetas murinas. Su activación se produce cuando la trombina se une al extremo 

N  terminal del  receptor,  liberándolo y exponiendo un nuevo extremo amino del  receptor. El 

PAR3 por su parte actúa promoviendo  la escisión de PAR4 en plaquetas de ratón. El receptor 

PAR4 presenta una afinidad por la trombina sensiblemente menor a la de los otros receptores 

debido en parte a  la ausencia de  la  secuencia de  reconocimiento de  la hirudina que puede 

interactuar con el sitio de unión a la trombina (Vu et al. 1991; Blackhart et al. 1994; Kahn et al. 

1998). 

‐ Receptores de ADP: Se encuentran presentes en  las plaquetas  tanto humanas como 

murinas, al igual en muchos otros tipos celulares. El ADP es un importante agonista fisiológico 

que  desempeña  un  papel  fundamental  en  la  fisiología  hemostática  y  trombótica  que  se 
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encuentra almacenado en los gránulos densos de las plaquetas y es liberado tras su activación. 

También es  liberado por  los eritrocitos cuando se produce un daño vascular provocando a su 

vez  la activación de  las plaquetas. El ADP desencadena  la formación de TXA2, fosforilación de 

proteínas, incremento de la [Ca2+]c , cambio de forma, agregación y secreción plaquetaria. Este 

mecanismo  se  produce  a  través  de  dos  receptores  purinérgicos  acoplados  a  proteínas  G, 

denominados P2Y1  y P2Y12,  cuya activación  conjunta es necesaria para que  la  respuesta al 

agonista sea completa (Daniel et al. 1998; Jin et al. 1998; Murugappa et al. 2006).  

Existe  un  tercer  tipo  de  receptor  purinérgico  denominado  P2X1  acoplado  de  forma 

directa a un canal catiónico no selectivo que induce entrada de Ca2+ y de Na+ (Vial et al. 1997), 

que  fue  inicialmente  identificado  como  receptor  de  ADP  pero  posteriormente  se  describió 

como  receptor del ATP, que es  liberado de  los  gránulos densos  junto  con  el ADP  (Mahaut‐

Smith et al. 2000). 

‐  Receptores  de  tromboxano:  El  TXA2  es  un metabolito  del  ácido  araquidónico  (AA) 

generado por la acción de la tromboxano sintetasa en las plaquetas que induce un aumento de 

la  [Ca2+]c, contribuyendo así a  la agregación plaquetaria por medio de  su activación. El TXA2 

actúa sobre el receptor TXA2 (TP), del que se han descrito dos variantes generadas por splicing 

alternativo, TPα y TPβ, ambas expresadas tanto en plaquetas humanas como murinas (Hirata 

et al. 1996; Thomas et al. 1998). 

1.2.2. Sistema canalicular abierto (SCA) 

Se trata de un sistema complejo de vesículas y canales interconectados a la membrana, 

que se ramifican a través del citoplasma actuando como una ampliación de ella, y consta de 

glicocálix,  unidad  de membrana  y  región  submembranosa.  Cuando  la  plaqueta  es  activada, 

sufre un cambio morfológico por el cual se evagina aumentando  la superficie secretora de  la 

célula  y  se  transforma  también  en  elemento  secretor  (Flaumenhaft  2003).  Además,  el  SCA 

sirve también como reservorio de proteínas y receptores de membrana. Por ejemplo, una gran 

parte  de  los  receptores  de  trombina  se  encuentran  en  el  SCA  en  plaquetas  en  reposo, 

esperando ser transportadas a  la membrana celular cuando son activadas. Recientemente se 

ha  descrito  que  el  SCA  podría  constituir  un  entorno  adecuado  para  el  reciclado  de  Ca2+ 

pericelular  generado  por  el  intercambiador Na+/Ca2+    (Sage  et  al.  2013)  (Sage  SO,  Pugh N, 

Farndale RW, Harper AG. Physiol Rep. 2013 Oct;1(5):e00085. doi: 10.1002/phy2.85.). 
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1.2.3. Sistema tubular denso (STD) 

Es una estructura característica de las plaquetas que debe su nombre a la opacidad que 

presenta al ser observado al microscopio electrónico. Su función es similar a  la del RE  liso de 

otros  tipos  celulares,  sirviendo  principalmente  como  almacén  de  Ca2+  en  plaquetas.  Está 

formado  por  un  sistema  de  canales  internos  cerrados  situado  cerca  de  los  microtúbulos, 

rodeando a las organelas. Presenta en su membrana bombas de Ca2+ que mantienen la [Ca2+]c 

en  el  rango  de nanomolar  en  las plaquetas  en  reposo.  El  calcio bombeado  hacia  el  STD  es 

secuetrado por  la calreticulina, una proteína que une Ca2+. Cuando  la célula es activada por 

agonistas, se  inicia una cascada de señales que acaba produciendo síntesis de  inositol‐1‐4‐5‐

trifosfato (IP3), que producirá liberación de Ca
2+ desde el STD (White 1972; Berridge 1995).  

1.2.4. Citoesqueleto 

La  forma  discoidal  de  las  plaquetas  en  reposo  es  mantenida  por  un  citoesqueleto 

especializado que  además participa en  funciones  celulares  como  la exocitosis, endocitosis  y 

transporte  intracelular. Es una estructura muy especializada que permite  la rápida respuesta 

plaquetaria  ante  un  daño  tisular  produciendo  un  cambio  morfológico  y  favoreciendo  la 

emisión  de  pseudópodos.  Está  constituido  principalmente  por  el  anillo  marginal  de 

microtúbulos,  el  citoesqueleto  de  actina  y  un  gel  contráctil  o  esqueleto  de membrana  de 

espectrina. 

El  anillo  marginal  de  microtúbulos  es  una  de  las  estructuras  características  de  las 

plaquetas. Descrito inicialmente por White y colaboradores, está formado principalmente por 

dímeros  o  polímeros  de  tubulina  dependiendo  del  estado  celular.  Su  estructura  está 

conservada  por  proteínas  llamadas MAP  (Proteínas  asociadas  a microtúbulos).  Junto  con  el 

citoesqueleto  de  actina  es  el  encargado  de mantener  la  forma  discoidal  de  las  plaquetas 

debido a  su posicionamiento en  la zona periférica de éstas. Con  la activación plaquetaria  se 

pierde dicha morfología debido a la desorganización de los microtúbulos (White 1968; Kenney 

et al. 1985). Durante la ECC, este anillo actúa como barrera evitando la entrada constitutiva de 

Ca2+ y apoyando la ECC mediada por los depósitos acídicos (Redondo et al. 2007). 

La actina es la proteína más abundante en las plaquetas, que se encuentra, al igual que 

el anillo de microtúbulos, en un equilibrio dinámico de dímeros y polímeros. Alrededor del 40% 

del total de actina se organiza  formando  filamentos  (F‐actina), mientras que el 60% restante 

(G‐actina)  se  almacena  formando  un  complejo  con  β‐4‐timosina  que  es  transformado  en 

filamentos tras producirse la activación plaquetaria (Hartwig et al. 1991; Safer et al. 1994). 
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El  esqueleto  de  espectrina  envuelve  la  superficie  citoplasmática  del  SCA  y  de  los 

sistemas de membrana que se desplazan hacia el centro debido a  la contracción del gel. Está 

constituido por largas cadenas de espectrina que interaccionan entre sí y se unen a filamentos 

de actina generando poros triangulares (Fox et al. 1987; Fox et al. 1988).  

1.2.5. Gránulos de secreción 

La  plaqueta  contiene,  distribuidos  por  su  citoplasma,  un  gran  número  de  gránulos 

delimitados  por  una membrana,  que  se  diferencian  por  su  contenido  interno,  pudiéndose 

clasificar atendiendo a su ultraestructura en 4 tipos diferentes: 

‐ Gránulos α,  los más abundantes. Se  forman durante  la maduración  temprana de  los 

megacariocitos  y  aparecen  en  forma  de  pequeñas  vesículas  y  de  gránulos  inmaduros  que 

transitan a través de cuerpos multivesiculares hasta alcanzar su tamaño y densidad definitiva 

(Heijnen et al. 1998). Poseen en su  interior una gran diversidad de proteínas, algunas de  las 

cuales son específicas de plaquetas, mientras que otras son homólogas a proteínas plasmáticas 

o tisulares. Durante la secreción, el contenido granular es liberado participando en el proceso 

de hemostasia, produciendo un efecto pro‐coagulante, estimulando la adhesión y agregación, 

y  en definitiva  favoreciendo  el proceso de  reparación  tisular del  endotelio  lesionado.  En  su 

membrana contienen diferentes receptores moleculares, entre los que se puede destacar la P‐

selectina, ausente en la membrana plasmática de una plaqueta en reposo, pero cuya expresión 

aumenta en dicha membrana plasmática tras la activación plaquetaria debido a la fusión de la 

misma  con  la  membrana  de  los  gránulos.  La  expresión  de  P‐selectina  en  la  membrana 

plasmática es un parámetro utilizado para determinar el grado de activación celular (Stenberg 

et al. 1985; Furie et al. 2001). 

‐  Gránulos  densos,  denominados  de  este  modo  debido  a  que  presentan  una  gran 

opacidad  en  la  zona  central  al microscopio  electrónico  atribuida  a  la  presencia  de  Ca2+.  Se 

visualizan entre 2 y 7 gránulos densos por plaqueta con un diámetro aproximado de 200 a 300 

nm. Son orgánulos de almacenaje de serotonina, de Ca2+ y Mg2+ y de un pool no metabólico de 

ADP  y  ATP.  Su membrana  presenta  varios  receptores,  algunos  específicos  de  este  tipo  de 

gránulos como  la GP53  (granulofisina‐CD63), y otros comunes al  resto de membranas, como 

GPIIbIIIa y P‐selectina (Israels et al. 1992; Berger et al. 1993). Como en el caso de los gránulos 

α, después de la activación, el contenido de los gránulos densos es liberado por fusión directa 

de  su  membrana  con  la  membrana  plasmática,  quedando  las  proteínas  de  membrana 

traslocadas a la superficie celular.  
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‐  Lisosomas,  que  se  encuentran  en  número  reducido.  Son  gránulos  pequeños,  de 

diámetro  inferior  a  300  nm  caracterizados  por  su  contenido  rico  en  enzimas  hidrolíticas, 

principalmente hidrolasas ácidas. Al igual que en los casos anteriores, la activación plaquetaria 

produce  la  liberación  del  contenido,  en  este  caso  enzimático,  cuya  función  es  ejercida  por 

interacciones  con  la  pared  vascular  y  por  la  digestión  de  los  componentes  de  la  matriz 

subendotelial.  En  el  interior de  la plaqueta participan  en  procesos de  autofagia  eliminando 

fragmentos  citoplasmáticos.  Presentan  en  su  superficie  diversas  proteínas  lisosomales 

asociadas  a  la membrana  (LAMP‐1,  LAMP‐2)  y  CD63  que  se  redistribuyen  a  la membrana 

plasmática tras la activación plaquetaria (Carlsson et al. 1988; Metzelaar et al. 1991). 

‐ Microperoxisomas,  que  son  pequeños  gránulos  con  actividad  peroxidasa  y  catalasa 

que se asemejan a los peroxisomas observados en otros tipos celulares. 

1.2.6. Otros orgánulos 

Además  de  las  estructuras  descritas  con  anterioridad,  las  plaquetas  presentan  otros 

orgánulos que desempeñan funciones esenciales en su metabolismo, entre los que se incluyen 

mitocondrias,  gránulos  de  glucógeno  e  inclusiones  lipídicas.  Durante  los  procesos  de 

agregación,  secreción  y  retracción  del  coágulo,  las  plaquetas  necesitan  disponer  de  forma 

inmediata de grandes cantidades de energía, motivo por el cual presentan una vía glicolítica 

muy activa, así como la biosíntesis y degradación de glucógeno. 

 

Fig 2. Esquema simplificado de la estructura plaquetaria. 
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1.3. FUNCIÓN PLAQUETARIA 

Como  se  ha  mencionado  anteriormente,  las  plaquetas  desempeñan  un  papel 

fundamental en el mantenimiento de la hemostasia, evitando la pérdida sanguínea al dañarse 

un vaso e intentando restablecer la integridad de éste. En condiciones normales, las plaquetas 

circulan  libremente por  los vasos  sanguíneos  sin  interaccionar  con otras plaquetas ni  con el 

endotelio  vascular.  Cuando  se  produce  un  daño  endotelial,  bien  causado  por  una  lesión 

vascular o por la ruptura de una placa aterosclerótica, se desencadenan una serie de eventos 

que llevan a la formación de un tapón hemostático rico en plaquetas. Dependiendo del evento 

inicial que desencadena el proceso, puede  representar un proceso hemostático normal o un 

proceso patológico de  trombosis vascular. En  cualquier  caso,  se desencadenan una  serie de 

mecanismos  bioquímicos  y  celulares  que  se  clasifican  en  4  etapas:  adhesión,  activación, 

secreción y agregación.  

‐ Adhesión: Este proceso comienza con el transporte por difusión de las plaquetas hacia 

la  superficie  reactiva y  la  interacción de  los  receptores de  la membrana plaquetaria con  sus 

ligandos en  las estructuras de  la pared  lesionada, proceso que no se  inicia si el endotelio no 

está dañado  (Packham et al. 1984). En  los  instantes posteriores a  la  lesión,  las plaquetas  se 

adhieren  a  las  fibras  de  colágeno  del  subendotelio  vascular  a  través  de  la  glicoproteína 

GPIa/IIa.  El  VWF  estabiliza  esta  unión  formando  un  enlace  entre  un  receptor  plaquetario 

situado en la glicoproteína Ib/IX y las fibras de colágeno subendoteliales (Packham et al. 1984). 

Las plaquetas, una vez preactivadas, exponen al exterior nuevos receptores, los receptores de 

colágeno α2β1 y GPVI, el receptor de fibronectina α5β1 y el receptor de fibrinógeno GPIIb/IIIa 

para favorecer y estabilizar  la unión de  las plaquetas al subendotelio que ha sufrido el daño. 

Además, durante este proceso, las plaquetas sufren un cambio morfológico por el cual emiten 

pseudópodos, reducen  la  resistencia al  flujo y reclutan otras células para  intentar detener  la 

hemorragia (Fuster et al. 1992). 

‐  Activación:  Puede  estar  desencadenada  por  numerosos  estímulos  mecánicos  o 

bioquímicos. Muchos de  los  agonistas  son producidos o  liberados por  las propias plaquetas 

después de la adhesión a la pared del vaso, iniciando un proceso cíclico que amplifica aún más 

la respuesta frente al estímulo inicial. Los agonistas plaquetarios se unen a los receptores de la 

superficie  y  estimulan  la  transducción  de  señales  a  través  de  la  membrana.  La  hidrólisis 

enzimática de los fosfolípidos de la membrana se lleva a cabo por dos vías, una mediada por la 

fosfolipasa C  (PLC) y otra por  la  fosfolipasa A2  (PLA2),  las cuales determinan  la  formación de 

segundos mensajeros activadores de vías bioquímicas intracelulares comunes.  
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La activación de la fosfolipasa C inicia el metabolismo de los fosfoinosítidos entre cuyos 

productos  se  encuentran  dos  segundos  mensajeros,  el  IP3  y  diacilglicerol  (DAG)  (Berridge 

1987). El IP3 estimula la movilización de Ca2+ desde el STD necesaria para la activación de otras 

enzimas  intracelulares.  El  DAG  activa  PLC,  causando  fosforilación  proteica,  secreción  de 

gránulos y expresión de receptores de fibrinógeno.  

La  segunda  vía  de  señalización  intracelular  implica  a  la  PLA2,  que  después  de  la 

activación AA de  las membranas celulares, el cual posteriormente será transformado TXA2. El 

TXA2   es un potente agonista plaquetario por  sí mismo,  suponiendo por  tanto otro proceso 

cíclico que favorece la trombosis (Rink et al. 1990). 

 

Fig 3. Esquema de los principales eventos que se producen durante la función plquetaria (Jackson 2011). 

‐  Secreción: Es uno de  los procesos  clave en el mecanismo de  activación plaquetaria. 

Implica  la exocitosis o secreción del contenido de  los diferentes gránulos de almacenamiento 

que contienen  las plaquetas para favorecer el proceso de formación del tapón hemostático y 

detención de  la hemorragia  (Stenberg et al. 1984). La  secreción  lisosomal principalmente  se 

basa  en  hidrolasas  ácidas  (catepsinas)  que  digieren  el  material  endocitado,  y  ocurre más 

lentamente que  la producida en gránulos α y gránulos densos (Holmsen et al. 1970; Holmsen 

et al. 1979). Por su parte,  los gránulos densos secretan grandes cantidades de ADP, así como 

cationes divalentes  (Ca2+, Mg2+), serotonina y pirofosfatos que promueven el reclutamiento y 

activación de nuevas plaquetas en el lugar de la lesión vascular. Del mismo modo, el contenido 

liberado por  los  gránulos  α  favorece  la  función plaquetaria, dado que  en  estos  gránulos  se 

almacenan diversas sustancias procoagulantes como es el caso del  factor 4 plaquetario cuya 

unión  a  la  heparina  neutraliza  su  actividad  anticoagulante,  o  el  factor  5  plaquetario  que 

estimula la producción de trombina adicional (Ginsberg et al. 1980; Rand et al. 1994). 
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‐  Agregación.  Este mecanismo  es  indispensable  en  el  control  y mantenimiento  de  la 

hemostasia. Consiste básicamente en la unión de plaquetas activadas entre sí para formar un 

trombo. Después de  la activación producida por  la  lesión vascular o por estimulación directa 

con agonistas, se producen una serie de alteraciones que implican la expresión y activación de 

receptores funcionales en la membrana, procedentes por ejemplo de la fusión de membranas 

internas,  que  determinan  la  interacción  plaqueta‐plaqueta.  Entre  ellos,  se  requiere  por 

ejemplo  la  activación  del  complejo  GPIIb/IIIa,  que  se  expone  en  la  membrana  tras  la 

estimulación con agonistas fisiológicos como el ADP, la trombina, el colágeno o el TXA2, y tiene 

la capacidad para fijar diferentes glucoproteínas como el fibrinógeno o el  VWF. Sin embargo, 

en  condiciones  fisiológicas    es  el  fibrinógeno  la  principal  proteína  que  se  une  de  forma 

bivalente a los receptores y establece los puentes de agregación entre plaquetas. La capacidad 

del receptor plaquetario para unirse a proteínas tan diversas se debe a que en todas aparece la 

secuencia aminoacídica común Arg‐Glu‐Asp (RGD) y Arg‐Gly‐Asp‐Ser (RGDS) que actúan como 

elementos específicos de fijación al receptor (Schottelius et al. 2009). 

1.4. REGULACIÓN DE LA FUNCIÓN PLAQUETARIA 

Las condiciones presentes en el torrente circulatorio (estrés mecánico por el arrastre del 

fluido, choque contra las paredes y otras células, contacto con sustancias como el ATP liberado 

al  fragmentarse  los eritrocitos…) podrían hacer que  las plaquetas  se activaran, produciendo 

problemas cardiovasculares. Es por ello que el mecanismo de agregación plaquetaria tiene que 

estar  regulado de  forma muy precisa, para que  se produzca únicamente en el  sitio de daño 

vascular. 

1.4.1. Mecanismos activadores de la función plaquetaria 

Entre estos mecanismos están el  colágeno,  la  trombina o el estrés mecánico del  flujo 

sanguíneo, que produce agregación plaquetaria por el enlace del VWF con  la GPIb/V/IX, con 

una gran participación del ADP liberado. La exposición de la P‐selectina en las membranas de 

células endoteliales y plaquetas se encarga de mediar  la  interacción  intercelular mediante el 

reconocimiento  de  estructuras  hidrocarbonadas  ricas  en  ácido  siálico  y  fucosa.  Por  último, 

también  son  mecanismos  activadores  de  la  adhesión/agregación  la  liberación  al  torrente 

sanguíneo de diversos agentes que inducen, por sí mismos o sinérgicamente, la agregación de 

las  plaquetas,  como  son  el  ADP  liberado  al  fragmentarse  los  eritrocitos.  También  lo  es  la 

liberación del  factor activador de plaquetas  (PAF) por  las plaquetas y otras células como  los 

neutrófilos, basófilos, células endoteliales, macrófagos o el propio tejido dañado. Este PAF es 
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un  fosfolípido  que  estimula  la  agregación  plaquetaria  y  modula  la  respuesta  alérgica  e 

inflamatoria.  Otra  sustancia  activadora  es  el  TXA2  liberado  por  parte  de  los  leucocitos 

activados. 

Para  que  las  plaquetas  participen  en  la  hemostasia  y  la  trombosis,  se  necesita  un 

estímulo  inicial,  como  puede  ser  la  lesión  con  exposición  de  la  membrana  basal  rica  en 

colágeno o la disfunción endotelial con desequilibrio entre la producción de mediadores anti y 

proagregantes (Pulcinelli et al. 1995). 

Al adherirse al endotelio, las plaquetas son capaces de atraer más plaquetas P‐selectina 

positivas y además se producirá el reclutamiento y activación de  los  leucocitos,  los cuales se 

unen  de  forma  irreversible  a  la  superficie  plaquetaria  mediante  la  molécula  de  adhesión 

intercelular  (ICAM‐2). Por otra parte,  se produce  también  la  activación del  receptor para el 

fibrinógeno soluble, y la participación de los fosfolípidos de la membrana plaquetaria como co‐

factores para la cascada de reacciones enzimáticas de la coagulación, de forma que se favorece 

la formación del trombo arterial (Chow et al. 1992). 

Asimismo, ciertos componentes de  los gránulos plaquetarios  liberados en  la activación 

influyen  sobre  otras  células.  Entre  ellas  el  factor  de  crecimiento  derivado  de  la  plaqueta 

(PDGF), que estimula la proliferación celular y tiene un importante papel en la cicatrización de 

heridas  y  la  aterogénesis  (Heldin  1992).  Otras  de  estas  sustancias  son  el  TXA2  o  el  5‐

hidroxitriptamina  (5‐HT),  ambos  potentes  vasoconstrictores;  y  el  inhibidor  del  activador  del 

plasminógeno tipo 1 (PAI‐1), con acción antifibrinolítica (Alessi et al. 2007). 

1.4.2. Mecanismos inhibidores de la función plaquetaria 

Para inhibir la adhesión plaquetaria en un endotelio sano, las células del mismo liberan 

mediadores  químicos  entre  los  que  se  encuentran  la  heparina  (que  actúa  previniendo  la 

estimulación de  los receptores de trombina),  las prostaglandinas (PG) y  la prostaciclina (estas 

dos  últimas  regulan  de  forma  negativa  la  función  de  diversas  vías  señalizadoras  de  la 

plaqueta). La PGE2 o PGI2 estimulan  la síntesis de adenosín monofosfato cíclico  (AMPc), que 

activa  la  proteína  cinasa  A  (PKA),  la  cual  fosforila  diversas  proteínas,  lo  cual  produce  una 

reducción de  la  liberación de Ca2+. La activación de  la PKA  inhibe además  la PLC y  la PLA2 y la 

polimerización de actina  (Andersen et al. 1980). Por otra parte, hay que destacar también el 

papel del NO, que es un producto del metabolismo de los aminoácidos, que se sintetiza en las 

células endoteliales y en las plaquetas bajo condiciones de estrés, y que estimula la síntesis de 

guanosin monofosfato  cíclico  (GMPc),  de  forma  que  actúa  de manera  similar  al  AMPc.  De 
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hecho, tanto el GMPc como el AMPc trabajan sinérgicamente, regulando la función plaquetaria 

(Moore  et  al.,  2010).  En  último  lugar,  las  células  del  endotelio  vascular  expresan  en  sus 

membranas CD39, una enzima que posee actividad ATP difosfohidrolasa, que degrada ATP y 

ADP, reduciendo así la capacidad de ambos para estimular las plaquetas (Kanthi et al. 2014). 

2. Cultivos celulares 

  2.1. MEG01 

Los megacarioblastos  son  de  gran  utilidad  en  investigación  dado  que  presentan  numerosas 

respuestas  similares  a  las  que  se  observan  en  plaquetas  y megacariocitos. Además,  son  un 

excelente  modelo  para  investigar  procesos  de  señalización  celular  en  la  línea  celular 

megacarioblástica.  

Las  células MEG01  constituyen una  línea  celular megacarioblástica   obtenida en 1983  en  la 

Escuela de Medicina de la Universidad de Nagoya, Japón, a partir de células de médula ósea de 

un paciente con una crísis blástica de leucemia mieloide crónica. 

Morfológicamente  son  células  redondeadas,  en  ocasiones  ovoideas,  con  el mismo  tamaño 

aproximadamente  que  los  blastos  originales  de  los  que  proceden,  con  un  núcleo  también 

redondeado  con  cromatina  fina  y  uno  o  varios  nucléolos.  El  citoplasma  es  relativamente 

basófilo  y  contiene  varias  vacuolas. A  veces  emite  protrusiones  citoplasmáticas  a modo  de 

pseudópodos (Ogura et al. 1985). 

Son  células  positivas  para  el  factor  VIII  citoplasmático,  y  el GPIIb/IIIa  de  superficie;  para  la 

reacción de PAS (Periodic Acid Schiff, una técnica histoquímica para la detección de hidratos de 

carbono,  libres  o  conjugados,  en  los  tejidos  cuando  están  en  cantidades  relativamente 

grandes); para  la alfa‐naftil acetato esterasa y para  la  fosfatasa ácida. Son negativas para  la 

mieloperoxidasa,  alfa‐naftil  butirato  esterasa,  naftol  ASD‐  cloroacetato  esterasa  y  fosfatasa 

alcalina. 

Presentan  tinción  positiva  con  anticuerpos monoclonales  BA‐1  (anti  células  B,  granulocito), 

HPL‐3 (anti GPIIb/IIIa), y 20.3 (anti monocito, plaqueta), aunque son negativas para otras series 

antigénicas linfoides y mieloides.  

En esta tesis doctoral, se ha utilizado la línea MEG01 debido a que supone un modelo muy útil 

en  el  estudio  de  la megacariopoyesis,  la maduración megacariocítica  y  los mecanismos  de 

biosíntesis de proteínas durante el proceso de formación de plaquetas maduras.  
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Fig 4. Células MEG01 observadas al microscopio óptico. 

  2.2. DAMI  

Estas  células  se  aislaron  inicialmente  de  sangre  periférica  de  un  paciente  con  leucemia 

mieloide aguda, y ha sido utilizado tradicionalmente como herramienta para el estudio de  la 

diferenciación  eritroide,  linfoide  y  mieloide.  Los  cultivos  posteriores  al  aislamiento 

mantuvieron el  fenotipo  típico de  los megacariocitos y  como  consecuencia  todas  las  células 

que  formaban  el  cultivo  expresaban  GPIb  y  el  complejo  GPIIb/IIIa,  ambos  descritos  en  los 

precursores de los megacariocitos de la médula ósea, los promegacarioblastos. 

En  la  actualidad  son  utilizados  en  investigación  porque  se  asemejan  bastante  bioquímica, 

morfológica y funcionalmente a  los megacariocitos humanos a pesar de proceder también de 

células  leucémicas. Por ello,  las  células DAMI  también  se utilizan  como herramienta para el 

estudio de cuestiones relativas a la diferenciación megacariocítica y a los factores nucleares y 

citoplasmáticos que podrían estar implicados en la expresión diferencial de diferentes genes y 

en  el  perfil  bioquímico  de  las  células  progenitoras.  Debido  a  las  dificultades  para  obtener 

preparaciones  de  megacariocitos  humanos,  estas  células  se  suelen  utilizar  como  modelo 

megacariocítico no tumoral. 

  2.3. NG115‐401L 

Se trata de una línea celular somática derivada de la hibridación de la línea de neuroblastoma 

de ratón N115TG‐2 y  la  línea de glioma de rata C6BV‐1 (Hatanaka et al. 1981). Presentan    los 

antígenos neuronales A2B5, Chol‐I y neurofilamentos proteicos, pero no expresan marcadores 

fibrilares  gliales  (Richardson  et  al.  1984).  Por  tanto  esta  línea  celular  antigénicamente  se 

asemeja  a una neurona  colinérgica.  El  análisis del  cariotipo demuestra que  el hibridoma  es 
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muy estable, pero con pocos cromosomas de rata por lo cual no presenta antígenos de rata ni 

características gliales, y fenotípicamente se asemeja a un tipo celular murino.  

En  los experimentos  realizados para el desarrollo de esta  tesis doctoral  se ha utilizado esta 

línea celular debido a que se caracteriza por tener una expresión muy baja, casi inexistente, de 

la proteína STIM1 endógena, facilitando el estudio de las implicaciones de esta proteína en la 

ECC.   

 

Fig 5. Células NG115‐401L observadas al microscopio óptico. 

  2.4. SH‐SY5Y 

Es  una  línea  celular  humana  ampliamente  utilizada  en  investigación.  Procede  de  otra  línea 

celular  llamada SK‐N‐SH aislada a partir de una biopsia de médula ósea de un paciente  con 

neuroblastoma.  Normalmente  son  usadas  como  modelo  para  el  estudio  de  la  función  y 

diferenciación neuronal, puesto que presentan receptores adrenérgicos y dopaminérgicos  

3. Homeostasis del Ca2+ 

El  ión Ca2+ es un  segundo mensajero  intracelular ampliamente distribuido en el  reino 

animal,  que  participa  en  numerosos  procesos  celulares  como  son  la  fecundación,  la 

contracción  muscular,  secreción,  agregación  plaquetaria  e  incluso  la  muerte  celular 

programada o  apoptosis. Por  ello, diferentes  sistemas modulan  la  [Ca2+]c para  regular  estas 

funciones,  y  en  estado  de  reposo  celular  la mantienen  a  pequeñas  concentraciones,  en  el 

rango de 10‐100 nM. Cuando la célula es estimulada, por agonistas o estímulos fisico‐químicos, 

la [Ca2+]c puede alcanzar concentraciones del orden micromolar (Parekh et al. 2005) gracias al 



Antecedentes bibliográficos 

 

42 
 

Ca2+ procedente del medio extracelular, cuya concentración aproximada es de 1,2 mM,   y del 

RE, principal depósito  intracelular  sensible a agonistas,  cuya  concentración de  iones de Ca2+ 

libre  oscila  entre  21  µM  y  2 mM,  dependiendo  del  tipo  celular  investigado  (Bygrave  et  al. 

1996). El elevado gradiente electroquímico que existe en una célula en  reposo   es  regulado 

mediante una sofisticada maquinaria para almacenar el Ca2+ en  los depósitos  intracelulares o 

para  expulsarlo  al  exterior  celular, mediante  el  uso  de  las  ATPasas.  Del mismo modo,  las 

células  poseen  mecanismos  que  permiten  la  liberación  de  Ca2+  desde  los  almacenes 

intracelulares  o  el  paso  a  través  de  las  membranas  a  través  de  canales  más  o  menos 

específicos para Ca2+, que se encuentran cerrados cuando  la célula está en estado de reposo 

evitando  de  esta  forma  el  incremento  continuo  de  Ca2+  en  el  citoplasma  que  produciría 

apoptosis y muerte celular. 

La  cinética  de  aumento  de  las  concentraciones  de  Ca2+  es muy  variable  en  cuanto  a 

velocidad, amplitud y patrón espacio‐temporal, lo que aporta una gran versatilidad debido a la 

posible combinación de  las diferentes variables  implicadas en  la señalización, permitiendo así 

obtener señales con muy diversas respuestas celulares (Bootman et al. 2001).  

En la ruta de señalización por Ca2+ se pueden diferenciar cuatro fases sucesivas (Berridge 

2001).  En  primer  lugar  se  produce  la  señalización mediada  por  un  estímulo  que  genera  la 

movilización de Ca2+, seguidamente se activan los mecanismos que incrementan la [Ca2+]c, que 

a su vez estimulan determinados procesos sensibles a la concentración de Ca2+ para finalmente 

activar los mecanismos que restauran la concentración basal de Ca2+. 

  3.1. MECANISMOS QUE INCREMENTAN LA [Ca2+]c  

La  liberación  de  Ca2+  desde  los  compartimentos  intracelulares  finitos  produce  un 

incremento en la [Ca2+]c. Sin embargo, determinados procesos celulares, así como el rellenado 

de los depósitos internos, requieren un incremento mayor y sostenido en la [Ca2+]c , por lo que 

los mecanismos  de  entrada  de  Ca2+  desde  el medio  extracelular  tienen  también  un  papel 

esencial en la fisiología celular.  

  3.1.1. Liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares 

Cuando en la membrana plasmática se produce la unión de un ligando a su receptor, se 

produce la activación de la PLC, que genera dos segundos mensajeros intracelulares: el IP3 y el 

DAG. El IP3 a su vez induce la liberación de Ca
2+ desde el RE a través de la unión a su receptor 

localizado  en  la  membrana  de  dicho  orgánulo,  que  sufre  un  cambio  conformacional 
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permitiendo  así  la  salida masiva de Ca2+  al  citosol  (Streb  et  al.  1983).  Por  su parte,  el DAG 

activa la proteína cinasa C (PKC) (Berridge 1997). 

‐Receptores  de  IP3  (IP3R).  Fueron  descritos  inicialmente  por  Furuichi  (Furuichi  et  al. 

1989), y se encuentran  localizados principalmente en  la membrana del RE. Cuando se unen a 

su  ligando  sufren  un  cambio  conformacional  que  produce  su  apertura  permitiendo  la 

liberación desde los depósitos intracelulares (Berridge et al. 2003). Presentan en su estructura 

un dominio N‐terminal de unión al  IP3, un dominio regulador que  incluye un sitio de unión a 

ATP  y  residuos  susceptibles  de  fosforilación;  y  un  dominio  C‐terminal  con  seis  regiones 

transmembrana responsables de  la agregación de todas  las subunidades para formar el canal 

activo (Chadwick et al. 1990). 

‐ Receptores de  rianodina  (RyR).  Son  similares  a  los  IP3R en  cuanto  a  su  localización, 

estructura y  función. Los RyR son activados por  rianodina  (a concentraciones  inferiores a 10 

µM), cafeína, ADP ribosa cíclica y por Ca2+ (a concentraciones menores de 1 mM), produciendo 

un proceso de  liberación de Ca2+  inducida por Ca2+  (CICR). La calmodulina  (CaM) actúa como 

modulador de este canal, eliminando incluso el efecto conjunto que producen la rianodina, el 

ADP y la cafeína (Endo 2009). 

‐ Receptores del nicotinado de adenina diucleótido fosfato (NAADP). El NAADP, derivado 

desaminado del nicotinadenín dinucleótido fosfato (NADP), sintetizado por la propia célula en 

las mitocondrias es un mensajero capaz de  liberar Ca2+ de  los depósitos acídicos  (lisosomas, 

endosomas  y  vesículas  secretoras),  de  forma  independiente  al  IP3  y  a  la  ADP  ribosa  cíclica 

(ADPRc), a través de sus receptores específicos,  los canales de doble poro  (TPC)  (Lopez et al. 

2005; Patel et al. 2010; Zhu et al. 2010). 

‐  Canal  liberador  de  Ca2+  sensible  a  esfingolípidos  (SCaMPER).  Este  canal  libera  Ca2+ 

intracitoplasmático,  como  respuesta  a  la  unión  de  lípidos  derivados  de  la  esfingosina,  cuya 

concentración se incrementa ante factores de crecimiento (como el PDGF). Sin embargo, no se 

conocen  con  exactitud  las  condiciones  fisiológicas  que  producen  su  apertura  (Young  et  al. 

2000). 

Además de estos canales  localizados en  las membranas de  los depósitos  intracelulares 

de Ca2+, existen proteínas  localizadas en el  interior de estos almacenes que unen Ca2+ en  su 

estructura. Algunas de ellas son la calsecuestrina o la calreticulina. 
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3.1.2. Entrada de Ca2+ desde el medio extracelular 

Como se ha mencionado anteriormente, la estimulación celular con agonistas induce un 

aumento  de  la  [Ca2+]c  como  consecuencia  de  la  liberación  de  Ca2+  desde  los  almacenes 

intracelulares.  Sin  embargo,  debido  al  carácter  finito  de  estos  depósitos  en  ocasiones  este 

incremento es insuficiente, dado que numerosos procesos celulares, así como el rellenado de 

los depósitos de Ca2+,  requieren un  incremento más  intenso y sostenido de  la  [Ca2+]c. Es por 

ello que los mecanismos de entrada de Ca2+ en la célula desempeñan una función esencial en 

su fisiología.  

En la membrana plasmática existen diferentes canales permeables a Ca2+ que presentan 

diferentes  propiedades  biofísicas.  De  acuerdo  a  su  mecanismo  de  activación  pueden  ser 

agrupados  en  aquellos  activados  por  cambios  en  el  voltaje  de  la membrana,  denominados 

canales operados por voltaje (VOCs), y aquellos operados por la ocupación de un receptor, que 

a  su  vez  pueden  ser  clasificados  en  canales  operados  por  receptor  (ROCs),  operados 

directamente por la unión de un ligando o agonista al receptor, como los receptores P2X (Fung 

et al. 2007), canales operados por segundos mensajeros (SMOCs) (operados por la unión de un 

mensajero  intracelular o un  segundo mensajero  como ocurre en  los  canales TRPC activados 

por DAG) (Aires et al. 2007; Dietrich et al. 2007), y los canales operados por el vaciamiento de 

los  depósitos  (SOCs),  activados  por  el  vaciamiento  de  los  depósitos  de  Ca2+  sensibles  a 

agonistas (Parekh et al. 2005). 

Entrada  de  Ca2+  activada  por  el  vaciamiento  de  los  depósitos  intracelulares  o  entrada 

capacitativa de calcio (ECC) 

La ECC es uno de los principales mecanismos de entrada de Ca2+ en células no excitables, 

estando  regulado por el estado de  relleno de  los almacenes  intracelulares de Ca2+. Además, 

también  tiene un papel  importante en  células excitables  (Dominguez‐Rodriguez et  al. 2012; 

Koss et al. 2013; Xia et al. 2014).  

Fue descrita por primera vez en 1986 por Putney, quien observó que una vez vaciados 

los  reservorios  intracelulares  de  Ca2+,  se  produce  la  apertura  de  canales  permeables  a  Ca2+ 

localizados en  la membrana plasmática, que se encontraban cerrados en  la célula en reposo. 

Estos canales permitirían una entrada masiva de Ca2+ al citoplasma, el relleno de los depósitos 

de Ca2+ y el cierre de los canales bloqueando la entrada de Ca2+ (Putney 1986). Originalmente 

se  propusieron  varios  modelos  para  explicar  la  activación  de  los  canales  operados  por 

depósito:   
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  1.‐ Modelo  difusible.  Sugiere  que  al  producirse  el  vaciamiento  de  los  depósitos  se 

generan moléculas difusibles que operan los SOCs en la membrana plasmática iniciando así la 

ECC. Las posibles moléculas difusibles propuestas para este modelo fueron: pequeños cambios 

en  la  concentración  citosólica  de  GMPc  (Pandol  et  al.  1990;  Rosado  et  al.  2001a),  algunas 

tirosinas cinasas (Sargeant et al. 1993), pequeñas proteínas de unión a GTP (Bird et al. 1993; 

Fasolato et al. 1993), la generación de un producto del citocromo P450 (Alvarez et al. 1992) o 

la generación de un factor no proteico aún no caracterizado denominado CIF (Randriamampita 

et al. 1993). Sin embargo, tras  la  imposibilidad de  identificar esta molécula, este modelo  fue 

abandonándose.  

2.‐ Modelo de acoplamiento conformacional constitutivo. Este modelo sugiere que el RE 

debería estar suficientemente cerca de  la membrana plasmática para permitir una asociación 

permanente o constitutiva de los elementos de ambas estructuras. Este modelo fue propuesto 

inicialmente  por  Irvine  e  implicaba  IP3R  en  la membrana  del  RE  y  receptores  de  IP4  en  la 

membrana plasmática (Irvine et al. 1987; Irvine 1990). 

3.‐ Modelo  de  acoplamiento  conformacional  "de  novo".  Esta  hipótesis  propone  una 

alternativa  al modelo  anterior  y  se basa en un  acoplamiento dinámico  y  reversible entre el 

IP3R  en  el  RE  y  los  SOCs  en  la membrana  plasmática. De  acuerdo  a  este modelo,  algunos 

microdominios  del  RE  que  incluyen  los  IP3R  y  se  encuentran  ligeramente  distantes  de  la 

membrana  plasmática,  son  transportados  hacia  ella  para  favorecer  la  interacción  reversible 

entre  los  IP3R y  los SOCs. Este  transporte es mediado por el citoesqueleto de actina, que en 

estado  de  reposo  impide  la  asociación  constitutiva,  pero  durante  la  activación  celular  se 

reorganiza para permitir el acoplamiento (Rosado et al. 2000a; Rosado et al. 2000b). 

4.‐ Modelo  de  secreción.  Este modelo  sugiere  que,  una  vez  vaciados  los  reservorios 

intracelulares de Ca2+, se produce una traslocación e inserción de canales ya formados desde el 

RE en la membrana plasmática mediante fusión de membranas (Fasolato et al. 1993). 

Sin embargo, años después con el descubrimiento de nuevas proteínas implicadas en el 

mecanismo de ECC, como es el caso del sensor de Ca2+ del RE, STIM1, en 2005, estas hipótesis 

tuvieron que ser reconsideradas y reformuladas.  

La  ECC  es  un  complejo mecanismo  en  el  que  se  encuentran  involucradas  una  gran 

variedad de proteínas que interactúan entre sí. Las principales son: 

‐ STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1). Es una proteína identificada en 2005 como el 

sensor de Ca2+ del RE responsable de  la comunicación del estado de relleno del mismo a  los 
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canales SOC de la membrana plasmática (Liou et al. 2005; Roos et al. 2005; Zhang et al. 2005). 

Es  una  proteína  muy  ubicua  que  consta  de  685  aa  con  un  peso  molecular  de  90  kDa 

aproximadamente.  Su  estructura  se  caracteriza  por  presentar  en  la  región  N‐terminal 

localizada  en  el  lumen  del  RE,  un  dominio  EF‐hand  que  actúa  como  el  sensor  de  Ca2+.  La 

afinidad  de  este  dominio  por  el  Ca2+  es muy  baja  (0,5‐1 mM)  (Stathopulos  et  al.  2009),  de 

forma que , con los depósitos llenos, la alta concentración de Ca2+ en el interior de los mismos 

favorece  la unión, pero una vez se produce el vaciamiento de estos depósitos, el dominio EF‐

hand queda libre. Cuando esto ocurre, STIM1 sufre un cambio conformacional que le permitirá 

unirse  y  activar  los  canales  de  la membrana  plasmática  (Liou  et  al.  2005).  Además,  STIM1 

contiene otros dominios EF‐hand  funcionales ocultos, que no unen Ca2+, pero son esenciales 

para  la asociación  intramolecular con un dominio alfa estéril (SAM)  implicado en  la respuesta 

conformacional de STIM1 al vaciamiento de los depósitos, y un único dominio transmembrana 

altamente conservado (Soboloff et al. 2006). El extremo C‐terminal localizado en el citoplasma 

presenta tres dominios coiled‐coil, que participan en  la oligomerización de STIM1, una región 

rica en prolina/serina y un dominio polibásico al  final de  la proteína  (Hogan et al. 2010). El 

fragmento citosólico de STIM1 contiene varios dominios funcionales que son relevantes para la 

activación de  la ECC, entre  los que se  incluyen: 1) dominio CMD  (CRAC‐modulatory domain), 

que  constituye  un  mecanismo  de  retroalimentación  negativo  para  la  entrada  de  Ca2+ 

induciendo la inactivación rápida de los canales Orai1 dependiente de Ca2+ (Derler et al. 2009), 

2)  un  dominio  inhibidor  denominado  CTID  (C‐terminal  inhibitory  domain),  que  regula  la 

interacción  de  la  proteína  inhibidora  de  STIM1,  SARAF,  con  el  SOAR  (región  de  STIM1 

activadora de Orai1) evitando  la activación  constitutiva de  la ECC  (Jha et al. 2013)  y 3) una 

región de STIM1 activadora de Orai1. Esta última, fue descrita simultáneamente por diferentes 

laboratorios que coincidiendo en las regiones esenciales difieren en algunos aminoácidos. Así, 

el  OASF  (Orai‐activating  small  fragment),  localizado  entre  los  aa  233‐474,  incluye  los  tres 

dominios coiled‐coil;  la región SOAR (STIM1 Orai1‐acivating region), situada entre  los aa 344‐

442 presenta  las mínimas regiones esenciales para  la  interacción STIM1/Orai1; el CAD (CRAC‐

activating  domain)  localizado  entre  los  aa  342‐448  desempeña  un  papel  importante  en  la 

agrupación de los canales Orai1/CRAC; y el CC9, que se sitúa entre los aa 339‐446 (Kawasaki et 

al. 2009; Muik et al. 2009; Park et al. 2009; Yuan et al. 2009; Stathopulos et al. 2013).  

A pesar de que  la principal  localización de STIM1 se encuentra en  la membrana del RE, 

un pequeño porcentaje de esta proteína se  localiza en  la membrana plasmática. No obstante 

su función no está esclarecida completamente aunque se ha descrito que podría participar en 

la  regulación  de  los  canales  SOC  actuando  como  sensor  de  Ca2+  del  espacio  extracelular  a 
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través  del  dominio  EF‐hand  orientado  al  medio  externo  (Spassova  et  al.  2006).  Además, 

recientemente  se  ha  descubierto  que  la  fracción  de  STIM1  localizada  en  la  membrana 

plasmática  es  necesaria  para  la  activación  de  los  canales  ARC,  un  tipo  de  canales  no 

capacitativos  regulados  por  AA.  Estos  canales  son  heteromultímeros  formados  por  tres 

subunidades  de  Orai1  y  dos  subunidades  de  Orai3  (Shuttleworth  et  al.  2007;  Zhang  et  al. 

2014). 

STIM2  (Stromal  Interaction  Molecule  2)  es  el  segundo  miembro  de  la  familia  de 

proteínas STIM. Se expresa también de forma ubicua en humanos, aunque a niveles menores 

que  STIM1.  Sin  embargo,  al  contrario  que  STIM1,  STIM2  se  localiza  exclusivamente  en  la 

membrana del RE  (Williams et al. 2001). Estas dos proteínas son similares estructuralmente, 

pero  funcionalmente  difieren  en  que  la  participación  de  STIM2  en  la  ECC  no  está 

completamente demostrada y parece depender en gran medida del  tipo celular  investigado. 

Por  ejemplo,  en plaquetas humanas  y murinas parece  tener  un menor  efecto  en  la  ECC,  si 

alguno, comparado con STIM1 (Gilio et al. 2010), mientras que en otros tipos celulares, como 

neuronas murinas o células dentríticas, STIM2 desempeña una  función  importante en  la ECC 

(Berna‐Erro et al. 2009; Bandyopadhyay et al. 2011). 

‐ Orai1.  También  conocida  como  CRACM1.  Esta  proteína  fue  descrita  en  2006  como 

proteína formadora del poro del canal que conduce la corriente ICRAC, una corriente no activada 

por cambios de voltaje y altamente selectiva para Ca2+. La  identificación de Orai1 como parte 

del canal se consiguió al estudiar  la mutación puntual Orai1R91W, que da  lugar al síndrome de 

inmunodeficiencia  combinada  severa,  caracterizado  por  la  deficiencia  de  corrientes  ICRAC  en 

células  T  (Feske  et  al.  2006).  Orai1  es  una  pequeña  proteína  de  la membrana  plasmática, 

aunque se han descrito algunas localizaciones intracelulares como reservorios que pueden ser 

insertados  en  la membrana plasmática durante  la  estimulación de  las  células  con  agonistas 

(Woodard et al. 2008). Se compone de 301 aa, lo que se traduce en una masa molecular de 33 

kDa, masa que puede incrementarse debido a que es una proteína susceptible de glicosilación. 

Presenta  ambos  extremos,  amino  y  carboxilo,  en  el  citoplasma.  Tiene  4  dominios 

transmembrana  y el poro  se halla  situado entre el 2º  y 3º. En  su extremo amino  tiene dos 

dominios  ricos  en  prolina,  uno  rico  en  arginina  y  uno  muy  cercano  al  primer  dominio 

transmembrana  rico en  arginina/lisina. Además, posee un  sitio de unión  a CaM  antes de  la 

primera región transmembrana,  la cual produce  la  inactivación del canal al unirse (Mullins et 

al.  2009).  En  su  extremo  carboxilo  presenta  un  dominio  coiled‐coil  por  el  cual  se  une  al 

extremo  carboxilo  de  STIM1  (Muik  et  al.  2009;  Park  et  al.  2009).  Orai1  posee  dominios 

estructurales  que  pueden  formar  un  canal  de  Ca2+  muy  selectivo  (pNa+/pCa2+ 
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aproximadamente  de  1000).  En  concreto,  el  residuo  de  glutamato  Glu106  ha  sido  descrito 

recientemente como el filtro que define la selectividad a Ca2+ del canal (Rothberg et al. 2013). 

Asimismo, se ha descubierto que ciertos residuos del dominio ETON (Extended transmembrane 

Orai1 N‐terminal) contribuyen a la unión de Orai1 con STIM1 así como a la activación de este 

último (Derler et al. 2013). 

‐ TRPs. En los años 90 se propuso que los homólogos en mamíferos de los receptores de 

potencial  transitorio  (TRP,  transient  receptor  potential)  de Drosophila  eran  posibles  canales 

mediadores de la ECC (Birnbaumer et al. 1996; Rosado et al. 2001b). Su  nombre se debe a que 

la mutación de estos canales  induce potenciales de membrana transitorios, por  la entrada de 

Na+ y Ca2+, en lugar de los potenciales sostenidos que se producen en los canales no mutados 

(Hardie et al. 1992). En mamíferos se han  identificado seis subfamilias de canales TRP: TRPC, 

TRPA,  TRPV,  TRPM,  TRPML  y  TRPP,  cada  una  de  las  cuales  está  constituida  por  diferentes 

isoformas. Por ejemplo, la subfamilia TRPC (TRP canónico) está formada por 7 canales (TRPC1‐

TRPC7), que se activan una vez producida  la hidrólisis de  fosfatidilinositol 4,5‐bifosfato  (PIP2) 

tras la estimulación con diversos agonistas en diferentes tipos celulares (Montell 2005; Parekh 

et al. 2005). Sin embargo, no todos los TRPCs participan en la ECC, sino que también funcionan 

como canales en otros tipos de entrada de Ca2+ no capacitativa (ENCC). La corriente generada 

por  los  canales  TRP  es un  tipo  de  corriente  capacitativa no  selectiva para Ca2+  llamada  ISOC 

(store‐operated calcium current) (Parekh et al. 2005). Entre ellos se destacan: 

TRPC1.  Es  el  TRP más  estudiado  puesto  que  fue  el  primer  homólogo  de  los  TRPs  de 

Drosophila descrito en mamíferos. Se trata de un polipéptido de 793 aa que es expresado en la 

mayoría de tejidos humanos (Wes et al. 1995; Zhu et al. 1995). Presenta la estructura típica de 

los miembros de  la  familia  TRPC,  consistente  en  seis dominios  transmembrana  (TM)  con  el 

poro permeable a cationes situado entre el 5º y el 6º. En el extremo amino citosólico posee 4 

repeticiones de ankirina, necesarias para la interacción con otros TRPCs, un domnio coiled‐coil, 

necesario  para  la  unión  entre  diferentes  subunidades  de  TRPC1  y  un  sitio  de  unión  para 

caveolina  1  (Vazquez  et  al.  2004).  Por  su  parte,  el  extremo  carboxilo,  citosólico  también, 

contiene el dominio  típico de  los TRP  (EWKFAR), un dominio  rico en prolina, un dominio de 

unión a CaM e IP3R lamado CIRB, el cual modulará la activación de TRPC1 dependiente de Ca2+, 

y una región coiled‐coil (Singh et al. 2002).  

A pesar de que  la  implicación de TRPC1 en  la entrada de Ca2+ operada por  receptores 

está ampliamente aceptada, su implicación en la ECC parece estar reservada a ciertos modelos 

celulares.  Es  por  ello,  que  numerosos  estudios  han  demostrado  que  TRPC1  tiene  un  papel 
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fundamental en el desarrollo de  la ECC de multitud de  tipos celulares, como cardiomiocitos, 

células megacarioblásticas, mioblastos,  fibroblastos o plaquetas  entre otros  (Xu  et  al. 2001; 

Rosado et al. 2002; Ohba et al. 2007; Galan et al. 2009; Olah et al. 2011; Almirza et al. 2012; 

Lopez et al. 2013). Sin embargo, existen varios estudios en  los que el canal TRPC1 nativo no 

funciona  como  canal  capacitativo  (Sinkins  et  al.  1998),  demostrando  por  tanto,  que  la 

implicación de los canales TRPC en la ECC depende del tipo celular investigado.   

TRPC3.  Es  una  proteína  de  848  aa  localizada  en  la  membrana  plasmática  y 

estructuralmente muy  similar  al  resto  de miembros  de  la  familia  TRPC,  aunque  con  ciertas 

particularidades. En el extremo amino, además de los dominios comunes, presenta un sitio de 

unión a la PLCγ en el primer dominio de ankirina y una unión para VAMP2 entre los dominios 

de ankirina 3 y 4 (Eder et al. 2007). Al igual que otros TRPCs, el TRPC3 forma heterotetrámeros 

y participa en la ENCC activada por agonistas, cuyos receptores están acoplados a proteínas G, 

que ponen en marcha la maquinaria de hidrólisis de PIP2 generando DAG, que activará el canal. 

Además, se ha demostrado que el canal TRPC3 también está  implicado en  la ECC y puede ser 

activado por el vaciamiento de  los depósitos en determinados modelos celulares  (Zhu et al. 

1996; Vazquez et al. 2001). 

TRPC6.  Se  trata  de  un  polipéptido  de  931  aa  que  presenta  también  la  estructura 

característica de la familia TRPC, pero a diferencia de TRPC1 y TRPC3 no posee sitios de unión 

para  Cav1.  El  canal  TRPC6  es  6  veces más  selectivo  a  Ca2+  que  a  Na+.  Tiene  dos  sitios  de 

glicosilación en el primer y segundo bucle extracelular que determinan el funcionamiento de 

TRPC6  como  canal  operado  por  receptor,  siendo  activado  de  forma  directa  por  el  segundo 

mensajero DAG, por  la  fosforilación en  residuos de serina y  tirosina o por efecto de algunos 

fosfoinosítidos (Dietrich et al. 2003). En ciertos modelos celulares, cuando el canal TRPC6 tiene 

un  comportamiento  no  capacitativo  se  encuentra  formando  un  complejo  con  TRPC3  en 

regiones independientes de las balsas lipídicas de la membrana plasmática, donde se localizan 

los complejos de señalización característicos de la ECC. Sin embargo, tras el vaciamiento de los 

reservorios intracelulares de Ca2+, TRPC6 se disocia de TRPC3 e interacciona con las principales 

proteínas  involucradas  en  la  ECC,  STIM1, Orai1  y  TRPC1,  funcionando  en  estos  casos  como 

canal  capacitativo  (Brechard  et  al.  2008;  Jardin  et  al.  2008b;  Redondo  et  al.  2008).  En 

definitiva, el canal TRPC6 actúa como punto de convergencia entre  las vías capacitativa y no 

capacitativa de entrada de Ca2+.  

TRPA1. Denominada también ANKTM1 y P120. Es una proteína de gran tamaño (1119 aa 

en humanos) que  tiene un peso molecular de 127 kDa. Como otros miembros de  la  familia 
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TRP, presenta seis dominios TM y la región formadora del poro se localiza entre TM5 y TM6. Se 

caracteriza por  tener una gran  cantidad de  repeticiones de ankirina en  la  región N‐terminal 

(hasta 18 en humanos). Los dominios de ankirina, con una longitud de  33 aa, están implicados 

en la interacción de TRPA1 con otras proteínas, aportan elasticidad a la molécula y son lugares 

esenciales de  integración  de múltiples  señales  fisiológicas que  dan  lugar  a  la  activación  del 

canal (Garcia‐Anoveros et al. 2007; Cvetkov et al. 2011). La región C‐terminal consta de varios 

residuos básicos que confieren al canal de TRPA1 sensibilidad química y al voltaje (Samad et al. 

2011). Se trata de un canal bastante polivalente puesto que puede ser activado por estímulos 

físicos  (como  el  frío  o  la  radiación  ultravioleta  (UV))  o  ligandos  endógenos  (como  el  Ca2+, 

especies reactivas de oxígeno (ROS) o el NO) o exógenos (como el alil isotiocianato) generando 

una  entrada masiva  de  Ca2+  en  la  célula  y  activando  en  consecuencia  diferentes  procesos 

celulares (Earley et al. 2009; Cao et al. 2012; Sura et al. 2012). El ión Ca2+ es considerado como 

uno de  los activadores más potentes del canal TRPA1. No en vano, dicho canal presenta un 

dominio EF‐hand de unión a Ca2+ que modifica la flexibilidad del canal y determina su apertura 

(Zayats et al. 2013). Sin embargo, a pesar de que la tapsigargina (TG), un compuesto inhibidor 

de  las bombas  encargadas de  la  recaptación de Ca2+ hacia  los depósitos  intracelulares muy 

utilizado  en  los  estudios  relacionados  con  la  ECC,  puede  producir  la modulación  del  canal 

TRPA1 (Jordt et al. 2004), aún no se conoce la implicación de este canal en dicho mecanismo. 

Mecanismo de la entrada de Ca2+ operada por los depósitos 

Una vez que el agonista se une a su receptor de membrana acoplado a proteínas G, se 

produce  la activación de  la PLC, que hidroliza PIP2 y  lo transforma en IP3 y DAG. El IP3, por su 

parte, se une a su receptor localizado en el RE dando lugar a un cambio conformacional en el 

mismo  que  permitirá  la  liberación  de  Ca2+  desde  el  RE  al  citosol.  La  liberación  del  Ca2+ 

almacenado en los depósitos provoca que el Ca2+ que se encontraba unido al dominio EF‐hand 

de STIM1 se disocie,  lo cual a su vez provoca un cambio conformacional en STIM1 que activa 

los canales de la membrana plasmática. En reposo, STIM1 tiene ocultos los dominios coiled‐coil 

por  los  que  se  activa  a  Orai1  y  el  dominio  rico  en  prolina  que  activa  a  TRPC1.  El  cambio 

conformacional  sufrido  por  STIM1  le  permite,  en  primer  lugar,  formar  homodímeros  u 

homotetrámeros  con  otras moléculas  de  STIM1  y  heterodímeros  o  heterotetrámeros  con 

moléculas  de  STIM2.  Estas  uniones  se  formarán mediante  el  dominio  SAM,  situado  en  el 

extremo amino de  las STIMs (Muik et al. 2011). Una vez que se han vaciado los reservorios de 

Ca2+, ambas proteínas  se  reorganizan en  regiones del RE próximas a  las balsas  lipídicas de  la 

membrana  plasmática, microdominios  con  un  alto  contenido  en  colesterol  y  esfingolípidos 

(Pani et al. 2008).   La  interacción entre STIM1 y Orai1 se produce  en puntos muy concretos y 
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localizados  de  la  célula,  denominados  regiones  punctae,  donde  la  separación  entre  la 

membrana plasmática y el RE es menor de 100 nm (Liou et al. 2005; Baba et al. 2006).  STIM1  

se   une   a   Orai1  mediante    los   dominios   coiled‐coil   de    los extremos  carboxilo  de  ambas 

proteínas,  y  el  dominio  SOAR  de  STIM1  activa Orai1, permitiendo  la entrada de Ca2+  desde 

el exterior (Yuan et al. 2009). Asimismo, STIM1 se une a  la membrana por su dominio K en el 

extremo C‐terminal, de forma que estabiliza  las uniones con  las proteínas de membrana. Este 

mismo  dominio  es  esencial  para  la  activación  de  los  canales  TRPC1  y  TRPC3  mediante 

interacción  electrostática  (Yuan  et  al.  2007).  En  plaquetas  humanas,  el  vaciamiento  de  los 

depósitos  intracelulares  aumenta  la  interacción  entre  STIM1  y  TRPC1  en  un  50%,  y  este 

incremento  es  inhibido por  la  electrotransyección de un  anticuerpo  anti‐STIM1  (Lopez  et  al. 

2006),  bloqueando  además  la  interacción  entre  TRPC1  y  el  IP3R  que  se  produce  tras  el 

vaciamiento de  los almacenes de Ca2+ (Rosado et al. 2000c). Esta  interacción entre el TRPC1 y 

los IP3Rs tiene un papel fundamental en  la ECC en varias  líneas celulares (Rosado et al. 2000c; 

Sundivakkam et al. 2009; Adebiyi et al. 2011). Por otra parte, se ha visto que STIM1 se transloca 

a la membrana plasmática una vez que se han vaciado los  depósitos (Zhang et al. 2005) y que 

esta STIM1 en la membrana plasmática es necesaria para las corrientes ICRAC en células T Jurkat y 

la ECC en HEK293 (Spassova et al. 2006). En plaquetas humanas esta translocación necesita los 

filamentos de actina (Lopez et al. 2006). Sin embargo, hay autores que se oponen a la idea de la 

translocación de STIM1 a  la membrana plasmática, y sugieren que como  la distancia entre  las 

membranas del RE y la membrana plasmática es muy pequeña (100 nm), STIM1 actuaría como 

si  estuviera  en  la membrana plasmática  cuando  en  realidad  se  sitúa  en  el RE  (Mercer  et  al. 

2006;  Soboloff  et  al.  2006).  Actualmente  se  cree  que  la  falta  de  detección  de  STIM1  en  la 

membrana plasmática en modelos celulares transfectados con STIM1 se debe a la conjugación 

de STIM1 con proteínas fluorescentes, que, de algún modo,  impedirían  la expresión de STIM1 

en  la membrana  plasmática.  Los  estudios  actuales  sugieren  que  existen  dos  poblaciones  de 

STIM1 localizadas en la membrana del RE, la primera identificada, y en la membrana plasmática. 

El  papel  de  la  STIM1  localizada  en  la  membrana  plasmática  estaría  relacionado  con  la 

modulación  de  la  entrada  de  calcio  a  través  de  canales  capacitativos  (Jardin  et  al.  2009b)  y 

canales regulados por AA (Zhang et al. 2014).  
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Fig 6. Esquema representativo de los elementos que participan en la ECC (Wang et al. 2008). 

  3.2. MECANISMOS QUE DISMINUYEN LA [Ca2+]c  

Una  vez  realizada  la  función  celular que  requería el aumento de  la  [Ca2+]c,  las  células 

necesitan recuperar sus concentraciones basales de Ca2+ para evitar la activación de procesos 

apoptóticos que conllevarían a la muerte celular como consecuencia de un exceso de Ca2+ en el 

citosol.  Además,  algunos  de  estos  procesos  permanecen  activados  de  forma  continua  para 

mantener la baja [Ca2+]c característica de una célula en reposo.  

En el proceso de recuperación de la [Ca2+]c basal tiene especial importancia el papel que 

desempeña  la bomba ATPasa de Ca2+ del RE  (SERCA). La bomba SERCA es un polipéptido de 

110 kDa que se localiza en las membranas de los almacenes intracelulares de Ca2+, hacia donde 

lo reintroduce en un proceso realizado en contra de gradiente con el consecuente consumo de 

ATP. Presenta 3 dominios principales en su parte citosólica: el dominio de fosforilación y el de 

unión a nucleótidos, que juntos forman el sitio catalítico, y el domino ejecutor, al que se une el 

Ca2+ y favorece los cambios conformacionales de la proteína. Cuando SERCA une dos iones Ca2+ 

en  su  domino  citosólico  sufre  un  cambio  conformacional  por  el  cual  dicho  dominio  queda 

orientado hacia el  lúmen del  almacén de Ca2+, donde disminuye  la  afinidad de  los  sitios de 

unión a Ca2+ por el  ión,  liberándolo en el  interior. Esta disociación  induce un nuevo  cambio 

conformacional por el que SERCA  retorna a su estado  inicial  (Periasamy et al. 2007). Se han 

identificado tres genes diferentes que dan lugar a las isoformas SERCA1, SERCA2 y SERCA3 y a 

una diversidad adicional de variantes de estas isoformas mediante splicing alternativo (Pozzan 
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et  al.  1994).  La  regulación  de  esta  bomba  es  llevada  a  cabo  por  la  proteína  de membrana 

fosfolambam (6 kDa), que inhibe la actividad SERCA1 y SERCA2 (pero no SERCA3) por bloqueo 

de  su  sitio  activo.  Esta  inhibición  se  relaja  cuando  fosfolambam  es  fosforilada  por  PKA  o 

proteínas  cinasas  dependientes  de  Ca2+  y  CaM  (CaM  cinasa  II)  (Metcalfe  et  al.  2005).  El 

inhibidor más  selectivo  de  SERCA  conocido,  que  no  afecta  a  otras  bombas  de  Ca2+,  es  la 

tapsigargina (TG) (Thastrup et al. 1989), una  lactona sesquiterpénica que  lleva a  la proteína a 

un estado inactivo irreversible. Otros inhibidores menos específicos son el vanadato, que sólo 

inhibe a  la SERCA a concentraciones superiores a 20 µM (Caroni et al. 1981); el  lantano, que 

inhibe  la formación de fosfoproteína SERCA (Wuytack et al. 1992); el ácido ciclopiazónico, de 

carácter  inhibitorio  reversible,  y  la  2,5‐di(ter‐butil)‐1,4,‐hidroquinona  (TBHQ),  de  actuación 

similar  a  la  primera  pero  con    potencia  de  inhibición  variable  en  función  de  las  diferentes 

isoformas  de  SERCA  (Cavallini  et  al.  1995),  de manera  que  es  uno  de  los  inhibidores más 

versátiles para analizar la funcionalidad de las diferentes isoformas de SERCA. 

La extrusión de Ca2+ al medio extracelular  se  lleva a  cabo principalmente mediante  la 

bomba de Ca2+ dependiente de ATP de la membrana plasmática (PMCA). Con una estructura y 

funcionalidad  similar  a  las de  la bomba  SERCA, presenta 10 dominios TM,  localizándose  los 

extremos amino  y  carboxilo en  la parte  citoplasmática de ésta. En el bucle  localizado entre 

TM4 y TM5 contiene el dominio catalítico, que incluye el sitio de unión a ATP, mientras que el 

extremo  carboxilo, donde  se encuentra el  sitio de unión a Ca2+‐CaM,  constituye el principal 

dominio  regulador  de  PMCA  (Penniston  et  al.  1998).  Uno  de  los  principales  factores 

moduladores  de  la  PMCA  es  el  propio  ión  Ca2+.  Así,  después  del  aumento  de  la  [Ca2+]c  la 

velocidad de salida de Ca2+ a través de la PMCA también aumenta (Bautista et al. 2002). 

En el proceso de eliminación de Ca2+ hacia el medio extracelular también contribuye el 

intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) localizado en la membrana plasmática. El NCX, con un tamaño 

aproximado  de  108  kDa)  está  constituido  por  11  dominios  TM  con  sus  extremos  amino  y 

carboxilo  orientados  hacia  el  citosol.  El  intercambio  del  NCX  es  electrogénico,  pues  su 

estequeometría es 3Na+:1Ca2+ (Hilgemann et al. 1991), lo cual da lugar a una corriente eléctrica 

hacia el citoplasma por el movimiento de una carga neta positiva. Además, el NCX es sensible a 

cambios en el potencial de membrana y al gradiente de Na+, pudiendo cambiar de dirección 

cuando se alteran estas condiciones. Asimismo, la operación de los SOCs tras el vaciamiento de 

los depósitos también induce una entrada de Na+ sustancial que seguidamente activa de forma 

reversa el NCX proporcionando por tanto una vía adicional de entrada de Ca2+ durante la ECC 

(Harper et al. 2007). 
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Asimismo, determinadas proteínas  citosólicas  también  actúan  disminuyendo  la  [Ca2+]c 

mediante su unión a dicho ión. Algunas de estas proteínas son la CaM, calretinina, calbindina o 

parvalbúmina. La mayor parte de estas proteínas actúa tamponando  la [Ca2+]c de forma que, 

en condiciones de reposo, se mantiene  la  [Ca2+]c baja, y mantienen así un equilibrio entre el 

Ca2+  libre y el que  se encuentra unido a proteínas. En  las  células,  tanto excitables  como no 

excitables, entre el 98 y el 99% del Ca2+ intracelular se encuentra unido a proteínas (Neher et 

al. 1992). 
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OBJETIVOS 

1. Determinar  el  papel  de  la  proteína  TRPA1  en  la  fisiología  de  plaquetas  y  células 

megacarioblásticas humanas y en concreto en la ECC. 

2. Establecer el papel del canal TRPC6 en la regulación de la concentración basal de Ca2+ 

de la célula en reposo. 

3. Analizar  la  sensibilidad del  canal TRPC6 a  las modificaciones del pH extracelular que 

tienen lugar en ciertas patologías. 

4. Explorar el papel de la proteína STIM1 en la heteromerización de los canales TRPCs que 

tiene lugar durante la ECC. 
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OBJECTIVES 

1. To determine the role of TRPA1 in cell physiology and particularly in SOCE. 

2. To establish the role of TRPC6 in the regulation of cytosolic basal calcium 

concentration. 

3. To analyze TRPC6 sensitivity to changes in extracellular pH. 

4. To explore the role of STIM1 in TRPC heteromultimerization that takes place during 

SOCE. 
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Para  la  consecución  de  los  anteriores  objetivos,  se  llevaron  a  cabo  los  siguientes 

procedimientos experimentales.  

1. Reactivos 

 

 1‐oleoil‐2‐acetil‐sn‐glicerol (OAG) ‐ Calbiochem (Madrid, España).  

 AITC ‐ Sigma (Madrid, España). 

 Albúmina de suero bovino (BSA) ‐ Sigma (Madrid, España).  

 Anticuerpo anti‐actina ‐ Sigma (Madrid, España).  

 Anticuerpo antiinmunoglobulina G de conejo conjugado con peroxidasa de rabano. GE 

  Healthcare (Madrid, Espana). 

 Anticuerpo antiinmunoglobulina G de raton conjugado con peroxidasa de rabano.GE 

  Healthcare (Madrid, Espana). 

 Anticuerpo anti‐Orai (C terminal) ‐ Sigma (Madrid, España).  

 Anticuerpo anti‐SERCA2b ‐ Abcam plc. (Cambridge, UK).  

  Anticuerpo anti‐STIM1 ‐ BD Transduction Laboratories (Franklin Lakes, NJ).  

 Anticuerpo anti‐TRPA1 ‐ Sigma (Madrid, España).  

 Anticuerpo policlonal anti‐hTRPC1 ‐ Alomone Laboratories (Jerusalen, Israel).  

 Anticuerpo policlonal anti‐hTRPC6 ‐ Alomone Laboratories (Jerusalem, Israel).  

 Anticuerpo policlonal anti‐TRPC3 ‐ Abcam plc. (Cambridge, UK).  

 Apirasa (grado VII) ‐ Sigma (Madrid, España).  

 Aspirina ‐ Sigma (Madrid, España) 

 Deferoxamina. Sigma (Madrid, España). 

 Ditiotreitol (DTT) ‐ Sigma (Madrid, España). 

 DMSO: Dimetil sulfóxido ‐ Sigma (Madrid, España). 

 Dodecilsulfato sódico (SDS) ‐ Sigma (Madrid, España). 

 EZ‐Link™ Sulfo‐NHS‐LC‐Biotin ‐ Pierce (Rockford, Estados Unidos). 

 Fura‐2‐acetilmetil éster (fura‐2/AM) ‐ Molecular Probes (Leiden, Paises Bajos). 
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 H2O2 ‐ Sigma (Madrid, España). 

 HC‐030031 ‐ Sigma (Madrid, España). 

 Hyp 9 ‐ Sigma (Madrid, Espana). 

 Marcador de Peso Molecular ‐ Bio Rad Laboratories, Inc. (España) 

 Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Lonza (Cologne A.G.,Alemania. 

 Nonidet P‐40. Sigma (Madrid, España). 

 Proteína agarosa A ‐ Upstate Biotechnology Inc. (Madrid, España). 

 RPMI 1640 ‐ Lonza (Cologne A.G., Alemania) 

 Tapsigargina (TG) ‐ Sigma (Madrid, España). 

 Tris ‐ Sigma (Madrid, España). 

 Tritón X‐100 ‐ Sigma (Madrid, España). 

 Turbofect Transfection Reagent ‐ Thermofisher (Madrid, España) 

 Tween‐20 ‐ Sigma (Madrid, España). 

 Trombina ‐ Sigma (Madrid, España).  

 

El   resto   de   reactivos   utilizados   son   de   grado   analítico   y   han   sido  suministrados 

por Panreac (España). 

2. Obtención de plaquetas humanas 

  2.1 SELECCIÓN DE INDIVIDUOS SUSCEPTIBLES DE INVESTIGACIÓN 

Las  muestras  de  sangre  utilizadas  para  la  realización  de  los  experimentos  fueron 

extraídas  de  donantes  voluntarios  sanos  que  no  tomaban  fármacos,  y  la  obtención  de  las 

mismas  se  realizó mediante  punción  venosa  en  el  Laboratorio  de  Análisis  Clínicos  del  Dr. 

Hernández  Cruz  (C/  San Antón,  10;  Cáceres),  o  bien  a  partir  de  concentrados  de  plaquetas 

donados para  la  investigación por el servicio de Hematología General del Hospital San Pedro 

de Alcántara (Avenida Pablo Naranjo Porras, s/n; Cáceres).  

Todos  los procesos  se  llevaron  a  cabo  cumpliendo  los principios de  la Declaración de 

Helsinki  y  sus  revisiones  posteriores  para  estudios  en  humanos,  la  Ley  14/2007,  de 
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investigación biomédica, el Convenio del Consejo de Europa relativo a los Derechos Humanos y 

de  la  Biomedicina,  la  Declaración  de  la  UNESCO  sobre  el  genoma  humano  y  los  derechos 

humanos,  la  legislación  para  tal  fin  vigente  en  España  y  la  Unión  Europea.  Asimismo,  los 

experimentos realizados cumplieron también con los principios de los Comités de Bioética del 

Servicio Extremeño de Salud y de la Universidad de Extremadura. 

  2.2 PREPARACIÓN DE LA SUSPENSIÓN DE PLAQUETAS 

La sangre obtenida se mezcló con una solución de ácido cítrico dextrosa  (ACD) en una 

proporción 1:6 (ACD:sangre) para evitar la activación plaquetaria y la coagulación sanguínea.  

Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

Ácido cítrico  85  25 

Citrato sódico  78  15 

Glucosa  111  20 

Tabla 1. Solución ACD (pH = 7,46 mezclado con la sangre) 

Una vez mezclada  la sangre con  la solución anticoagulante, fue centrifugada durante 5 

minutos  a 700  ×g, obteniéndose  como  resultado  tres  fracciones bien diferenciadas: una de 

color rojo, en el fondo, constituida por  los glóbulos rojos o eritrocitos; un halo  intermedio de 

color  blanquecino,  donde  se  encuentran  los  glóbulos  blancos  o  leucocitos;  y  una  de  color 

amarillento, en la parte superior, denominada plasma rico en plaquetas (PRP). Tras separar el 

PRP, éste fue suplementado con ácido acetilsalicílico (100 μM), un  inhibidor  irreversible de  la 

ciclooxigenasa COX‐I, que evita la liberación de PG plaquetarias y en consecuencia la activación 

espontánea; y apirasa  (40  μg/mL) que hidroliza el ADP y el ATP  secretado por  las plaquetas 

impidiendo la activación plaquetaria mediada por dichos agonistas. 

Por  último,  el  PRP  suplementado  se  centrifugó  a  350  ×g  durante  20  minutos  para 

sedimentar  las plaquetas en el  fondo del  tubo  formando un pellet blanquecino, y así poder 

separarlas del plasma pobre en plaquetas  (PPP) que obtendremos como  sobrenadante. Tras 

retirar el PPP,  las plaquetas  fueron  resuspendidas en un medio  tampón HEPES  salino  (HBS), 

suplementado con apirasa (40 μg/ml). 
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Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

HEPES  10  2,383 

Cloruro sódico  145  8,468 

Cloruro potásico  5  0,374 

Sulfato de magnesio  1  0,264 

Glucosa  20  1,8 

BSA  1 mg/mL  1 

Tabla 2. Tampón HBS (pH = 7,4) 

3. Obtención de plaquetas murinas 

  3.1. RATONES UTILIZADOS PARA LA INVESTIGACIÓN 

Las  plaquetas murinas  se  obtuvieron  a  partir  de  sangre  de  ratones  sanos mutantes 

(TRPC6  KO,  del  inglés  Knock  Out)  o  salvajes  (WT,  del  inglés  Wild  Type)  con  edades 

comprendidas  entre  las  8  y  12  semanas  mediante  punción  en  el  plexo  retroorbital  bajo 

condiciones anestésicas con isofluorano cumpliendo con las recomendaciones del Comité Ético 

de Experimentación Animal de  la UEx y respetando el RD 53/2013. Estos animales,  tanto  los 

mutantes  (B6;129P2‐Trpc6tm1Dgen)  como  los  salvajes  fueron  obtenidos  a  través  de  la  red 

European Mouse Mutant Archive (EMMA).  

  3.2. GENERACIÓN DEL RATÓN TRPC6 KO 

Los  ratones deficientes en  la proteína TRPC6  fueron obtenidos de Deltagen,  Inc.  (San 

Mateo, CA, USA) y  fueron generados mediante  la  subclonación de una  región del gen Trpc6 

que  contenía  el  exón  cuatro  (E4).  El  vector  de  ADN  exógeno  fue  construido mediante  la 

sustitución de 13 nucleótidos localizados en el E4 con un cassette de selección que contiene un 

sitio  interno  de  entrada  al  ribosoma  (IRES),  el  gen  LacZ  (que  codifica  para  la  enzima  β‐

galactosidasa) y el gen Neo de resistencia al antibiótico neomicina. Dicho  fragmento de ADN 

fue  introducido  mediante  electroporación  en  células  madre  embrionarias  (células  ES), 

utilizadas como vehículo para  introducir  las modificaciones genéticas en  la  línea germinal del 

ratón.  Se  seleccionaron  las  colonias  de  células  ES  que  expresaban  el  gen  de  resistencia  a 

neomicina  y  se  aisló  su  ADN  para  evaluarlo mediante  Southern  blot  utilizando  una  sonda 

externa específica para el gen Trpc6, que permite identificar aquellos clones que han integrado 

mediante recombinación homóloga el alelo truncado en el  locus salvaje de Trpc6. Los clones 

de  células  ES  electroporadas  que  eran  heterocigotas  para  el  alelo  truncado  de  Trpc6  se 

inyectaron  en  blastocistos  salvajes  de  3,5  días  para  generar  el  ratón  quimera.  Los  ratones 
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quimera  fueron  cruzados  con  ratones  C56BI6  para  obtener  la  primera  generación  (F1)  de 

ratones  heterocigotos  para  el  alelo  truncado  de  Trpc6,  y  posteriormente  los  individuos 

resultantes de se cruzaron nuevamente entre sí para obtener animales mutantes homocigotos 

(KO). 

  3.3. AISLAMIENTO DE ADN Y GENOTIPADO 

Para  realizar  el  genotipado  de  los  ratones  y  verificar  que  se  trataba  de  individuos 

homocigotos  se aisló el ADN de  los animales partiendo de 5 mm2 de  tejido auricular. Dicho 

tejido fue digerido con una solución de lisis de ADN durante toda la noche (Tampón de lisis de 

ADN). Posteriormente se precipitó tanto el SDS como  las sales contenidas en  la solución con 

cloruro  sódico  saturado  para  posteriormente  separarlo mediante  centrifugación  durante  30 

minutos  a  16000  x  g.  El  sobrenadante  obtenido  en  la  centrifugación  se mezcló  con  etanol 

absoluto y se sometió a centrifugación durante 10 minutos a 16000 x g para precipitar el ADN 

genómico.  El pellet de ADN  genómico  se  lavó  con  etanol diluido  al 70%,  y  tras  evaporar  el 

posible etanol residual del pellet, éste fue resuspendido en tampón TE. 

Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

Tris‐HCl  10  1,21 

EDTA  25  7,31 

NaCl  50  2,92 

SDS  0,5 %  5 

Proteinasa K    0,5 

Tabla 3. Tampón de lisis de ADN (pH = 8) 

Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

Tris‐HCl  10  1,21 

EDTA  1  0,29 

Tabla 4. Tampón TE (pH = 8) 

El ADN aislado se utilizó como molde de  la reacción en cadena de  la polimerasa  (PCR) 

con el fin de obtener gran cantidad del fragmento de ADN de interés en un termociclador, con 

la  ayuda  de  una  ADN  polimerasa  termoestable,  y  así  poder  realizar  el  genotipado    de  los 

ratones  utilizados  en  el  estudio,  WT  como  KO.    Para    la  identificación  de  los  alelos 

determinados  se  utilizaron  los  siguientes  cebadores  específicos:  mTRPC6_genot_2F  5'‐

atatgcccacatttaagctaggatgaac‐3';  mNeo_F  5′‐gggccagctcattcctcccactcat‐3′;  mTRPC6_genot_R  

5′‐agctagatctttgcctgctggacag‐3′.  
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Las  reacciones  de  PCR  se  realizaron  de  forma  separada  para  los  alelos  WT  y  KO, 

utilizando diferentes combinaciones de cebadores en cada uno de los casos. Para amplificar el 

alelo  salvaje,  se  utilizaron  los  cebadores  mTRPC6_genot_2F  y  mTRPC6_genot_R  (588  pb), 

mientras  que  para  amplificar  el  alelo  KO  se  utilizaron  los  cebadores  mNeo_F  y 

mTRPC6_genot_R (408 pb). El programa de PCR utilizado fue el reflejado en la siguiente tabla: 

95 ºC  5 minutos   

94 ºC  30 segundos 

35 ciclos 60 ºC  30 segundos 

72 ºC  30 segundos 

72 ºC  10 minutos   

  3.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa, un método 

normalizado  que  se  utiliza  para  separar,  identificar  y  purificar  fragmentos  de  ADN.  Se 

fundamenta en  la aplicación de una fuerza electromotriz que desplaza  las moléculas a través 

del gel, un polímero entrelazado de porosidad variable determinada por  la concentración de 

agarosa utilizada, que es colocado en una cubeta de electroforesis sumergido en un tampón de 

pH  alrededor  de  8.  Al  situar  las moléculas  en  el  gel  y  ser  sometidas  a  una  diferencia  de 

potencial eléctrico, éstas  se desplazarán hacia el  cátodo,  si están  cargadas positivamente, o 

hacia  el  ánodo,  si  están  cargadas  negativamente.  En  el  caso  de  los  ácidos  nucleicos,  la 

dirección de migración es del electrodo negativo al positivo, debido a que a pH superiores a 5 

poseen carga negativa. La velocidad de migración es inversamente proporcional al tamaño de 

los fragmentos de ADN de doble hélice.  

En el caso de los geles de agarosa, se le añade además bromuro de etidio, una sustancia 

que  se  intercala  entre  las  bases  del  ADN  y  es  fluorescente  cuando  se  ilumina  con  luz 

ultravioleta (UV). Tras la electroforesis, se visualiza el gel con un transiluminador de luz UV, y 

se  observan  las  bandas  correspondientes  a  las  muestras  de  ADN  aplicado  así  como  los 

marcadores de peso molecular. 

Los  productos  obtenidos  en  la  PCR  realizada  para  el  genotipado,  fueron  sometidos  a 

electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v), los cuales fueron preparados disolviendo agarosa 

en tampón de electroforesis TAE  a una temperatura aproximada de 60‐70 ºC.  
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Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

Trizma Base  40  4,85 

EDTA  20  5,84 

Ácido acético 

glacial 
  57,2 mL 

Tabla 5. Tampón TAE 

Posteriormente, y con la solución aún caliente, se añadió bromuro de etidio (10 mg/ml) 

hasta una concentración final de 0.5 μg/ml. 

Tras la migración, se observó el gel bajo una lámpara UV, y se extrajeron fragmentos de 

aproximadamente 1 cm3 que contenían el producto de PCR. Finalmente se purificó el producto 

de PCR del gel utilizando el PCR NucleoSpin® Extract  II Kit, y el ADN amplificado y purificado 

fue secuenciado   por el servicio STAB‐SAIUex (Universidad de Extremadura) para confirmar  la 

correcta amplificación de la región deseada de ADN genómico. 

  3.5. PREPARACIÓN DE LA SUSPENSIÓN DE PLAQUETAS 

La  sangre obtenida  se mezcló  con ACD en  las mismas proporciones que  las utilizadas 

para el procesamiento de sangre humana. Se separó el PRP mediante centrifugación a 300 ×g, 

y  se  suplementó  con  ácido  acetil  salicílico  (100  μM)  y  apirasa  (40  μg/mL).  Tras  una  última 

centrifugación a 600 ×g durante 5 minutos se obtuvo un pellet de plaquetas sedimentadas que 

fueron  resuspendidas  en  una  solución  tampón  de  Tyrode,  suplementado  con  apirasa  (40 

μg/mL). 

Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

HEPES  5  1,19 

Cloruro sódico  137  8,01 

Cloruro potásico  2,7  0,201 

Carbonato sódico  12  1,008 

Fosfato sódico  0,43  0,052 

Cloruro magnésico  1  0,095 

Glucosa  0,35%  3,5 

BSA  0,1%  1 

Tabla 6. Tampón de Tyrode (pH = 7,13) 
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4. Cultivo celular 

  4.1. TIPOS CELULARES 

    4.1.1. MEG 

Las células MEG‐01 fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC) y se 

cultivaron en suspensión en condiciones de humedad saturada con una presión parcial de CO2 

del  5%  a  37  ºC  en  el  medio  de  cultivo  "Roswell  Park  Memorial  Institute"  (RPMI  1640), 

suplementado  con  10%  de  suero  fetal  bovino,  100  U/mL  de  penicilina  y  100  μg/mL  de 

estreptomicina. En el momento de  los experimentos,  las células se resuspendieron en medio 

HBS. 

Maduración celular o diferenciación megacariocítica 

El  proceso  de  la  diferenciacón  megacariocítica  se  asocia  a  cambios  fenotípicos  y 

morfológicos  como  la adquisición de marcadores específicos de megacariocitos  como CD41, 

CD61 y CD10 (Herrera et al. 1998). Estudios recientes sugieren el papel de la ruta MEK/MAPK 

en  la modulación de  la diferenciación megacariocítica a través de  la activación de  la proteína 

cinasa C (PKC) (Racke et al. 1997; Choi et al. 2007), un proceso comparado con el mecanismo 

fisiológico que ocurre en la médula en respuesta a una variedad de estímulos. Por este motivo, 

es  posible  inducir  experimentalmente  la  maduración  celular  de  los  megacarioblastos  con 

ésteres  de  forbol.  En  este  estudio,  se  utilizó  el  forbo  12‐miristato  13‐acetato  (PMA)  a  una 

concentración de 10 nM para inducir la maduración de las células MEG‐01 durante un tiempo 

máximo de 4 días, periodo durante el cual las células eran incubadas con esta sustancia diluida 

en el medio de cultivo. Como control positivo de maduración se utilizó el nivel de expresión en 

superficie  de  Rap1b,  una  proteína  perteneciente  a  la  superfamilia  de  las  Ras GTPasas  que 

incrementa su expresión durante la diferenciación megacariocítica y es ampliamente aceptada 

como marcador positivo de este proceso (Nagata et al. 1997a; Balduini et al. 2004).  

    4.1.2. DAMI 

La  línea  celular megacarioblástica DAMI  fue adquirida de  la ATCC  y  cultivada bajo  las 

mismas condiciones que las células MEG‐01. En el momento de los experimentos, las células se 

resuspendieron en medio HBS. 
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    4.1.3. NG115‐401L 

Estas  células  fueron  cultivadas  en medio  de  Eagle modificado  por Dulbecco  (DMEM) 

bajo las mismas condiciones que en los casos anteriores.  

    4.1.4. SH‐SY5Y 

Estas células  fueron utilizadas como control de  la  línea celular anterior, puesto que se 

trata de una  línea de neuroblastoma humano, que sí expresa de forma endógena  la proteína 

STIM1. Se cultivan bajo las mismas condiciones que las NG115‐401L. 

  4.2. TRANSFECCIÓN CELULAR 

La  transfección consiste en  la  introducción de material genético externo en  las células 

eucariotas mediante plásmidos, vectores víricos u otras herramientas para la transferencia. En 

los estudios realizados, se realizó mediante un método por el cual el material genético que se 

desea  introducir en  la célula se mezcla con un polímero catiónico  formando unos complejos 

estables  y  compactos,  cargados  positivamente,  que  protegen  al  ADN  plasmídico  de  la 

degradación  y  además  facilitan  su  liberación  en  el  interior  de  la  célula.  Para  ello  se  usó  el 

Turbofect  Transfetion  Reagent®,  que  muestra  una  alta  eficiencia  de  transfección  y  una 

toxicidad celular muy baja. En este caso se deseaba sobreexpresar  la proteína STIM1 para así 

poder  comprobar  su  efecto  en  los  mecanismos  estudiados.  El  plásmido  utilizado  para  la 

realización de estos experimentos fue amablemente suministrado por el Dr. Pingyong Xu y su 

construcción  se hizo  introduciendo  la  secuencia de una proteína  fluorescente  sensible a pH 

inmediatamente  después  de  la  región  codificante  de  STIM1.  La  proteína  resultante  de  la 

transfección  con  este  plásmido  presenta  la  misma  distribución  espacial  que  la  proteína 

endógena  y  su  coexpresíón  con  Orai1    reconstituyó  la  corriente  de  entrada  de  calcio 

capacitativa, demostrando así que era equivalente funcionalmente a la proteína nativa. 

La  transfección  de  células  NG115‐401L  se  realizó  cuando  las  células  alcanzaron  una 

confluencia  del  80%  aproximadamente,  en  una  razón masa  ADN  (μg)/  volumen  agente  de 

transfección  (μl)  de  1:2.  Tanto  el  agente  de  transfección  como  el  ADN  plasmídico  fueron 

diluidos  en  medio  DMEM  libre  de  suero  e  incubados  durante  20 minutos  a  temperatura 

ambiente. La mezcla se añadió a  la placa de cultivo y  los experimentos  fueron  realizados 48 

horas después. 
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5. Determinación de la [Ca2+]c . Fluorimetría. 

  5.1. Fura‐2/AM 

La sonda fura‐2 acetoximetiléster (FURA‐2/AM) es un fluoróforo de calcio permeable a 

la membrana plasmática al presentar en su estructura un grupo acetoximetiléster  (AM), que 

una vez se  introduce en el  interior celular, es cortado por esterasas citosólicas que  liberan el 

fura‐2 del grupo AM impidiendo que atraviese de nuevo la membrana plasmática así como las 

membranas  de  los  orgánulos  intracelulares.  Este  fluoróforo  presenta  una  constante  de 

disociación  (Kd) para el Ca
2+ de 120‐250 nM,  en  función de  la  temperatura,  lo  cual permite 

detectar pequeñas variaciones de Ca2+ muy pequeñas hasta el rango nanomolar  (Grynkiewicz 

et al. 1985). 

Presenta dos  longitudes de onda de excitación, una a 340 nm y otra a 380 nm, y una 

longitud de onda de emisión a 505 nm, de modo que cuando el ión calcio se une al fluoróforo 

se produce un incremento de la fluorescencia emitida a 505 nm al excitar a la longitud de onda 

de 340 nm, mientras que por el contrario al excitar con una  longitud de onda de 380 nm  la 

fluorescencia  emitida  disminuye.  Esta  característica  permite  utilizar  esta  sonda  como 

ratiométrica, ya que permite observar los máximos y mínimos de emisión a 505 nm y obtener 

una  ratio de estos valores. La  ratio de  fluorescencia emitida  (340/380) es proporcional a  las 

variaciones  en  [Ca2+]c,  de  forma  que  se  evitan  errores  derivados  de  una  distribución  no 

homogénea  en  el  citosol  celular,  carga  deficiente  del marcador  u  otros  posibles  artefactos 

originados durante la manipulación experimental (Paredes et al. 2008). 

Otra  ventaja  importante  de  este  fluoróforo  es  que  su  punto  isosbéstico  (punto  de 

isofluorescencia)  es  a  360  nm,  permitiendo monitorizar  los  cambios  en  la  fluorescencia  no 

dependiente de Ca2+, o apreciar el apagamiento de la fluorescencia cuando la molécula se une 

a algunos metales pesados como el Mn2+ (Sage et al. 1989). 

  5.2. CARGA DEL INDICADOR 

En el caso de los estudios realizados en plaquetas de ratón, las plaquetas resuspendidas 

en tampón Tyrode fueron incubadas en presencia de fura‐2/AM a una concentración de 2 μM 

durante  45  minutos  a  una  temperatura  de  37  ºC  y  en  oscuridad.  Una  vez  terminada  la 

incubación,  se  centrifugó  la  suspensión  celular  a 600 ×g  y  se  resuspendieron  finalmente en 

tampón Tyrode para realizar los experimentos. 
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La  carga  del  indicador  en  células MEG‐01  se  realizó  en  el  propio medio  de  cultivo 

incubando  las  células  durante  30 minutos  con  fura‐2/AM  2  μM  a  temperatura  ambiente. 

Finalizada la incubación, se tomaron las células necesarias para la medición y se pusieron sobre 

los portas cubreobjetos previamente recubiertos con polilisina, de modo que no fue necesario 

centrifugar las células para retirar la sonda no unida. 

Por  último,  las  células  adherentes  NG115‐401L,  se  sembraron  el  día  previo  al 

experimento en placas con los cubres portaobjetos en los que se realizaría la medida de Ca2+ el 

día del experimento. De esta forma, la incubación con fura‐2/AM 2 μM se realizó en el propio 

medio de cultivo de las células durante 30 minutos a temperatura ambiente.  

  5.3. DETERMINACIÓN DE LA [Ca2+]c MEDIANTE MÉTODOS FLUORIMÉTRICOS 

En  los  experimentos  realizados  con  células  MEG‐01  y  con  células  NG115‐401L,  los 

movimientos de Ca2+ se registraron usando un microscopio  invertido de  fluorescencia  (Nikon 

Diaphot T200, Melville, NY, EEUU) asociado a un sistema de adquisición y análisis de imágenes 

para videomciroscopía (Hamamatsu Photonics®, Hamamatsu, Japón). El experimento se llevó a 

cabo bajo una perfusión continua con HBS. Las células se excitaron alternativamente a 340 y 

380  nm  con  una  lámpara  asociada  a  un  monocromador  (Polychrome  IV,  Photonics, 

Hamamatsu ®, Japón) y  la fluorescencia emitida se registró a 505 nm con una cámara digital 

asociada al microscopio  (Hisca CCD C‐6790, Hamamatsu,  Japón). Los valores se  registraron y 

procesaron usando el software Aquacosmos 2.5 (Photonics, Hamamatsu®, Japón). 

Para tratar las células se utilizó un sistema mediante el cual el estímulo diluido en HBS a 

la concentración deseada era perfundido directamente a la cubeta, donde además un sistema 

de  aspiración  de  vacío  eliminaba  las  soluciones  sobrantes.  Los  variaciones  en  la  [Ca2+]c  se 

monitorizaron y se expresaron como ratio de las fluorescencias emitidas a 505 nm por el fura‐2 

tras ser excitado a 340 y 380 nm.  

Los estudios de movilización de calcio en plaquetas de ratón se registraron usando un 

espectrofluorímetro RF‐6301PC (Shimazdu Corporation®, Kyoto, Japón) a partir de alícuotas de 

600 μl de suspensión celular depositadas en cubetas de cuarzo. El sistema está provisto de un 

sistema de microagitación y termostatización que permite mantener las células en suspensión 

y atemperadas a 37 ºC. 

En  este  caso,  todos  los  agentes  utilizados  durante  los  experimentos  fueron  añadidos 

directamente  en  la  cubeta  del  espectrofluorímetro.  Del mismo modo  que  en  las medidas 
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realizadas  con  el  microscopio  invertido,  las  variaciones  en  la  [Ca2+]c  se  monitorizaron  y 

expresaron como ratio de las fluorescencias emitidas a 505 nm por la sonda tras ser excitada a 

340  y 380 nm.  La  traducción de  ratios de  fluorescencia  a  [Ca2+]c  y  el posterior  calibrado  se 

realizaron  mediante  el  método  desarrollado  por  Grynkiewicz  (Grynkiewicz  et  al.  1985), 

aplicando para ello la fórmula siguiente: 

∗ ∗  

Kd = Constante de disociación del fura‐2 y el Ca2+(214 nM a 37 ºC). 

R = Ratio de la muestra (340/380). 

Rmin =Ratio mínimo cuando la concentración de Ca2+ es igual a 0. 

Rmax = Ratio máximo en condiciones de saturación, por calcio, del indicador. 

Sf  = S free (emisión del fura‐2 al ser excitado a 380 nm). 

Sb = S bound (emisión del fura‐2 unido a Ca2+ al ser excitado a 380 nm). 

Para obtener estos parámetros, cada experimento  realizado en el espectrofluorímetro 

se calibró al final. Esta calibración consiste en saturar de Ca2+ el fura‐2 de la muestra añadiendo 

a  la cubeta una concentración final de 10 mM. Por su parte, el Sb y el Rmax se obtuvieron al 

lisar  las células añadiendo una solución de Tritón X‐100 (0,05%), de forma que todo el fura‐2 

presente en el  interior celular se pone en contacto con el Ca2+. El Sf y el Rmin se obtuvieron 

añadiendo una solución con una concentración elevada de EGTA (500 mM) y de Trizma Base 

(3M) consiguiendo con ello que el  Ca2+ se separara del fluoróforo. 

  5.4. DETERMINACIÓN DE LA LIBERACIÓN Y ENTRADA DE Ca2+ 

La liberación de Ca2+ inducida por TG, ionomicina, OAG, trombina o hyperforina 9 (Hyp9) 

se  estimó  calculando  el  área  bajo  la  curva  del  incremento  de  la  [Ca2+]c  durante  los  150 

segundos posteriores a la adición del compuesto, en un medio libre de Ca2+, corregidas con la 

resta de  la  concentración basal de Ca2+ previa a  la adición del estímulo en ausencia de Ca2+ 

extracelular,  usando  el  quelante  de  Ca2+  EGTA.  (Rosado  et  al.  2000a). Del mismo modo,  la 

entrada de Ca2+ que  se  induce  tras  la adición de CaCl2 a  la  suspensión  celular  se determinó 

calculando  el  área  bajo  la  curva  del  incremento  de  la  [Ca2+]c  durante  los  150  segundos 

posteriores  a  la  adición de CaCl2,  siendo  corregida  con  la  resta de  la  concentración de Ca
2+ 

previa a su adición. 
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6. Determinación de la entrada de manganeso 

Esta  técnica  se  utilizó  como  estrategia metodológica  para monitorizar  la  entrada  de 

cationes  divalentes  en  plaquetas  de  ratón,  puesto  que  la  entrada  de Mn2+  se  produce  por 

mecanismos  similares  a  la  de  Ca2+,  y  produce  como  consecuencia  el  apagamiento  de  la 

fluorescencia del fura‐2 al combinarse con él. 

La carga con  la sonda fura‐2/AM y preparación de  las suspensiones celulares se realizó 

del mismo modo que para la medida de la concentración de Ca2+, pero en este caso el flujo de 

Mn2+  fue medido  cuando  la muestra  era  excitada  a una  longitud  isoemisiva  de  360  nm.  La 

entrada  de  Mn2+  se  estimó  como  la  pendiente  de  extinción  de  la  fluorescencia  al  ser 

representada en una escala arbitraria. 

En  este  estudio,  llevado  a  cabo  en  plaquetas  de  ratón,  para  comparar  la  ratio  de 

disminución de  la  fluorescencia del  fura‐2,  las  curvas  se ajustaron a  la ecuación y = Ax + B, 

donde A representa la pendiente y B es la fluorescencia del fura‐2 al inicio del experimento. 

7. Técnicas para el aislamiento y cuantificación de proteínas 

En  los  ensayos  llevados  a  cabo  con  proteínas  es  imprescindible  una  adecuada 

preparación de  la muestra. El método de extracción proteica dependerá del  tipo de muestra 

de partida, de  la  localización  subcelular de  la proteína  y de  las  condiciones que  requiera el 

anticuerpo para reconocer el epítopo proteico. En  los estudios realizados en  la presente tesis 

doctoral  la extracción proteica se ha realizado en  la mayoría de  los casos mediante el uso de 

soluciones  tampón  que  contienen  detergentes.  La  estructura  química  de  estos  detergentes 

permite  romper  las membranas  celulares y  solubilizar  las proteínas, haciendo  innecesaria  la 

aplicación de métodos mecánicos.  

  7.1.INMUNOPRECIPITACIÓN 

La  inmunoprecipitación es una técnica que permite aislar una proteína determinada de 

un  lisado  celular,  utilizando  para  ello  un  anticuerpo  que  se  une  de  forma  específica  a  la 

proteína diana. 

Las células resuspedidas en el tampón salino correspondiente (HBS o Tyrode con apirasa 

en el caso de  las plaquetas), se repartieron en viales Eppendorf, con un volumen de 500 μL y 

una concentración de 1*107 células/mL en el caso de las células MEG0, 2*106 células/mL en el 
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caso  de  las  células  NG115‐401L  y  2*109  células/mL  en  el  caso  de  las  plaquetas  de  ratón. 

Seguidamente,  las células  fueron  tratadas a 37 ºC con  los agonistas correspondientes, y una 

vez  finalizada  la  estimulación,  se  lisaron  con  un  tampón  de  lisis.  En  el  caso  de  las  células 

MEG01  y  NG115‐401L  se  utilizó  el  tampón  de  lisis  NP‐40  (TABLA  7),  y  en  el  caso  de  las 

plaquetas de  ratón  se utilizó el  tampón RIPA, en ambos  casos a una  concentración 2x para 

obtener  en  la mezcla  final  con  la  suspensión  celular  una  concentración  1x. Además,  dichas 

soluciones fueron suplementadas con inhibidores de proteasas y ortovanadato sódico (2 mM). 

A  continuación  se mantuvieron  en  hielo  durante  un  período mínimo  de  diez minutos  para 

evitar  proteólisis,  desfosforilación  y  desnaturalización  proteica  (procesos  que  comienzan 

después del lisado, y que pueden ser minimizados manteniendo las muestras a 4 ºC). 

Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

Tris‐HCl  40  6,3 

NaCl  274  16,02 

EDTA  4  1,16 

Nonidet P‐40  1%  200 mL 

Glicerol  20%  20 mL 

Tabla 7. Buffer de lisis NP‐40 (2x) (pH = 8) 

Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

Trizma Base  20  2,43 

NaCl  316  18,5 

EGTA  2  0,76 

SDS  0,2%  2 

Deoxicolato sódico  2%  20 

Tritón X‐100  2%  20 mL 

Tabla 8. Buffer de lisis RIPA (2x) (pH = 7,2) 

Una  vez  finalizada  la  incubación  en  hielo,  las muestras  se  centrifugaron  a  16000  ×g 

durante al menos 15 minutos, para eliminar restos celulares que quedarán sedimentados. El 

sobrenadante obtenido se incubó durante toda la noche en agitación constante, con 1 ó 2 μg 

del  anticuerpo  específico  frente  a  la  proteína  diana,  y  unas  pequeñas  bolas  de  agarosa 

recubiertas  por  proteína  A  (proteína  de  la  superficie  de  Staphylococcus  aureus  con  gran 

afinidad  por  el  fragmento  cristalizable  (Fc)  o  cadena  pesada  de  las  inmunoglobulinas). 

Terminada  la  incubación,  las bolas son sedimentadas por centrifugación, y tras varios  lavados 

con  un  tampón  salino  fosfato  (PBS),  los  complejos  antígeno‐anticuerpo  se  resuspenden  en 

Laemmli Buffer  (LB),  enriquecido  con ditiotreitol  (DTT)  al  5%, para  su  análisis posterior por 

Western Blot. 
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7.2. BIOTINILACIÓN DE PROTEÍNAS DE LA SUPERFICIE CELULAR 

Los ensayos de biotinilación de proteínas de membrana permiten detectar y cuantificar 

una determinada proteína en la membrana plasmática, basándose en el marcaje en superficie 

de proteínas de membrana en células no permeabilizadas con sulfo‐NHS‐LC‐biotina y en la alta 

afinidad y especificidad de la unión biotina‐avidina, la interacción biológica más fuerte que se 

conoce entre un ligando y una proteína (Kd = 1,3*10
‐15 M a pH = 5) (Green 1963). 

En el caso de  las células NG115‐401L, una vez aisladas con el procedimiento habitual, 

fueron  alicuotadas  y  estimuladas  con  los  diferentes  tratamientos.  Se  finalizó  la  reacción  al 

tiempo  requerido  con  un  tampón  rico  en  fosfato  a  4  ºC.  Las  células  se  recogieron  por 

centrifugación a 900 ×g durante 13 minutos a 4 ºC. Seguidamente se marcaron  las proteínas 

de la superficie celular resuspendiendolas en EZ‐Link ™ Sulfo‐NHS‐LC‐Biotin (2,5 mg/3 mL de SB 

a  4  ºC)  e  incubándolas  durante  una  hora  a  4  ºC  con  agitación  constante.  La  reacción  de 

biotinilación  se  finalizó  con  100  μL  de  Tris  1M  y  el  agente  biotinilizante  sobrante  se  retiró 

lavando  las  células dos veces  con  tampón de Sorensen  (SB) a 4  ºC.  Las  células marcadas  se 

resuspendieron en PBS y se lisaron con NP40. Las proteínas marcadas se recogieron rotando el 

lisado durante toda la noche con bolas recubiertas de estreptavidina y tras aislarlas mediante 

centrifugación,  se  resuspendieron  en  LB  para  analizarás  posteriormente mediante Western 

Blot.. 

Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

Na2HPO4  16  2,84 

NaH2PO4  114  17,78 

Tabla 9. Tampón rico en fosfato (pH = 8.0) 

Sin  embargo,  las  plaquetas  de  ratón  fueron  biotiniladas  utilizando  un  protocolo  que 

conseguía una mayor eficiencia en el aislamiento de las proteínas de membrana. En este caso, 

tras aislar las plaquetas con el procedimiento habitual, se lavaron con PBS y seguidamente se 

resuspendieron en 1 mL de  tampón de biotinilación  suplementado con 100  μg/mL de  sulfo‐

NHS‐LC‐biotina,  donde  fueron  incubadas  a  temperatura  ambiente  durante  30  minutos  en 

agitación. Una vez finalizado el marcaje, la reacción fue finalizada con 100 μL de NH4Cl y 100 μL 

de PBS suplementado con EDTA 50 μM, y se  lavaron de nuevo  las células con PBS/EDTA. Las 

plaquetas biotiniladas  se  lisaron con RIPA, y  los  lisados obtenidos  fueron  incubados durante 

toda  la  noche  con  las  bolas  recubiertas  de  estreptavidina.  Finalmente  se  lavaron  y  se 

resuspendieron en LB para ser analizadas mediante Western Blot. 

 



Metodología 

 

78 
 

Reactivo  Concentración (mM)  (g/L) 

NaHCO3  50 mM  4,2 

NaCl  0.9%  9 

H2O miliQ    1 L 

Tabla 10. Tampón de biotinilación. 

7.3.  FRACCIONAMIENTO  SUBCELULAR  Y  AISLAMIENTO  DE  PROTEÍNAS  DEL  RETÍCULO 

ENDOPLASMÁTICO 

El  fraccionamiento  subcelular  es  un  conjunto  de métodos  que  tienen  como  objetio 

obtener fracciones puras o enriquecidas en un determinado componente celular, ya sea éste 

un  orgánulo  (RE,  mitocondrias,  núcleos…),  una  fracción  de  membrana  (membrana  total, 

plasmática…),  complejos  multiproteicos  (citoesqueleto  de  actina,  microtúbulos,  poros 

nucleares…),  etc.  Existen  diversos  métodos  descritos  para  el  fraccionamiento  subcelular 

principalmente basados en  la ruptura mecánica de  la célula. Sin embargo, debido al pequeño 

tamaño de las plaquetas de ratón, en este estudio hemos utilizado un kit comercial de Sigma‐

Aldrich® que combina los métodos mecánicos con el uso de diferentes soluciones químicas de 

osmolaridad variable. 

Siguiendo el protocolo establecido por el fabricante, para la lisis celular se sometió a las 

células  a  la  acción  de  una  solución  hipotónica  que  provoca  un  aumento  en  la  turgencia  y 

tamaño  celular,  lo  cual  facilita  la  ruptura  posterior  con  un  homogeneizador  Dounce,  cuyo 

fundamento está basado en un  tubo de vidrio asociado a un pistón ajustado que  rompe  las 

células  por  acción  de  corte.  Este  método  es  ampliamente  utilizado  en  protocolos  de 

enriquecimiento  de  proteínas mitocondriales,  reticulares  o  nucleares.  Una  vez  obtenida  la 

suspensión proteica, ésta es sometida a sucesivas centrifugaciones  tras  las cuales se obtiene 

en primer  lugar una fracción postnuclear (en  la que ya se han eliminado  los núcleos y restos 

celulares),  posteriormente  una  fracción  postmitocondrial  (en  la  que  se  eliminan  las 

mitocondrias), y se obtiene como  resultado un pellet que constituye  la  fracción microsomal, 

donde se encuentran las proteínas de interés.  

El pellet obtenido  resuspendido en una  solución  isotónica proporcionada en el  kit, es 

sometido a un proceso de purificación y separación mediante ultracentrifugación del RE  liso, 

rugoso o ambos, de los microsomas. Para ello se utiliza un gradiente de densidad generado por 

uno de  los componentes del kit (Optiprep) que contiene una alta concentración de  iodixanol, 

un medio yodado de baja osmolaridad que aporta una alta densidad a la muestra, permitiendo 

generar un gradiente de densidades. La fracción microsomal es diluida con Optiprep 60% (p/v)  
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hasta obtener una suspensión al 20% (p/v), y es depositada en el tubo de ultracentrifugación 

sobre  una  capa  de  Optiprep  al  30  %,  y  bajo  otra  de  Optiprep  al  15%.  Tras  una 

ultracentrifugación  a  150000  ×g  durante  3  horas  a  una  temperatura  de  4  ºC  y  tras  retirar 

cuidadosamente  el  tubo  del  rotor,  se  toma  el  sobrenadante  en  diferentes  fracciones  de 

volumen similar. Las fracciones enriquecidas en RE corresponden a aquellas que han quedado 

en la zona más baja del tubo de ultracentrifugación, es decir, aquella que se corresponde con 

la parte de la muestra con mayor densidad. 

7.4. CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

El  contenido  en  proteína  total  se  determina  empleando  el  método  de  Bradford 

(Bradford 1976). Consiste en una técnica colorimétrica basada en  la existencia de dos formas 

diferentes del Coomasie Brilliant Blue G‐250  ( una  roja y otra azul), que en contacto con  las 

proteínas pasa de color rojo a azul, pudiendo ser detectado este cambio mediante el empleo 

de un espectrofotómetro. 

El  reactivo de Bradford  comercial  (Bio‐Rad, Madrid,  España)  está  compuesto por una 

solución de ácido ortofosfórico diluido en etanol que debe ser diluido en agua en proporción 

1:5.  

En una microplaca se mezcló un volumen de 10 μL de  la muestra (previamente diluida 

1:10 en agua bidestilada) con 190 μL del reactivo de Bradford. Una vez agitadas para conseguir 

una  mezcla  homogénea,  se  incubó  durante  10  minutos  a  temperatura  ambiente  y  en 

oscuridad, transcurridos los cuales se realizó la lectura de la absorbancia de la muestra en un 

lector  de  microplacas  Infinite  M200  (Tecan, Männedorf,  Suiza).  Los  datos  de  absorbancia 

obtenidos, se extrapolaron a una recta patrón trazada a partir de una curva estándar realizada 

con concentraciones conocidas de BSA en agua bidestilada. Los  resultados  se expresaron en 

mg/mL. 

7.5. WESTERN BLOT 

El Western blot es una técnica analítica usada para la detección de proteínas específicas 

en  una  muestra  determinada.  Este  método,  descrito  por  primera  vez  por  Towbin  y 

colaboradores (Towbin et al. 1979), permite  la detección de una sola proteína dentro de una 

muestra  biológica.  La  especificidad  de  la  técnica  se  logra  mediante  la  utilización  de  un 

anticuerpo  que  reconoce  y  se  une  a  un  epítopo  único  de  la  proteína  de  interés.  Fue 

desarrollada utilizando la base tecnológica del Southern para la detección de ADN. El principio 
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del Western  blot  se  fundamenta  en  el  hecho  de  que  una  proteína  sometida  a  un  campo 

eléctrico se moverá en función de la carga eléctrica neta de la misma (Z), la fuerza del campo 

eléctrico al que se ve sometida  (E) y  la  resistencia de  fricción  (F, que depende del  tamaño y 

forma  de  la  proteína).  En  base  a  esto,  la  velocidad  de  migración  de  las  proteínas  está 

relacionada con estas variables según la siguiente fórmula: 

	
 

El punto  isoeléctrico de una proteína es aquel en el que  la carga neta de  la misma es 

cero. Si esto sucede, el campo eléctrico aplicado no la afectaría y en consecuencia la proteína 

no se mueve. Por ello, es importante tener en cuenta el pH del tampón donde se encuentran 

las  proteínas.  Para  evitar  este  efecto,  se  utilizó  el método  descrito  por  Laemmli  (Laemmli 

1970),  en  el  que  las  muestras  se  desnaturalizan  por  calor  en  presencia  de  agentes 

desnaturalizantes, como el β‐mercaptoetanol o el DTT, que destruyen los puentes disulfuro; o 

dodecilsulfato  sódico  (SDS),  que  desnaturaliza  las  proteínas,  haciéndoles  perder  su 

conformación  ternaria y pasando a  la  conformación primaria,  lineal, y  recubre a  la proteína 

con cargas negativas, permitiendo que las proteínas se muevan sólo en función de su tamaño, 

es decir, la tasa de migración viene determinada por su peso molecular. Además, el LB por su 

carácter  reductor,  también  facilita  la  separación de  los  anticuerpos de  las bolas de  agarosa 

después de realizar una inmunoprecipitación.  

No obstante, para asegurar la completa desnaturalización de las proteínas, las muestras 

fueron  calentadas  a  70  ºC  durante  10  minutos  en  un  termobloque.  Finalmente,  se 

centrifugaron durante un minuto a 10000 ×g. 

7.5.1. ELECTROFORESIS 

Una  vez  obtenidas  las  muestras,  se  sometieron  a  electroforesis  en  geles  de 

poliacrilamida  conteniendo  SDS  (SDS‐PAGE)  en  condiciones  desnaturalizantes.  Bajo  estas 

condiciones  desnaturalizantes  y  de  reducción,  las  proteínas  cargadas  negativamente,  al  ser 

sometidas  a  un  campo  eléctrico, migrarán  al  electrodo  positivo,  haciéndolo  de  forma más 

rápida aquellas con peso molecular más pequeño. 

Los  geles  fueron  elaborados  en  el  propio  laboratorio  utilizando  diferentes 

concentraciones de acrilamida en  función del peso molecular de  la proteína que se deseaba 

estudiar. En base al porcentaje de acrilamida utilizado se obtendrá un tamaño de poro u otro, 
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obteniéndose poros más pequeños, a mayores porcentajes del polímero. En todos los casos, se 

utilizaron dos tipos de geles que pertenecen al sistema de Tampón discontinuo: 

‐ Gel de carga: asegura la migración de todas las proteínas en el frente de migración, ya 

que favorece el empaquetamiento de todas las proteínas que han sido cargadas en el pocillo. 

Su concentración de acrilamida y bisacrilamida es pequeña  (4%) y su pH es  ligeramente más 

ácido que el del gel separador. 

‐ Gel  separador:  este  gel  constituye  el  soporte  donde  las  proteínas  van  a migrar  y  a 

separarse.  Está  formado  por  una mezcla  de  acrilamida  y  bisacrilamida,  cuya  concentración 

determinará  el  tamaño  del  poro,  de  modo  que  a  mayor  concentración  de  polímero,  se 

obtendrá  un  tamaño  de  poro  más  pequeño,  favoreciendo  una  mayor  separación  de  las 

proteínas  con  bajo  peso molecular.  Por  el  contrario,  los  geles  preparados  con  una menor 

concentración de polímero producirán poros de mayor  tamaño, que al  favorecer el paso de 

proteínas mayores,   permitirán una separación más amplia de  las mismas. En este estudio se 

utilizaron diferentes tipos de geles, cuyos porcentajes variaron entre el 8 y el 12 %. 

REACTIVOS  10 mL (8%)  10 mL (10%)  10 mL (12%)  10 mL (4%) 

Acrilamida/bisacrilamida (39:1) (mL)  2,7  3,04  4,2  1,32 

Tris 1,5 M (pH = 8,8) (mL)  2,5  2,5  2,5   

Tris 0,5 M (pH = 6,8) (mL)        2,5 

SDS (10%) (mL)  0,1  0,1  0,1  0,1 

Persulfato de amonio (AMPS) (mg)  5  5  5  10 

TEMED (μL)  10  10  10  10 

H2O miliQ (mL)  4,7  4  3,2  6,07 

Tabla 11. Soluciones de preparación de geles de acrilamida. 

Una vez cargadas  las muestras de proteínas en  los pocillos del gel , fueron sometidas a 

electroforesis mediante la aplicación de un campo eléctrico de 30 mA durante dos horas para 

su  separación.  Durante  este  proceso,  el  gel  se  encontraba  embebido  en  un  tampón  de 

electroforesis que permite que la corriente eléctrica recorra de forma homogénea todo el gel. 

Reactivos  Concentración (mM)  (g/L) 

Trizma Base  124 mM  15 

Glicina  1,26 M  77 

SDS  0,5%  5 

Tabla 12. Tampón de electroforesis. 
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7.5.2. ELECTROTRANSFERENCIA 

Con el fin de que las proteínas fueran accesibles a la detección por anticuerpos, estas se 

transfirieron  desde  el  gel  a  una membrana  adsorbente  de  nitrocelulosa,  la  cual  supone  un 

soporte  sólido  más  estable  que  une  proteínas  y  las  inmoviliza,  permitiendo  así  que  la 

hibridación  de  un  anticuerpo  las  pueda  detectar.  Para  ello  se  utilizó  un  sistema  de 

transferencia  semiseca,  basado  en  la  aplicación  de  un  campo  eléctrico  (0,8 mA/cm2),  que 

favorece  la movilidad de  las proteínas hacia  la membrana de nitrocelulosa,  la  cual  tiene un 

tamaño de poro de 0,2  μm  (GE Healthcare). El paso de  la  corriente  se produjo a  través del 

tampón de transferencia. 

Reactivos  Concentración (mM)  (g/L) 

Trizma Base  25 mM  3,03 

Glicina  150 mM  8,5 

Metanol  20%  200 mL 

pH=8.3     

Tabla 13. Tampón de transferencia (pH = 8,3). 

7.5.3. BLOQUEO 

Seguido a la transferencia es necesario neutralizar los sitios de unión no específicos que 

han quedado  libres en  la membrana. En este estudio se realizó mediante  la  incubación de  la 

misma con una solución saturada con BSA (10%) o leche desnatada en polvo (5%) durante una 

hora a temperatura ambiente y con agitación moderada. 

Reactivos  Concentración  (g/L) 

TBST    1 L 

BSA  10 %  100 

Acida sódica  0,02 %  0,2 

Tabla 14. Tampón de bloqueo. 

7.5.4. INCUBACIÓN CON ANTICUERPOS 

Después  del  bloqueo,  las  membranas  se  incubaron  con  los  anticuerpos  primarios 

específicos,  que  en  general  están  diseñados  para  reconocer  una  secuencia  aminoacídica 

pequeña o epítopo de la proteína, que queda accesible tras la electroforesis desnaturalizante y 

reductora.  En  todos  los  casos,  los  anticuerpos  fueron  diluidos  en  tampón  de  bloqueo  a  la 

concentración óptima para cada uno de ellos. Los periodos de incubación variaron en función 

de  la especificidad del anticuerpo utilizado, oscilando desde 1 hora a  temperatura ambiente 

hasta toda la noche a 4 ºC con agitación suave constante.  
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Una  vez  terminada  la  incubación  con  el  anticuerpo  primario,  y  tras  ser  retirado,  las 

membranas se lavaron para eliminar los restos de anticuerpo no unido con una solución salina 

de trizma  con detergente (TBST), 6 veces durante 5 minutos cada vez. 

Reactivos  Concentración (mM)  (g/L) 

Trizma Base  20  2,42 

NaCl  137  8 

Tween 20  0,1%  1 mL 

pH = 7,6     

Tabla 15. Tampón de lavado (pH = 7,6). 

Finalizado  el  proceso  de  lavado,  las  membranas  se  incubaron  con  un  anticuerpo 

secundario, normalmente una inmunoglobulina G (IgG) específica del tipo de animal en el que 

se  ha  sintetizado  el  anticuerpo  primario;  es  decir,  si  el  anticuerpo  primario  utilizado  se  ha 

obtenido en conejo, la IgG que se debe utilizar debe ser específica de concejo, de modo que así 

reconocerá  la  fracción  constante  del  anticuerpo  primario  y  se  unirá  a  ella.    El  tiempo  de 

incubación  de  los  anticuerpos  secundarios  fue  de  una  hora  a  temperatura  ambiente,  a 

concentraciones  variables  entre  1:5000  y  1:20000  dependiendo  de  las  condiciones 

experimentales. 

Tras  la  incubación con el anticuerpo secundario,  las membranas se  lavaron para retirar 

el exceso de anticuerpo no unido, siguiendo el protocolo descrito anteriormente. 

7.5.5. REVELADO 

La  fase  final  del  proceso,  implica  el  revelado  de  las membranas.  Este método  está 

basado en la detección de la quimioluminiscencia producida por el anticuerpo secundario, que 

está conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP). Al hacer reaccionar el enzima con el 

sustrato  correspondiente  sustrato  se produce  luz,  y  en  este  estudio,  esta  fue detectada  en 

ocasiones  mediante  la  exposición  de  la  membrana  a  una  película  de  rayos  X  y  en  otras 

utilizando un escáner digital Li‐Cor C‐digit ®.  

Las  imágenes obtenidas tras el revelado  fueron analizadas con el software  informático 

Image  J  (NIH, Bethesda, EEUU), un programa que permite medir  la  intensidad de  las bandas 

mediante densitometría.  
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8. Determinación de la agregación plaquetaria. 

La  funcionalidad  plaquetaria  fue  analizada  mediante  estudios  de  agregometría  por 

transmisión de luz, una técnica desarrollada en 1962 por Born (Born 1962).  

Para la realización de estos experimentos, el aislamiento de las plaquetas se realizó por 

el  procedimiento  habitual,  con  la  excepción  de  que  en  este  caso  no  se  añadió  ácido 

acetilsalicílico, (ya que ésta sustancia puede interferir notablemente en la función plaquetaria) 

y  fueron  ajustadas  a  una  concentración  de  1*108  células/mL.  Además,  después  de  la 

resuspensión de  las plaquetas, éstas fueron mantenidas en reposo durante un período de 15 

minutos,  debido  a  que  las  plaquetas  después  de  la  centrifugación  pueden  quedar 

hiperreactivas  debido  a  una  posible  liberación  de  ADP  durante  el  proceso  de  centrifugado 

(Cattaneo 2009). En un tubo de vidrio que contiene  la suspensión celular en microagitación a 

37  ºC,  se  añadieron  los  agonistas  bajo  las  condiciones  experimentales  establecidas.  La 

agregación es medida con el principio turbidimétrico de Born que se basa en la diferencia en la 

transmisión de la luz en la suspensión celular comparándolo con una solución control que en el 

caso  de  este  estudio,  es  el medio  en  el  que  se  encontraban  resuspendidas  las  células,  el 

tampón  Tyrode.  Para  ello  se  utilizó  un  agregómetro  Chronolog  (Havertown,  PA,  EEUU) 

asociado a un procesador computerizado que elabora un registro gráfico a partir de los datos 

de  la  transmitancia  óptica  detectada.  El  registro  gráfico  resulta  de  representar  el  grado  de 

transmisión de la luz a través de la suspension celular (en el eje de ordenadas) en función del 

tiempo  (en  el  eje  de  abcisas).  En  un  experimento  estándar,  después  de  la  adición  del 

tratamiento, se observó una onda negativa, equivalente a una disminución en la transmitancia 

debido al cambio de forma de  las plaquetas activadas, y seguidamente un trazo positivo que 

dependiendo del agonista y condiciones empleadas puede variar en la pendiente y en la forma. 

9. Microscopía confocal (o Técnica de inmunofluorescencia) 

La    técnica  de  inmunofluorescencia  consiste  en  la  detección  de  ciertas  moléculas 

fluorescentes en  la célula,  lo cual permitirá conocer su distribución en ella. Normalmente se 

realiza mediante  el uso de  anticuerpos que  se unen de  forma  específica  a  su  antígeno.  Sin 

embargo, en este estudio se utilizó una técnica alternativa, basada en aprovechar la síntesis de 

proteínas recombinantes que contienen dominios fluorescentes, en este caso la proteína verde 

fluorescente (GFP).  
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En este estudio se utilizó para determinar la localización subcelular de la proteína STIM1, 

cuya  expresión  fue  inducida  previamente mediante  transfección  con  el  plásmido  pHluorin‐

STIM1. Dicho plásmido  indujo  la expresión de  la proteína STIM1 asociada a una proteína GFP 

sensible a cambios en el pH, que  fue utilizada como  fluoróforo para ver  la distribución de  la 

proteína estudiada. Además,  las células fueron marcadas con  la sonda DAPI (4'  ,6‐diamino‐2‐

fenililndol),  un marcador  fluorescente  que  se  une  fuertemente  a  regiones  enriquecidas  en 

adenina y  timina, permitiendo por  tanto  teñir específicamente  los núcleos celulares. A pesar 

de  ser útil para microscopía de  fluorescencia porque  atraviesa  las membranas  celulares,  se 

utilizó  a  concentraciones  muy  elevadas  puesto  que  la  penetración,  y  consecuente 

fluorescencia, en células vivas, es menor que en células fijadas. 

Para  ello,  las  células  cultivadas  y  adheridas  previamente  a  los  cubreobjetos,  fueron 

incubadas durante 1 minuto con DAPI a temperatura ambiente usando una concentración de 5 

μM  y  observadas  finalmente  con  un  microscopio  confocal  (MRC  1024,  Bio‐Rad,  Madrid, 

España) 

10. Tratamiento estadístico 

Los datos obtenidos en estos estudios se expresan como media ± el error estándar de la 

media  (ESM).  Las  curvas  representativas  de  la movilidad  de  Ca2+  intracelular  se  presentan 

como cambios en  la concentración de Ca2+  libre  intracelular expresados en nM, o como ratio 

de fluorescencia (340/380), en función de la técnica utilizada. 

Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos se utiliza el análisis de la varianza 

o ANOVA de una vía, combinado con el  test  the Tukey, cuando  los grupos experimentales a 

comparar son más de dos, o el test t‐Student para comparar sólo dos grupos. 

Los  resultados obtenidos se consideraron significativos cuando el nivel de significancia 

(p) era menor de 0,05 (p < 0,05). 
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Los  resultados obtenidos durante  la  realización de esta  tesis, para  lograr  los objetivos 

anteriormente planteados han sido publicados en las siguientes revistas internacionales: 

1. TRANSIENT  RECEPTOR  POTENTIAL  ANKYRIN‐1  (TRPA1) MODULATES  STORE‐OPERATED 

Ca2+ ENTRY BY REGULATION OF STIM1‐ORAI1 ASSOCIATION. Albarrán L, Lopez JJ, Dionisio 

N,  Smani  T,  Salido  GM, Rosado  JA.  Biochim  Biophys  Acta‐Mol  Cell  Res. 

2013;1833(12):3025‐34. 

 

2. TRPC6  PARTICIPATES  IN  THE  REGULATION  OF  CYTOSOLIC  BASAL  CALCIUM 

CONCENTRATION  IN MURINE RESTING PLATELETS. Albarran L, Berna‐Erro A, Dionisio N, 

Redondo PC,  Lopez E,  Lopez  JJ, Salido GM, Brull Sabate  JM, Rosado  JA. Biochim Biophys 

Acta‐Mol Cell Res. 2014;1843(4):789‐96. 

 

3. THE CANONICAL TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL 6 (TRPC6) CHANNEL IS SENSITIVE TO 

EXTRACELLULAR PH IN MOUSE PLATELETS. Berna‐Erro A, Albarran L, Dionisio N, Redondo 

PC, Alonso N, Gomez LJ, Salido GM,Rosado JA. Blood Cells Mol Dis. 2014;52(2‐3):108‐15. 

 

4. STIM1  REGULATES  TRPC6  HETEROMULTIMERIZATION  AND  SUBCELLULAR  LOCATION. 

Albarrán  L, Dionisio  N, Lopez  E, Salido  GM, Redondo  PC, Rosado  JA.  Biochem 

J. 2014;463(3):373‐81.  
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El ión Ca2+ es el mensajero intracelular más ampliamente distribuido ya que es el único 

ión metálico  que  tiene  la  capacidad  de  ejercer  esta  función,  y  dicha  propiedad metálica  le 

confiere  la  ventaja,  con  respecto  al  resto de mensajeros  intracelulares, de que no  requiere 

gasto energético puesto que no es necesaria su síntesis ni biotransformación. Es por ello que la 

señalización debida a este ión es producida por cambios en su concentración citosólica, lo cual 

ejerce  un  control  sobre  una  gran  diversidad  de  procesos  celulares  como  la  contracción 

muscular,  la  agregación plaquetaria o  incluso pudiendo provocar  en  la  célula un hecho  tan 

determinante como la muerte por apoptosis.  

Debido a ello, la homeostasis intracelular del Ca2+ está finamente regulada por una serie 

de mecanismos entre  los que encuentra  la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular.   La 

entrada de Ca2+ en células no eléctricamente excitables se produce a través de distintas vías, 

entre  las que destaca el mecanismo de ECC, un proceso regulado por el estado de relleno de 

los almacenes intracelulares de Ca2+, que se activa cuando estos son vaciados, y se inactiva una 

vez  han  sido  rellenados  (Putney  1986).  Desde  su  descubrimiento  en  1986  numerosas 

investigaciones  se  han  dirigido  a  esclarecer  los mecanismos  que  participan  en  este  tipo  de 

entrada de Ca2+. Los homólogos de  los canales TRP de Drosophila en mamíferos desempeñan 

un papel  importante en  la  función celular, puesto que permiten  la conducción de corrientes 

catiónicas  a  través  de  las  membranas  celulares.  Concretamente,  se  ha  destacado  la 

importancia de estos canales en  la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular. Los primeros 

estudios sugerían que los TRP (y sobre todo los de la subfamilia TRPC) mediaban la entrada de 

Ca2+. Años después, con el descubrimiento de STIM1 como sensor de Ca2+ del RE (Roos et al. 

2005; Zhang et al. 2005) y del canal Orai1 como responsable de las corrientes ICRAC (Feske et al. 

2006),  los  TRPC  fueron  considerados  como  mediadores  de  las  corrientes  ISOC,  un  tipo  de 

corriente menos selectiva para el ión Ca2+. 

No obstante, además del papel ionotrópico de estos canales TRP, estudios recientes han 

puesto  de manifiesto  que  participan  también  en  la  regulación  de  distintos mecanismos  de 

señalización del Ca2+  intracelular. Por ejemplo, el canal TRPC1 puede actuar como modulador 

negativo de la entrada de Ca2+ a través del canal TRPV6 mediante la atenuación de la expresión 

de  éste  (Schindl  et  al.  2012).  En  el  desarrollo  de  esta  tesis  doctoral,  hemos  puesto  de 

manifiesto  que  el  canal  TRPA1  podría  estar  implicado  en  la  regulación  de  la  ECC  por  su 

implicación  en  la  regulación  del  principal  complejo molecular  involucrado  directamente  en 

dicho  mecanismo.  Estos  hallazgos,  llevados  a  cabo  en  megacariocitos,  fueron  realizados 

mediante  dos  estrategias  experimentales  diferentes:  el  silenciamiento  de  la  expresión  de 

TRPA1  mediada  por  la  maduración  celular  inducida  experimentalmente  con  PMA,  y  la 
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inhibición  farmacológica  de  éste.  No  obstante,  aunque  no  podemos  confirmar  que  la 

maduración celular en sí misma produce un incremento de la ECC, la inhibición farmacológica 

del  canal  tiene  el mismo  efecto,  lo  que  sugiere  que  el  incremento  anteriormente  descrito 

podría ser, al menos parcialmente, dependiente de TRPA1.  

El análisis posterior de los mecanismos de homeostasis intracelular de Ca2+ utilizando el 

inhibidor  farmacológico  de  TRPA1,  HC‐030031,  evidenció  que  dicha  sustancia  no  altera  la 

capacidad de acumular Ca2+ en los almacenes intracelulares o la habilidad de los agonistas para 

liberarlo  puesto  que  el  tratamiento  de  células  MEG01  con  el  inhibidor  farmacológico  no 

produjo alteración alguna en  la  liberación de Ca2+  inducida por  trombina ni en  la  liberación 

pasiva inducida por TG.  

Uno de los principales acontecimientos en la activación de la ECC es la asociación de las 

proteínas STIM1 y Orai1 que tiene lugar tras el vaciamiento de los depósitos intracelulares y la 

consecuente  multimerización  de  STIM1  (Huang  et  al.  2006;  Muik  et  al.  2009).  Estudios 

enfocados  a  identificar  la  posible  implicación  del  canal  TRPA1  en  la  ECC  demostraron  que 

TRPA1 regula negativamente  la asociación STIM1‐Orai1  independiente de Ca2+. La regulación 

de complejos de señalización por TRPA1 se asemeja a otros previamente descritos, como es el 

caso  de  TRPC3,  que  recluta  subunidades  de  Orai1,  STIM1,  RACK1  e  IP3RI  formando  un 

macrocomplejo que regula la liberación de Ca2+ inducida por agonistas y la entrada de Ca2+ en 

células HEK293. En estos estudios hemos visto que TRPA1 se asocia de forma constitutiva con 

las principales proteínas  implicadas  en  la  ECC,  STIM1  y Orai1,  y que dicho  acoplamiento  es 

incrementado  tras  la estimulación celular con agonistas. Los  resultados  indican que  tanto  la 

reducción de la expresión proteica como la inactivación farmacológica de TRPA1 dan lugar a un 

incremento significativo en la asociación de STIM1‐Orai1 en células estimuladas con agonistas 

fisiológicos, poniendo de manifiesto que el papel regulador de TRPA1 sobre  la ECC se puede 

llevar a cabo, al menos, mediante  la atenuación de  la asociación entre  las proteínas STIM1 y 

Orai1, necesaria para el adecuado funcionamiento de la ECC.  

El papel de TRPA1 como modulador de  la ECC desaparece con  la maduración celular, y 

por ello las plaquetas maduras no expresan este canal a nivel de proteína, aunque conservan el 

ARN mensajero de sus precursores megacariocíticos. Debido al carácter inhibidor de TRPA1, y 

a  la disminución de su expresión con  la maduración celular, en plaquetas se observa una ECC 

mucho más notoria tras el vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+ con respecto de 

la que se produce en células MEG01, producida por una mayor interacción de STIM1 y Orai1.  
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En consonancia con otros estudios que también han demostrado que algunas proteínas 

implicadas en la homeostasis intracelular de Ca2+ como el canal TPC2 (Lopez et al. 2012b), las 

bombas  de  la  familia  SERCA  (Lopez  et  al.  2008;  Bobe  et  al.  2011)  o  el  canal  TRPC3 

(Bandyopadhyay  et  al.  2008;  Woodard  et  al.  2010)  modulan  la  ECC    en  diferentes  tipos 

celulares, este estudio  demuestra la regulación de dicho mecanismo por TRPA1. No obstante, 

no podemos establecer fehacientemente el mecanismo por el cual TRPA1 reduce la asociación 

entre  las  proteínas  implicadas  en  la  ECC;  aunque  sea  especulativo,  suponemos  que  podría 

deberse a que el TRPA1 es capaz de unir, y por  lo tanto secuestrar, subunidades de STIM1 y 

Orai1 reduciendo las posibilidades de interacción entre ambas proteínas. 

Este estudio presenta una nueva e  interesante función de TRPA1 en  la homeostasis de 

Ca2+ no asociada con la función sensorial termo‐química conocida hasta la fecha, y debería por 

tanto ser  tenida en cuenta como posible diana  terapéutica en el diseño de nuevos  fármacos 

destinados a la modificación de la entrada de Ca2+ en las células. 

Además  de  la  modulación  de  la  ECC  por  proteínas  implicadas  en  la  homeostasis 

intracelular de Ca2+, existen diversos mecanismos que pueden  influir en  su  regulación. Es el 

caso por ejemplo de diferentes parámetros físicos como la temperatura (Xiao et al. 2011) y el 

estado redox (Bogeski et al. 2010), o por modificaciones postraducionales como la fosforilación 

(Lopez et al. 2012a) o proteínas adaptadoras (Jardin et al. 2012).  

Algunos  estudios  realizados por otros  laboratorios  sugieren que  la  actividad de Orai1 

puede verse inhibida por condiciones oxidantes, mientras que otras proteínas, como es el caso 

de TRPC6 pueden ser activadas por ROS (Bogeski et al. 2010; Graham et al. 2010). En linfocitos 

maduros,  la presencia de ROS produce el  reemplazamiento de Orai1 por Orai3,  insensible a 

ROS, para evitar la disminución de la actividad linfocitaria en tejidos inflamados, en los que se 

dan condiciones oxidantes. Del mismo modo, se ha demostrado que Orai1 es sensible a pH por 

lo que su actividad disminuye en condiciones de pH ácido (Scrimgeour et al. 2012). Puesto que 

Orai1  y  TRPC6  son  las  principales  proteínas  implicadas  en  la  entrada  capacitativa  y  no 

capacitativa  de  Ca2+  respectivamente,  nos  pareció  razonable  postular  que  en  determinadas 

condiciones TRPC6 podría  suponer una vía alternativa de entrada de Ca2+ en caso de que  la 

actividad de Orai1 pudiera estar atenuada, como sucede en condiciones acídicas u oxidantes 

(Krotz et al. 2004), hemorragias (Potzsch et al. 2011), o enfermedades tales como el síndrome 

metabólico  (Green et al. 1978), sangrados masivos (Morange et al. 2013) o diabetes mellitus 

(Jardin et al. 2006).   
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Por  ello, el  siguiente  estudio de esta  tesis doctoral,  se encaminó  a  investigar  si estas 

situaciones  podrían  modular  la  función  del  canal  TRPC6.  TRPC6  es  un  canal  catiónico 

permeable a Ca2+, aunque de forma no selectiva, perteneciente a  la superfamilia de TRP cuya 

expresión  es  abundante  en  numerosos  tipos  celulares  entre  los  que  se  incluyen  plaquetas, 

células musculares, células renales o leucocitos (Aguade et al. 1989; Dietrich et al. 2007; Jardin 

et  al.  2008b).  Tradicionalmente,  TRPC6  fue  descrito  como  canal  operado  por  el  segundo 

mensajero  DAG,  aunque  en  la  actualidad  también  existen  varias  investigaciones  que  han 

propuesto  la  participación  de  TRPC6  en  el mecanismo  de  la  ECC  (Jardin  et  al.  2008b).  De 

acuerdo a la propiedad de TRPC6 como canal no capacitativo, se ha demostrado que se asocia 

con TRPC3 en regiones de la membrana plasmática independientemente de las balsas lipídicas, 

que es donde normalmente se localizan los macrocomplejos capacitativos. Sin embargo, tras el 

vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+, TRPC6 se disocia de TRPC3 e interacciona 

con  STIM1,  Orai1  y  TRPC1,  lo  cual  hace  suponer  que  TRPC6  funciona  como  punto  de 

convergencia entre ambos tipos de entrada de Ca2+ en plaquetas (Redondo et al. 2008; Jardin 

et al. 2009a; Berna‐Erro et al. 2012). Puesto que  se  conoce que  su  función es  relevante en 

procesos  como  la  contracción  del  músculo  liso  e  incluso  en  enfermedades  como  la 

glomeruloesclerosis  focal  segmental,  en  este  trabajo  exploramos  el  papel  de  TRPC6  en 

plaquetas murinas bajo diferentes condiciones experimentales, como la acidez, la exposición a 

ROS o  la  simulación de  condiciones de hipoxia,  similares a  las que pueden producirse en el 

organismo en determinadas circunstancias o enfermedades. 

Este estudio  fue realizado en plaquetas murinas de animales salvajes o TRPC6 KO. Los 

resultados obtenidos  indicaron que en condiciones normales  la expresión proteica de TRPC6 

no  es  necesaria  para  una  correcta  movilización  de  Ca2+  ni  para  la  óptima  agregación 

plaquetaria  inducidas  por  trombina  o  por  TG.  Sin  embargo,  TRPC6  desempeña  una  función 

importante en  la entrada no capacitativa de Ca2+  inducida por OAG, aunque esta  función no 

tiene repercusión en la agregación plaquetaria. 

Por otra parte,  la exposición a ROS o a condiciones que simulan un estado de hipoxia 

mediante el secuestro del hierro del medio, no altera  la agregación plaquetaria  inducida por 

agonistas, poniendo de manifiesto que TRPC6 es insensible a ambas condiciones. Sin embargo, 

sí  que  presenta  sensibilidad  a  las  condiciones  de  acidez,  viéndose  afectada  la  agregación 

plaquetaria. En este caso, la respuesta al vaciamiento de los depósitos inducido por trombina o 

TG  disminuye  pero  no  desaparece.  Dado  que  experimentalmente  demostramos  que  la 

trombina per  se no  se  inactiva a pH ácido,  los  resultados obtenidos podrían  indicar que  los 
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receptores  de  trombina  en  las  plaquetas  de  ratón  o  las  moléculas  señalizadoras  que  se 

encuantran por encima del DAG e IP3 en la cascada de señalización son sensibles al pH ácido. 

Sin embargo,  los resultados más significativos fueron obtenidos al estimular  las células 

con OAG. Es interesante desatacar que a pesar de que la agregación plaquetaria inducida por 

OAG está afectada en todos los animales, WT o TRPC6 KO, este efecto es mucho más evidente 

en los animales WT, sugiriendo que el canal TRPC6 podría inactivarse a pH ácido. Analizando la 

entrada de Ca2+ a pH ácido se observó que en animales KO la entrada de Ca2+ restante mediada 

por OAG era  insensible al pH. Este último hallazgo nos hizo postular que  la entrada de Ca2+ 

presenta dos  componentes: uno  sensible  a pH, que  consiste o  contiene  las  subunidades de 

TRPC6, y otro insensible a pH, aún sin identificar.  

La función de TRPC6 en plaquetas de ratón fue estudiada también en otros laboratorios 

utilizando  ratones  transgénicos que  carecen de TRPC6  funcional  (Paez Espinosa et  al. 2012; 

Ramanathan  et  al.  2012;  Harper  et  al.  2013).  Sin  embargo,  no  se  pudo  esclarecer 

completamente  la  implicación  del  canal  en  la  función  celular  dado  que  se  obtuvieron 

resultados contradictorios en los diferentes grupos de investigación (Authi 2007). De hecho, la 

mayoría  de  los  estudios  acerca  de  las  funciones  de  los  diferentes  TRPC  han  generado 

numerosas controversias, lo que sugiere que la regulación de este tipo de canales es bastante 

compleja,  y  que  probablemente  sea  específica  del  tipo  celular  estudiado.  Por  todo  ello,  la 

función de TRPC6 debe continuar siendo estudiada.  

Como  se  ha  indicado  anteriormente,  tres  grupos  de  investigación  diferentes  han 

realizado estudios acerca de TRPC6 utilizando animales KO e incluso uno de ellos ha mostrado 

datos experimentales  en relación a la [Ca2+]c basal de plaquetas en reposo (Ramanathan et al. 

2012).  Ramanathan  y  colaboradores  encontraron  un  ligero  descenso  no  significativo  en  la 

[Ca2+]c  basal  en  plaquetas  en  reposo  aisladas  de  animales  deficientes  en  TRPC6.  Nuestros 

resultados  sin  embargo, muestran  una  [Ca2+]c  basal  disminuida  en  un  18.73%  en  plaquetas 

deficientes en TRPC6. Estas diferencias podrían ser explicadas por varias razones: 1) la varianza 

intrínseca generada por  la diferente trayectoria genética existente entre  las cepas de ratones 

utilizadas  en  los  diferentes  estudios.  El  grupo  de  Ramanathan  utilizó  un  modelo  murino 

produciendo  un  alelo  de  TRPC6  silenciado  generado  por  la  inserción  de  un  cassette  de 

selección que reemplazaba al exón 7, mientras que nuestra cepa fue generada  insertando un 

cassette de selección en el exón 4; 2) Los diferentes protocolos usados por ambos grupos para 

el aislamiento de plaquetas previo a las medidas de la [Ca2+]c. La ausencia total de Ca
2+ durante 

el  proceso  de  aislamiento  de  las  plaquetas  es  imprescindible  para  evitar  su  activación 



Discusión 

 

134 
 

espontánea  y  posible  alteración  de  los  resultados  obtenidos.  Sin  embargo,  esta  condición 

podría tener un efecto en la homeostasis del Ca2+ puesto que se sabe que la concentración de 

Ca2+ extracelular condiciona  la actividad de TRPC6 (Jung et al. 2002; Shi et al. 2004). Además, 

se ha observado que en plaquetas también se expresa el receptor que actúa como sensor del 

Ca2+ extracelular (CaR, también conocido como CASR) (House et al. 1997). CaR es un receptor 

de membrana  sensible  a  la  [Ca2+]  extracelular  cuya  actividad  se  ha  demostrado  que  está 

relacionada  con  la del  canal TRPC6 en miocitos  ventriculares de  ratas neonatas    (Sun et  al. 

2010). Para evitar que  la  función plaquetaria  se viera alterada debido a  la ausencia de Ca2+ 

durante el aislamiento de las células, las preincubamos en presencia de 50 µM de Ca2+ durante 

5 minutos a 37ºC previamente a la realización de los experimentos. La concentración utilizada 

durante esta preincubación se considera suficiente para evitar la activación espontánea de las 

plaquetas, evitar cualquier alteración de  la actividad de TRPC6 y permitir  la compensación de 

la posible pérdida del Ca2+ almacenado en  los depósitos  intracelulares durante el proceso de 

aislamiento. Adicionalmente,  evitamos  la  entrada de Ca2+  activada  espontáneamente por  la 

liberación pasiva de Ca2+ por agonistas secundarios como el tromboxano o el ADP, añaniendo 

en  la  suspensión  celular  inhibidores  de  las  ciclooxigenasas  como  el  acido  acetilsalicílico  o 

apirasa respectivamente.  

Las variaciones en los protocolos junto con el elevado número de repeticiones realizadas 

(n≥26) debido a las pequeñas diferencias encontradas que se llevaron a cabo en nuestro grupo 

con  respecto del grupo de Ramanathan podrían explicar  las diferencias halladas en nuestro 

estudio.  

Nuestros  resultados  demuestran  la  presencia  de  TRPC6  tanto  en  la  membrana 

plasmática  como  en  la  de  las  organelas  internas.  El  hecho  de  que  la  [Ca2+]c  encontrada  en 

ausencia  y  en  presencia  de  Ca2+  extracelular  sea  similar  indica  que  la  fracción  de  TRPC6 

localizada en la membrana celular no está implicada en la reducción de la [Ca2+]c observada en 

plaquetas  de  animales  KO,  pero  sí  podría  estarlo  la  fracción  localizada  en  las membranas 

internas. Esta afirmación  también se basa en  la  reducida  liberación pasiva de Ca2+ desde  los 

depósitos  intracelulares observada en animales KO con  respecto de  los WT. Además, puesto 

que  el  escape  pasivo  de  los  orgánulos  fue medido  tras  la  inhibición  de  SERCA,  podemos 

suponer  que  la  fracción  intracelular  de  TRPC6  se  localiza  en  los  depósitos  intracelulares 

sensibles  a  agonistas.  El  fraccionamiento  subcelular  nos  permitió  identificar  TRPC6  en  las 

fracciones enriquecidas en RE, en  las cuales  se  testó  la ausencia de PMCA para descartar  la 

posible contaminación con fracciones de la membrana plasmática.  
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Por  todo  lo  anteriormente  descrito,  podemos  afirmar  que  TRPC6  podría  tener  una 

actividad basal en plaquetas en  reposo y una  función de  regulación de  la  [Ca2+]c basal. Esta 

hipótesis ha sido propuesta también por otros grupos de investigación. Por ejemplo, en células 

HEK293 en reposo se ha descrito mediante patch‐clamp una actividad basal de TRPC6 (Dietrich 

et al. 2003). Asimismo, en la misma investigación se observó que la glicosilación de TRPC6, un 

mecanismo implicado en el correcto plegado de las proteínas, es la principal responsable de la 

regulación de  la  actividad de  TRPC6  en  estado basal,  ya que  la  eliminación de  los  sitios de 

glicosilación mediante mutaciones  puntuales  incrementa  en  gran medida  su  actividad.  Del 

mismo modo,  otro  estudio  realizado  en  células musculares  lisas  de  arteria mesentérica  de 

conejo mostró que la función de TRPC6 depende de la [Ca2+]c (Shi et al. 2010). Los registros de 

patch  clamp  obtenidos  pusieron  de  manifiesto  que  la  actividad  de  TRPC6  inducida  por 

angiotensina  II  se  incrementó  hasta  5  veces  en  presencia  del  quelante  intracelular  de  Ca2+ 

BAPTA en comparación con las células sin tratar, mientras que una [Ca2+]c aumentada inhibió la 

actividad de TRPC6  inducida por angiotensina II,  lo cual demuestra que  la actividad de TRPC6 

es sensible a la [Ca2+]c como se esperaría de cualquier mecanismo destinado a la regulación de 

la [Ca2+]c basal. También se ha descrito que la CaM interacciona y regula negativamente TRPC6, 

y que dicha  interacción depende de  la  [Ca2+]c  , puesto que elevadas concentraciones de Ca
2+ 

promueven este acoplamiento (Boulay 2002; Kwon et al. 2007; Friedlova et al. 2010; Dionisio 

et al. 2011). En definitiva, nuestro trabajo evidencia el papel de TRPC6 en el mantenimiento de 

la  [Ca2+]c  basal  como  un  canal  que  permite  el  escape  pasivo  del  ión  cuando  se  encuentra 

localizado en las membranas de los almacenes intracelulares de Ca2+ sensibles a agonistas. 

Como  hemos  mencionado  con  anterioridad,  TRPC6  se  ha  considerado  clásicamente 

como  un  canal  activado  por  DAG,  aunque  investigaciones  recientes  han  aportado  nuevas 

evidencias acerca del papel de TRPC6 en la ECC, e incluso se ha propuesto que puede funcionar 

de un modo o de otro en función del mecanismo de activación en un mismo tipo celular. Las 

hipótesis actuales defienden  la  formación de un macrocomplejo señalizador  formado por  las 

proteínas STIM1, Orai y TRPC en la conducción de la corriente ISOC  (Jardin et al. 2008a; Liao et 

al. 2008; Desai et al. 2015), e incluso la autorregulación que puede producirse entre ellas. Es el 

caso por ejemplo de STIM1, que puede  regular TRPC1, TRPC4 y TRPC5 mediante  interacción 

directa (Huang et al. 2006), y modular TRPC3 y TRPC6 promoviendo su heteromultimerización 

con  TRPC1  y  TRPC4  respectivamente  (Yuan  et  al.  2007).  Además,  el  último  trabajo  que 

constituye esta  tesis doctoral ha puesto de manifiesto que  la proteína STIM1 desempeña un 

papel fundamental en la regulación de TRPC6, pudiendo modificar su localización subcelular. 
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Los  resultados  obtenidos  en  esta  investigación  han  demostrado  que  la  expresión 

transitoria de STIM1 en células que de forma nativa tienen una cantidad indetectable de ella, 

consigue establecer una ECC y atenuar significativamente  la expresión del canal TRPC6 en  la 

membrana plasmática. No obstante,  la expresión de STIM1 no produjo ninguna modificación 

destacable  en  la  expresión  de  TRPC1,  TRPC3  y  Orai1  en  la  superficie  celular.  Asimismo,  y 

confirmando  resultado  previamente  publicados  por Muallem  y  colaboradores  (Zeng  et  al. 

2008),  hemos  observado  que  la  expresión  de  STIM1  favorece  la  interacción  de  TRPC1  con 

TRPC3, al tiempo que disminuye la asociación de TRPC6 con TRPC1 y con TRPC3. 

La disminución de la expresión de TRPC6 en la membrana plasmática es consecuencia de 

su  traslocación  a  las  membranas  intracelulares  del  RE,  y  ello  tiene  como  resultado  la 

atenuación  de  la  ENCC  dependiente  de  TRPC6.  Aunque  las  proteínas  TRP  se  encuentran 

localizadas  principalmente  en  la  membrana  plasmática,  varios  canales  TRP  como  TRPM1, 

TRPM2 o  TRPV1 pueden  localizarse  en  las membranas  intracelulares  e  incluso mantener  su 

función de canal iónico (Turner et al. 2003; Lange et al. 2009; Oancea et al. 2009). Del mismo 

modo, y como se ha discutido anteriormente TRPC6 puede localizarse también en membranas 

internas  en  plaquetas  de  ratón  actuando  como  canal pasivo de  liberación  de Ca2+ desde  el 

depósito  intracelular.  Los  resultados obtenidos en este  trabajo ponen de manifiesto que en 

células que carecen de STIM1, no se detecta TRPC6 en  la membrana del RE, mientras que en 

células donde se ha expresado STIM1 se observan cantidades significativas de TRPC6,  lo cual 

sugiere  que  STIM1  podría  inducir  la  traslocación  de  TRPC6  desde  la membrana  plasmática 

hacia la membrana del RE. La expresión de TRPC6 en la membrana del RE produjo además un 

aumento significativo del escape pasivo de Ca2+ desde  los depósitos  intracelulares sensibles a 

TG  (probablemente  el  RE),  y  un  leve  incremento  de  la  [Ca2+]c  basal.  Estos  resultados 

concuerdan por  tanto  con  los discutidos  anteriormente obtenidos  en plaquetas murinas de 

animales TRPC6 KO.  

La  actividad  de  TRPC6  en  el  RE  parece  ser  constitutiva,  y  por  tanto  debería  ser 

compensada  por  un  incremento  similar  en  la  actividad  de  SERCA,  puesto  que  no  se  han 

observado diferencias en la capacidad de almacenar Ca2+ en el interior del RE de células que no 

expresan STIM1 con respecto de aquellas que sí lo hacen. 

Podemos concluir por tanto, que STIM1 tiene un papel importante en la regulación de la 

localización de TRPC6. STIM1 es definido fundamentalmente como el sensor de Ca2+ del RE que 

activa la ECC, sin embargo también se ha descrito que participa en la supresión de otras vías de 

entrada  de  Ca2+,  como  por  ejemplo  la  entrada  de  Ca2+  activada  por  voltaje  mediante  la 
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regulación  de  canales  Cav1.2  (Wang  et  al.  2010; Dionisio  et  al.  2015). Nuestros  resultados 

podrían explicarse en consecuencia como un mecanismo regulador similar, mediado por STIM1 

y dirigido a eliminar  la entrada de Ca2+ operada por segundos mensajeros a través de TRPC6. 

Además, la localización funcional de TRPC6 en la membrana del RE podría estar implicada en la 

captación de Ca2+ por parte de dicho depósito. 
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The Ca2+ ion is the most widely distributed intracellular messenger as it is the only metal 

ion with the ability to perform this function. That metal property gives the advantage, over the 

rest  of  intracellular  messengers,  that  does  not  require  energy  consumption  since  its 

biotransformation and syntesis is not necessary. That is why the signalization due to Ca2+ ion is 

produced by changes  in  [Ca2+]c, which exercises control over a wide variety of cell processes 

like muscle contraction, platelet agregation and even cell death or apoptosis. 

As  a  result,  intracellular  Ca2+  homeostasis  is  tightly  regulated  by  several mechanisms 

including Ca2+  influx  from  the  extracellular medium. Ca2+  entry  in non‐excitable  cells occurs 

through  different  pathways,  including  SOCE,  a  process  regulated  by  the  filing  state  of  the 

intracellular  Ca2+  stores, which  is  activated  upon  store  depletion  and  inactivated  once  they 

have been  filled  (Putney 1986). Since  its discovery  in 1986, a  large number of  investigations 

have  been  directed  to  elucidate  the  mechanisms  involved  in  this  Ca2+  entry. Mammalian 

homologues of Drosophila TRP channels play a relevant role in cell function, as they allow the 

passage  of  cation  currents  through  cell membranes.  Specifically,  the  importance  of  these 

channels  in  Ca2+  entry  from  the  extracellular  medium  has  been  highlighted.Early  studies 

suggested  that TRP  (and especially  those of  the TRPC subfamily) mediated Ca2+ entry.  In  the 

years thereafter, with the discovery of STIM1 as Ca2+ sensor of the ER (Roos et al. 2005; Zhang 

et al. 2005) and Orai1 channel as the responsible for the ICRAC currents (Feske et al. 2006), TRPC 

channels were considered to be mediators of ISOC currents, a type of current less selective for 

Ca2+. 

Even so, besides the ionotropic role of these TRP channels, recent studies have revealed 

that  they also are  involved  in  the regulation of several signalling mechanisms of  intracellular 

Ca2+,  and  specifically  in  the  regulation  of  Ca2+  movements  through  other  channels.  For 

instance, TRPC1 negatively modulates Ca2+ entry through TRPV6 by attenuating its expression 

(Schindl  et  al.  2012).    In  the  experiments  carried  out  in  this  Thesis, we  demonstrated  that 

TRPA1 might  be  involved  in  SOCE  regulation  by means  of  regulation  of  the main  protein 

complex directly  involved on  it, consisting of STIM1 and Orai1. These  findings, carried out  in 

megakaryocytes were performed using  two different experimental approaches: silencing  the 

expression of TRPA1 as a result of cell maturation experimentally induced with PMA, as well as 

inactivation  of  TRPA1  function  using  pharmacological  tools. However,  although we  can  not 

confirm  that  cell maturation  itself  causes  SOCE  enhancement, pharmacological  inhibition of 

the channel has the same effect, suggesting that the increase described above may be at least 

partially dependent on TRPA1. 
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Further  analysis  of  the  regulatory mechanisms  of  Ca2+  homeostasis  using  the  TRPA1 

specific pharmacological  inhibitor, HC‐030031, showed that the substance does not   alter the 

ability    to  accumulate Ca2+  into  the  intracellular  stores or  the  agonist  ability  to  induce Ca2+ 

release since MEG01 treatment with the inhibitor did not alter thrombin‐induced Ca2+ release 

or passive leak induced by TG. 

One of the main events in SOCE activation is the association of Orai1 and STIM1 proteins 

that occurs upon store depletion and the subsequent multimerization of STIM1 (Huang et al. 

2006; Muik et al. 2009). Studies focused on identifying the possible role of TRPA1 in SOCE have 

demonstrated  that  TRPA1  negatively  regulates  the  Ca2+  independent  STIM1‐Orai1  coupling. 

The regulation of signalling complexes by TRPA1  is similar to other previously described, as  is 

the case of TRPC3, which recruits subunits of Orai1, STIM1, RACK1 and  IP3RI  into a signalplex 

which regulates agonist‐induced Ca2+ release and Ca2+  influx  in HEK293 cells (Bandyopadhyay 

et al. 2008; Woodard et al. 2010). In these studies we have found that TRPA1 is constitutively 

associated to STIM1 and Orai1, and this coupling  increases after agonist cell stimulation. The 

results  indicate  that  both  downregulation  of  protein  expression  as  pharmacological 

inactivation of TRPA1 significantly enhanced STIM1‐Orai1 association  in stimulated cells. This 

leads us  to believe  that  regulatory  role of TRPA1  in SOCE can be carried out by attenuating 

coupling between STIM1 and Orai1, which is necessary for the good working of SOCE. 

The role of TRPA1 as a SOCE modulator disappears with cell maturation and therefore 

mature platelets do not  express  the  channel  at protein  level, while  retaining  its messenger 

RNA  from  the megakaryocytic precursors. Due  to  the  inhibitor  character of TRPA1,  and  the 

downregulation of TRPA1 protein expression after cell maturation, a greater SOCE has been 

shown  in  mature  human  platelets  compared  to  megakaryocytes  in  similar  conditions, 

presumably produced by a higher interaction between STIM1 and Orai1. 

Consistent  with  other  studies  that  have  also  shown  some  proteins  related  to  Ca2+ 

homeostasis as TPC2 (Lopez et al. 2012b),  SERCA pumps family (Lopez et al. 2008; Bobe et al. 

2011) or TRPC3 channel (Bandyopadhyay et al. 2008; Woodard et al. 2010) modulating SOCE in 

different cell types, this study reports the regulation of this mechanism by TRPA1. However, it 

is impossible to ascertain the mechanism by which TRPA1 reduces the association between the 

major  proteins  involved  in  SOCE;  though  this  is  speculative,  we  assume  that  it  could  be 

because the TRPA1  is able to bind, and therefore recruit, STIM1 and Orai1 subunits reducing 

the chances of interaction between them. 
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This  research  present  a  new  and  interesting  TRPA1  function  in  Ca2+  homeostasis  not 

linked to the previously reported thermal and noxious sensitivity, and  it should be taken  into 

account as a possible  target  in  the design of new drugs adressed  to modify Ca2+ entry  intro 

cells.  

In addition  to SOCE modulation by proteins  involves  in  intracellular Ca2+ homeostasis, 

several mechanisms might  influence  in  its regulation. This  is the case for physical parameters 

such  as  temperature  (Xiao  et  al.  2011)  and  redox  state  (Bogeski  et  al.  2010),  or  by  post‐

translational  modifications  such  as  phosphorilation  (Lopez  et  al.  2012a)  or  the  effect  of 

adaptator proteins (Jardin et al. 2012).  

Studies performed by other  laboratories suggest that Orai1 activity can be  inhibited by 

oxidizing conditions, while other proteins, as is the case with TRPC6, which might be activated 

by ROS (Bogeski et al. 2010; Graham et al. 2010). In mature lymphocytes, ROS generate Orai1 

replacement    by Orai3, which  is  insensitive  to  ROS,  to  prevent  attenuation  of  lymphocyte 

function in inflamed tissues, in which oxdizing conditions exist. Similarly it has been shown that 

Orai1  is sensitive to pH, and thus  it reduces  its activity at acidic conditions (Scrimgeour et al. 

2012).  Since  Orai1  and  TRPC6  are  the  main  proteins  involved  in  capacitative  and  non 

capacitative  Ca2+  entry  respectively,  we  found  reasonable  to  postulate  that  under  certain 

situations TRPC6 could be and alternative pathway of Ca2+ influx in case Orai1 activity could be 

attenuated, as  in acidic or oxidizing conditions (Krotz et al. 2004), hemorrhage (Potzsch et al. 

2011),  or  diseases  such  as  metabolic  syndrome  (Green  et  al.  1978),  massive  bleedings 

(Morange et al. 2013) or diabetes mellitus (Jardin et al. 2006).   

Therefore,  the  following study of  this dissertation was directed  to  investigate whether 

these  situations might modulate  TRPC6  function.  TRPC6  is  a  non  selective  cation  channel 

belonging to TRP superfamily widely expressed  in many cell types  including platelets, muscle 

cells, kidney cells or  leukocytes (Aguade et al. 1989; Dietrich et al. 2007; Jardin et al. 2008b). 

Originally,  TRPC6  was  described  as  a  second  messenger  DAG‐operated  channel,  although 

currently several studies have also proposed TRPC6 participation in SOCE (Jardin et al. 2008b). 

According to this new feature, TRPC6 has been shown to be associated with TRPC3 in plasma 

region regardless  lipid rafts, where capacitative macrocomplex are usually  located. However, 

TRPC6 dissociates TRPC3 and interacts to STIM1, Orai1 and TRPC1, thus suggesting that TRPC6 

might  act  as  a  point  of  convergence  between  capacitative  and  non  capacitative  Ca2+  entry 

(Redondo  et  al.  2008;  Jardin  et  al.  2009a;  Berna‐Erro  et  al.  2012).  Since  is well  known  the 

pivotal role of TRPC6 in processes such as smooth muscle contraction and even disorders like 
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focal segmental glomerulosclerosis, we explored  its possible  involvement  in murine platelets 

under certain conditions similar to those that may occur in the body at certain circumstances 

or some diseases. 

This study was performed in murine platelets from wild type or TRPC6 KO mice. Results 

showed  that at normal  conditions TRPC6 protein expression  is not  required  for proper Ca2+ 

mobilization or  for optimal platelet aggregation  induced either by thrombin or TG. However, 

TRPC6 plays an  important  role  in non capacitative Ca2+ entry  induced by OAG, although  this 

function has no effect on platelet aggregation. 

Moreover, exposure to ROS or conditions simulating a state of hypoxia by sequestering 

iron  ions  do  not  alter  the  agonist‐induced  platelet  aggregation,  showing  that  TRPC6  is 

insensitive to both conditions. However, TRPC6 seems to be sensitive to acidic conditions, as 

platelet  aggregation  is  affected.  In  this  case,  response  to  TG  or  thrombin‐induced  store 

depletion decreases but not was abolished. Since we demonstrated that thrombin per se was 

not inactivated at low pH, the results may indicate that thrombin receptor in mouse platelets 

or signaling molecules which are located upstream of DAG and IP3 in the signaling cascade are 

sensitive to acidic pH. 

Even  so,  the most  significant  results were  discovered  through  the  second messenger 

OAG, a DAG analog. Interestingly, although platelet aggregation induced by OAG is attenuated 

in WT and KO mice, this effect is much more evident in WT mice, suggesting that TRPC6 could 

be inactivated at low pH. The remaining OAG‐mediated Ca2+ entry in KO animals was observed 

to  be  insensitive  to  pH.  This  latter  finding  made  us  postulate  that  Ca2+  influx  has  two 

components: one sensitive to pH, consisting or containing TRPC6 subunits, and a second one 

insensitive to pH, still unidentified. 

TRPC6  function  in  murine  platelets  was  also  studied  in  other  laboratories  using 

transgenic mice  lacking functional TRPC6 (Paez Espinosa et al. 2012; Ramanathan et al. 2012; 

Harper  et  al.  2013).  However,  it  was  not  possible  to  fully  clarify  TRPC6  function  due  to 

conflicting  results  obtained  in  the  different  research  groups  (Authi  2007).  In  fact, most  of 

studies  regarding  the  role of   TRPCs  function have generated much  controversy,  suggesting 

that regulation of these channels is rather complex, and it is probably to be specific on the cell 

type. Therefore, the function should continue to be studied TRPC6. 

As mentioned  above,  three  different  research  groups  have  performed  studies  about 

TRPC6  using  KO  animals  and  even  one  of  them  have  shown  experimental  data  relating  to 
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[Ca2+]c of resting platelets (Ramanathan et al. 2012). Ramanathan and colleagues found a slight 

non‐significant decrease  in  [Ca2+]c of  resting platelets  isolated  from TRPC6 deficient animals. 

Our results however show a [Ca2+]c  basal decreased in 18.73% TRPC6 deficient platelets. These 

differences could be explained by several reasons: 1)  the  intrinsic variance generated by  the 

different genetic background between different strains of mice used  in  the different studies. 

Ramanathan's group used a murine model whose  silencing was generated by  insertion of a 

selection cassette which replaced the exon 7, whereas our strain was generated by inserting a 

selection cassette in exon 4; 2) The protocols used by both groups in order to isolate platelets 

prior  to measurements of  [Ca2+]c    . The  total absence of Ca
2+ during  the platelets  isolation  is 

essential  to prevent spontaneous activation and possible alteration of  results. However,  this 

condition could have an effect on Ca2+ homeostasis since it is known that the concentration of 

extracellular  Ca2+ may  alter  TRPC6  activity  (Jung  et  al.  2002;  Shi  et  al.  2004).  Furthermore, 

receptor acting as extracellular Ca2+ sensor (CaR, also known as CASR) has been reported to be 

expressed  in platelets  (House et al. 1997). CaR  is a surface receptor sensitive to extracellular 

Ca2+ concentration whose activity has been demonstrated to be related to TRPC6 in ventricular 

myocytes  of  neonatal  rats  (Sun  et  al.  2010).  In  order  to  prevent  disturbance  of  platelet 

function due to Ca2+ absence during cell isolation, we preincubated them with 50 µM Ca2+ for 5 

minutes at 37 ºC prior to performing the experiments. This concentration is considered enough 

to prevent spontaneous platelet activation, to prevent any alteration on TRPC6 activity and to 

compensate  the  possible  loss  of  stored  Ca2+  from  intracellular  stores  during  the  isolation. 

Additionally, we avoid  the Ca2+  influx spontaneously activated by passive  leak of Ca2+ due  to  

secondary agonists such as thromboxane or ADP, by adding specific  inhibitors such as aspirin 

or apyrase respectively. 

Variations in protocols together with the high number of experiments (n≥26) performed 

due  to  small  differences  observed  by  our  group with  respect  to  Ramanathan's  one might 

explain the differences found in our study. 

Our  results demonstrate  the presence of TRPC6 both  in  the plasma membrane and  in  

internal organelles. The similar [Ca2+]c found in the abscence and presence of extracellular Ca
2+  

indicates  that  TRPC6  fraction  located  on  the  plasma  membrane  is  not  involved  in  the 

decreased [Ca2+]c observed in KO platelets, but the fraction located in the internal membranes 

could be. This satatement is also based on the reduced passive Ca2+ leak from the intracellular 

stores  observed  in  KO mice  with  respect  to WT.  In  addition,  since  the  passive  leak  from 

organelles was measured after SERCA inhibition, we can assume that the intracellular fraction 

of  TRPC6  is  located  on  agonist‐sensitive  intracellular  stores.  The  subcellular  fractionation 



Discussion 

 

144 
 

allowed  us  to  identify  TRPC6  in  ER‐enriched  fractions,  in which  the  absence  of  PMCA was 

tested to rule out possible contamination with the plasma membrane fractions. 

For  all  these  reasons, we  postulate  that  TRPC6 might  have  a  basal  activity  in  resting 

platelets and a function of basal [Ca2+]c regulation. This hypothesis was also proposed by other 

research  groups.  For  insatance,  a  basal  TRPC6  activity  has  been  proved  by  patch‐clamp  in 

resting HEK293 cells (Dietrich et al. 2003). Aditionally in the same study, TRPC6 glycosilation, a 

mechanism involved in the proper protein folding, was found to be responsible for regulating 

TRPC6 basal activity, as deletion of this glycosylation sites by point mutations greatly increases 

its activity. Similarly, another study on smooth muscle cells of rabbit mesenteric artery showed 

that TRPC6 function depends on the [Ca2+]c (Shi et al. 2010). Patch clamp records obtained  in 

these  cells  showed  that  TRPC6  activity  induced  by  angiotensin  II  increased  five‐fold  in  the 

presence  of  intracellular  chelator  Ca2+  BAPTA  compared  to  untreated  cells,  whereas  an 

increased  [Ca2+]c  inhibited  TRPC6  activity  induced  by  angiotensin  II,  revealing  that  TRPC6 

activity  is  sensitive  [Ca2+]c  as  it  would  be  expected  of  any  mechanism  adressed  to  the 

regulation of basal [Ca2+]. It has also been reported that CaM interacts and negatively regulates 

TRPC6,  and  that  this  interaction  depends  on  the  [Ca2+]c,  since  high  concentrations  of  Ca
2+ 

promoted  this coupling  (Boulay 2002; Kwon et al. 2007; Friedlova et al. 2010; Dionisio et al. 

2011).  In short, our work evidences  the role of TRPC6  in maintaining basal  [Ca2+]c,   as a  leak 

channel which allows passive leakage, when it is located in the membranes of intracellular Ca2+ 

stores.  

As mentioned  previously,  TRPC6  has  classically  been  considered  as  a  DAG‐activated 

channel,  although  recent  research  has  provided  new  evidence  about  the  role  of  TRPC6  in 

SOCE, and  it has even been proposed that TRPC6 can work  in one way or another depending 

on  the mechanism which  triggers  its  activation  in  the  same  cell  type.  Current  hypotheses 

support the formation of a signaling macrocomplex comprised of STIM, Orai and TRPC proteins 

to conduct ISOC currents (Jardin et al. 2008a; Liao et al. 2008; Desai et al. 2015), and even the 

self‐regulation which can occur among them. Is the case for STIM1, which can regulate TRPC1, 

TRPC4 and TRPC5 by direct interaction (Huang et al. 2006), and modulates TRPC3 ans TRPC6 by 

promoting their heteromultimerization with TRPC1 and TRPC4, resectively (Yuan et al. 2007). 

In addition, the  latest work  included  in this dissertation shows that STIM1 plays a key role  in 

regulating TRPC6 and modifies its subcellular location. 

The results of this research have shown that transient expression of STIM1 in cells which 

natively  have  an  undetectable  amount  of  it,  manages  to  establish  SOCE  and  significantly 
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attenuate expression of TRPC6 channel  in the plasma membrane. However, STIM1 produced 

no  remarkable  changes  in  the  cell  surface  expression  of  TRPC1,  TRPC3  and  Orai1.  Also, 

confirming previously published results by Muallem et al. (Zeng et al. 2008), we observed that 

STIM1 expression enhances  the  interaction between TRPC1 and TRPC3, while  impairs TRPC6 

association with TRPC1 and TRPC3. 

The decreased  expression of  TRPC6  in  the plasma membrane  is  a  consequence of  its 

intracellular traslocation to ER membranes, and this results in attenuation of non capacitative 

Ca2+ entry. Although TRP proteins are mainly  located  in  the plasma membrane,  several TRP 

channels  as  TRPM1,  TRPM2  or  TRPV1  can  also  be  located  in  intracellular membranes  even 

maintaining  its  function of  ion  channel  (Turner et al. 2003;  Lange et al. 2009; Oancea et al. 

2009). Similarly, and as discussed above  it can also be  located  in TRPC6  inner membranes  in 

murine  platelets  acting  as  passive  Ca2+  leak  channel  from  intracellular  stores.  The  results 

obtained  in  this  study  show  that  in  cells  lacking  STIM1,  TRPC6  is  not  detected  in  the  ER 

membrane, while  in cells  that have  transient expressed STIM1  significant amounts of TRPC6 

are observed in the ER membrane, suggesting that STIM1 may induce TRPC6 traslocation from 

the  plasma membrane  into  the  ER membrane.  TRPC6  expression  in  the  ER membrane  also 

produced  a  significant  increase  in  Ca2+  leakage  from  TG‐sensitive  intracellular  stores 

(presumably the ER), and a slight increase in basal [Ca2+]c. Therefore, these results agree with 

those discussed above in murine platelets from TRPC6 KO animals. 

TRPC6 activity in ER appears to be constitutive, and thus it should be compensated by a 

similar increase in SERCA activity, as no differences have been observed in the ability to store 

Ca2+ into the ER in STIM1‐expressing cells with respect to those that do it.  

We can conclude therefore that STIM1 has an important role in the regulation of TRPC6 

location.  STIM1  is  essentially  defined  as  the  Ca2+  sensor  of  the  ER  which  activates  SOCE. 

However  it  has  also  been  described  that  STIM1  participates  in  the  suppression  of  other 

pathways  of  Ca2+  entry,  such  as  voltage‐activated  Ca2+  entry  by  regulating  channels  Cav1.2 

(Wang et al. 2010; Dionisio et al. 2015). Accordingly, our results might be explained as a similar 

regulatory mechanism mediated by STIM1 and directed to supress the Ca2+ entry operated by 

second messengers through TRPC6. In addition, functional location TRPC6 in the ER membrane 

may be involved in Ca2+ reuptake by this store. 
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 TRPA1 modula negativamente  la ECC  en  la  línea  celular megacarioblástica MEG01  a 

través de la atenuación de la asociación STIM1‐Orai1. 

 

 La expresión de TRPA1 disminuye durante  la maduración megacarioblástica hasta  su 

completa desaparición en plaquetas, permitiendo en consecuencia una mayor ECC. 

 

 Una fracción de TRPC6  localizada en  los depósitos de Ca2+ sensibles a agonistas actúa 

permitiendo  el  escape  pasivo  de  Ca2+  y  desempeña  un  pape  fundamental  en  la 

regulación de la concentración citosólica de Ca2+ basal en plaquetas de ratón. 

 

 La  funcionalidad  del  canal  TRPC6    se  atenúa  en  condiciones  de  acidez  del medio 

extracelular en plaquetas murinas, pero es insensible al estrés oxidativo y a la hipoxia. 

 

 STIM1  modula  la  heteromultimerización  de  TRPC6  y  su  localización  subcelular, 

induciendo su traslocación desde la membrana plasmática hacia la membrana del RE.  
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 TRPA1 negatively regulates store‐operated Ca2+ entry  (SOCE)  in the megakaryoblastic 

cell line MEG01  by  the attenuation of STIM1‐Orai1 interaction. 

 

 Megakaryocite maturation attenuates TRPA1 protein expression,  thus explaining  the 

absence of TRPA1 and a greater SOCE in mature human platelets. 

 

 An  intracellular  pool  of  TRPC6  located  in  agonist‐sensitive  intracellular  Ca2+ 

compartments, acts as a leak channel and plays a relevant role in the regulation of the 

cytosolic basal calcium concentration in murine resting platelets. 

 

 TRPC6  function  is attenuated by acidic pH while  it  is  insensitive  to ROS exposure or 

hypoxic‐like conditions in mouse platelets. 

 

 STIM1 modulates TRPC6 heteromultimerization and  subcellular  location, by  inducing 

its traslocation from the plasma membrane to the ER.  
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