
 

 

 

 

 

 

     

 

 

TESIS DOCTORAL 

 

MODULACIÓN DE LA SEÑALIZACIÓN CELULAR POR FOSFORILA CIÓN DE 
STIM1: IMPLICACIONES FISIOLÓGICAS 

 

VANESSA CASAS RUA 

 

Departamento de Bioquímica, Biología Molecular y Ge nética 

 

Conformidad de los Directores: 

 

 

 

 

Fdo.:       Fdo.:            Fdo.:  

 

 
2016 

Dr. Francisco Javier 
Martín Romero 

Dr. Ignacio Santiago 
Álvarez Miguel 

Dra. Eulalia Pozo 
Guisado 



 
 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

El Dr. Francisco Javier Martín Romero , Profesor Titular del Departamento de 

Bioquímica, Biología Molecular y Genética, la Dra. Eulalia Pozo Guisado, Profesora 

Sustituta del Departamento de del Departamento de Anatomía, Biología Celular y 

Zoología, y el Dr. Ignacio Santiago Álvarez Miguel, Catedrático del Departamento de 

Anatomía, Biología Celular y Zoología,  

 

CERTIFICAN que: 

La presente Tesis Doctoral, titulada: “Modulación de la señalización celular 

por fosforilación de STIM1: Implicaciones fisiológi cas”  presentado por Doña 

Vanessa Casas Rua, ha sido realizada bajo nuestra dirección en el Departamento de 

Bioquímica, Biología Molecular y Genética de la Universidad de Extremadura. 

 

Y para que así conste, expedimos y firmamos la presente certificación en 

Badajoz, a 23 de mayo de 2016. 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Departamento de Bioquímica 

Biología Molecular y Genética 

Área de Bioquímica 

Facultad de Ciencias 

06006 BADAJOZ 

Fdo.: Dr. Ignacio Santiago Álvarez Miguel 

Fdo.: Dr. Francisco Javier Martín Romero Fdo.: Dra. Eulalia Pozo Guisado 



 
 

 

 

 

 

  



 

 

 

Parte de los resultados presentados en esta tesis Doctoral han dado lugar a las siguientes 
publicaciones: 

- Pozo-Guisado, E; Casas-Rua, V; Tomas-Martin, P; Lopez-Guerrero, AM; Alvarez-
Barrientos, A; Martin-Romero, FJ. PHOSPHORYLATION OF STIM1 AT ERK1/2 
TARGET SITES REGULATES INTERACTION WITH THE MICROTU BULE 
PLUS-END BINDING PROTEIN EB1. J Cell Sci 2013; 126 (14): 3170-3180. 

- Casas-Rua, V; Alvarez, IS; Pozo-Guisado, E; Martin-Romero, FJ. INHIBITION OF 
STIM1 PHOSPHORYLATION UNDERLIES RESVERATROL-INDUCED  
INHIBITION OF STORE-OPERATED CALCIUM ENTRY. Biochem Pharmacol 
2013; 86 (11): 1555-1563. 

- Casas-Rua, V; Tomas-Martin, P; Lopez-Guerrero AM; Alvarez, IS; Pozo-Guisado, E; 
Martin-Romero, FJ. STIM1 PHOSPHORYLATION TRIGGERED BY 
EPIDERMAL GROWTH FACTOR MEDIATES CELL MIGRATION. Biochim 
Biophys Acta – Mol. Cell Res. 2015; 1853 (1): 233-243. 

Reuniones científicas nacionales: 

- Casas-Rua, V;  Pozo-Guisado, E;  Martín-Romero, FJ. RESVERATROL INHIBE 
LA FOSFORILACIÓN DE STIM1 EN Ser575, Ser608 Y Ser621 BLOQUEANDO 
SU DISOCIACIÓN DE EB1 E INHIBIENDO LA ENTRADA DE Ca 2+ OPERADA 
POR DEPÓSITOS INTRACELULARES. XXXVI Congreso Sociedad Española de 
Bioquímica y Biología Molecular. Madrid 2013. 

- Casas-Rua, V; Alvarez-Miguel, IS; Martin-Romero, FJ; Pozo-Guisado, E. PAPEL 
CRÍTICO DE LA FOSFORILACIÓN DE STIM1 EN LA MIGRACIÓ N 
INDUCIDA POR EGF EN CÉLULAS DE ADENOCARCINOMA 
ENDOMETRIAL HUMANO.  XXXVI Congreso Sociedad Española de Bioquímica y 
Biología Molecular. Madrid 2013. 

- Pozo-Guisado, E; Casas-Rua, V; Tomas-Martin, P; Lopez-Guerrero, AM; Álvarez-
Barrientos, A; Martin-Romero, FJ. LA FOSFORILACIÓN DE STIM1 EN 
RESIDUOS DIANA DE ERK1/2 CONTROLA SU ASOCIACIÓN CON  EL 
REGULADOR DE MICROTÚBULOS EB1.  XXXVI Congreso Sociedad Española de 
Bioquímica y Biología Molecular Madrid 2013. 

Reuniones científicas internacionales: 

- Casas-Rua, V; Tomas-Martin, P; Martin-Romero, FJ; Pozo-Guisado, E. 
MOLECULAR BASIS OF THE INHIBITION OF STORE-OPERATED  
CALCIUM ENTRY BY RESVERATROL.  22nd IUBMB Congress & 37th FEBS 
Congress. Sevilla 2012. 

- Casas-Rua, V; Pozo-Guisado, E; Martin-Romero, FJ. STIM1 
PHOSPHORYLATION TRIGGERED BY EPIDERMAL GROWTH FACTO R 
MEDIATES CELL MIGRATION. Calcium signalling: Next Generation. Londres 
2014. 

  



 
 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabajo ha sido financiado con los proyectos PCJ1008, GR15077, de la consejería 

de Economía, Comercio e Innovación (Junta de Extremadura), PRIS11028 de 

Fundesalud, y proyectos BFU2008-0104 y BFU 2011-22798 del Ministerio de Economía 

y Competitividad.  

 
 
 

 

 

  



 
 

 

 



 

 

AGRADECIMIENTOS 

 

En primer lugar agradecer a mis directores de tesis Dr. Francisco Javier Martín 

Romero, Dra. Eulalia Pozo Guisado y Dr. Ignacio Santiago Álvarez Miguel el apoyo 

mostrado para la realización de este trabajo. 

Agradecer también a todos los compañeros del departamento de Bioquímica, 

Biología Molecular y Genética, así como al departamento de Anatomía, Biología Celular 

y Zoología por todos esos ratos que pasamos juntos. 

A mi familia, por apoyarme incluso cuando ni siquiera yo era capaz de creer en 

esto. 

Y por último mi más sincero agradecimiento a los amigos que tuve la suerte de 

encontrar durante la realización de este trabajo, María Vázquez, Luis Sánchez Guardado 

y Patricia Tomás Martín, por todos esos momentos de escape que vivimos juntos y que 

seguiremos viviendo, gracias por estar  ahí. 

 



 
 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INDICE  



 

  



Índice 

13 

 

ABREVIATURAS …………………………………………………………………….19 

INTRODUCCIÓN …………………………………………………………………….23 

1. Ca2+ LIBRE INTRACELULAR. ............................................................................. 25 
1.1 Ion calcio (Ca2+) como mensajero intracelular. ............................................... 25 

1.2 Señalización intracelular mediada por Ca2+. ................................................... 27 

2. ENTRADA DE Ca2+ OPERADA POR DEPÓSITOS (SOCE). ............................. 28 
2.1 STIM1. ............................................................................................................ 30 

2.1.1 Estructura. .................................................................................................. 30 

2.1.2 Activación de STIM1. ................................................................................ 31 

2.2 ORAI1. ............................................................................................................ 34 

2.3 STIM1 es una fosfoproteína. ........................................................................... 36 

3. RUTA DE SEÑALIZACIÓN CELULAR RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2............... 38 
3.1 RAS. ................................................................................................................ 39 

3.2 RAF. ................................................................................................................ 40 

3.3 MEK1/2. .......................................................................................................... 42 

3.4 ERK1/2. ........................................................................................................... 44 

4. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDÉRMICO (EGF). ......................................... 45 
4.1 Receptor de EGF (EGFR). .............................................................................. 46 

5. RESVERATROL. ................................................................................................... 48 
6. PROTEÍNA END-BINDING 1 (EB1). .................................................................... 50 

6.1 Estructura de microtúbulos. ............................................................................. 50 

6.2 Proteínas plus-end tracking (+TIPs). ............................................................... 51 

6.3 STIM1 como proteína +TIPs. .......................................................................... 53 

7. TRANSICIÓN EPITELIO-MESÉNQUIMA (TEM). ............................................. 54 
7.1 Características y diferencias entre células epiteliales y mesenquimales. ........ 54 

7.2 Definición de TEM. ......................................................................................... 55 

OBJETIVOS………….………………………………………………………..……...57 

RESULTADOS………………………….……………………………………..……...61 

1. EL VACIADO DE LOS DEPOSITOS INTRACELULARES DE Ca2+ INDUCE 
LA FOSFORILACIÓN DE STIM1. ........................................................................................... 63 

2. MULTIMERIZACIÓN DE STIM1-GFP. ............................................................... 66 
3. FOSFORILACIÓN DE STIM1 Y UNIÓN A EB1. ................................................ 67 
4. ACTIVACIÓN DE ERK1/2 MEDIADA POR EGF............................................... 72 
5. EGF PROMUEVE LA FOSFORILACIÓN DE STIM1. ........................................ 76 
6. EGF PROMUEVE LA DISOCIACIÓN DE STIM1-EB1. ..................................... 79 
7. EGF ACTIVA EL INFLUJO DE Ca2+ EN CÉLULAS ISHIKAWA. .................... 81 
8. LA FOSFORILACIÓN DE STIM1 ES NECESARIA PARA LA MIGRACIÓN 

CELULAR………………………………………………………………………………………84 
9. STIM1 MEDIA LA TRANSICIÓN EPITELIO-MESÉNQUIMA ESTIMULADA 

POR EGF………………………………………………………………………………………..88 



Índice 
 
 

14 

 

10. RESVERATROL INHIBE SOCE EN CÉLULAS HEK293. ................................. 91 
11. RESVERATROL INHIBE LA ACTIVACIÓN DE ERK1/2 Y LA 

FOSFORILACIÓN DE STIM. ................................................................................................... 94 
12. RESVERATROL INTERFIERE LA DISOCIACIÓN DE STIM1-EB1. ............... 97 
13. RESVERATROL INHIBE LA MULTIMERIZACIÓN DE STIM1 EN CÉLULAS 

HEK293...... ................................................................................................................................. 99 
14. RESVERATROL INHIBE LA UNIÓN DE STIM1 A ORAI1 EN CÉLULAS 

HEK293….. ............................................................................................................................... 101 

DISCUSIÓN………………….………….……………………………………..…….105 

CONCLUSIONES……………………………………………………………..…….117 

MATERIALES Y 

MÉTODOS……………………...…………….………………………………..…….121 

1. CULTIVOS CELULARES ................................................................................... 123 
1.1 Cultivo de las líneas celulares. ...................................................................... 123 

1.2 Tratamientos de las líneas celulares. ............................................................. 123 

1.3 Expresión de STIM1 en líneas celulares de HEK293 de modo estable e 
inducible. …………………………….……………………………………………………..124 

1.4 Transfección transitoria de las líneas celulares. ............................................ 126 

2. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS CELULARES Y WESTERN BLOT. ........ 127 
2.1 Preparación de extractos celulares. ............................................................... 127 

2.2 Medida de concentración de proteína. ........................................................... 127 

2.3 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y transferencia a membranas 
de nitrocelulosa. .................................................................................................................... 127 

2.4 Inmunodetección. .......................................................................................... 128 

3. PRECIPITACIÓN DE PROTEÍNAS. ................................................................... 129 
3.1 Precipitación de proteínas que presentan el tag GFP. ................................... 129 

3.2 Co-inmunoprecipitación de EB1-STIM1. ..................................................... 130 

3.2.1 Unión covalente del anticuerpo a la resina de proteína G-sefarosa. ......... 130 

4. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE CALCIO LIBRE INTRACELULAR
 ……………………………………………………………………………………131 

4.1 Carga con fura 2-AM en cultivos celulares. .................................................. 132 

4.2 Medida de los valores de fluorescencia. ........................................................ 132 

4.3 Calibración de la medida. .............................................................................. 132 

4.4 Activación de la entrada de Ca2+ mediante canales SOC. ............................. 133 

5. ANÁLISIS DE LA MULTIMERIZACIÓN DE STIM1. ...................................... 133 
6. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR. ................................................................... 133 
7. INMUNOLOCALIZACIÓN. ................................................................................ 134 

7.1 Inmunolocalización. ...................................................................................... 134 

7.2 Tinción de la cromatina nuclear con Hoechst 33342. ................................. 1355 

8. ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA EN PLACA. ............................................. 135 



Índice 

15 

 

  

BIBLIOGRAFÍA …………………………………………………………………….137 

ANEXOS…………….……………………………………………………………….151 

 

 
  



 



Índice de figuras 
 

17 

 

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS 

Figura 1: Sistemas de transporte de Ca2+ en células eucariotas. ........................................... 27 
Figura 2: Señalización celular mediada por Ca2 .................................................................... 28 
Figura 3: Esquema de la entrada operada por depósitos (SOCE).  ...................................... 29 
Figura 4: Dominios moleculares de STIM1. ........................................................................... 30 
Figura 5: Estructura de dímero de STIM1 en reposo. ........................................................... 32 
Figura 6: Activación y multimerización de STIM1. ............................................................... 34 
Figura 7: Estructura de ORAI1. .............................................................................................. 35  
Figura 8: Estructura del tetrámero que forma el canal de ORAI1. ..................................... 35 
Figura 9: Activación de canales SOC mediada por STIM1. ................................................. 36 
Figura 10: Esquema de la ruta de señalización RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2.  .................... 39 
Figura 11: Activación de RAS. ................................................................................................. 39 
Figura 12: Activación de RAF por RAS. ................................................................................. 42 
Figura 13: Modelo para la activación de MEK. ..................................................................... 43 
Figura 14: Estructura de ERK1/2. ........................................................................................... 44 
Figura 15: Esquema de las rutas de señalización en las que está implicado EGF. .............. 46 
Figura 16: Dimerización de EGFR. ......................................................................................... 47 
Figura 17: Estructura química de trans-resveratrol y cis-resveratrol. ................................ 48 
Figura 18: Dianas moleculares de RES. .................................................................................. 50 
Figura 19: Estructura de los microtúbulos. ............................................................................ 51 
Figura 20: Asociación de proteínas +TIPs a microtúbulos.................................................... 52 
Figura 21: Estructura de EB1 e interacciones. ....................................................................... 53 
Figura 22: Modelo de mecanismo entre EB1 y APC. ............................................................. 54 
Figura 23: Modificaciones celulares asociadas a la transición epitelio-mesenquima (TEM).
 ..................................................................................................................................................... 56 
Figura 24: Fosforilación in vivo de STIM1 en las Ser575, Ser608 y Ser621. ....................... 64 
Figura 25: Inhibición de la fosforilación de STIM1 en las Ser575, Ser608 y Ser621. ......... 65 
Figura 26: Multimerización de STIM-WT-GFP tras el vaciado de depósitos intracelulares 
de Ca2+. ....................................................................................................................................... 66 
Figura 27: Esquema de STIM1. ............................................................................................... 68 
Figura 28: La fosforilación de STIM1 en las Ser575, Ser608 y Ser621 regula la unión a 
EB1. ............................................................................................................................................ 69 
Figura 29: Colocalización de STIM1-EB1 en células HEK293. ............................................ 71 
Figura 30: Optimización del medio de cultivo que mantenga una baja actividad de 
ERK1/2. ...................................................................................................................................... 73 
Figura 31: Activación de ERK1/2 por EGF. ........................................................................... 73 
Figura 32: Cinética de activación de ERK1/2 por EGF. ........................................................ 74 
Figura 33: Comparación de la activación de ERK1/2 tras el tratamiento con EGF o Tg . 75 
Figura 34: Inhibición de ERK1/2 con PD0325901. ................................................................ 75 
Figura 35: Fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 mediada por EGF. ............ 77 
Figura 36: Fosforilación de STIM1 en células que sobreexpresan un mutante activo de 
HRas (HRas-G12V). .................................................................................................................. 78 
Figura 37: EGF induce la disociación del complejo EB1-STIM1. ........................................ 79 
Figura 38: Disociación de EB1 y STIM1 endógeno mediada por EGF. ............................... 81 
Figura 39: Entrada de Ca2+ operada por depósitos intracelulares (SOCE) en células 
Ishikawa. .................................................................................... ¡Error! Marcador no definido.  
Figura 40: Movilización de Ca2+ mediada por EGF. .............................................................. 83 
Figura 41: La fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 modula la migración 
celular inducida por EGF en células Ishikawa. ...................................................................... 85 
Figura 42: Distribución de ciclo de células Ishikawa tratadas com SKF96365.  ................. 85 



Índice de figuras 
 
 

18 

 

Figura 43: Sobreexpresión de STIM1 en células Ishikawa en el ensayo de cierre de herida 
en placa. ...................................................................................................................................... 86 
Figura 44: Ensayo de proliferación celular tras la sobre-expresión de STIM1. .................. 87 
Figura 45: Distribución de ciclo de células Ishikawa que sobreexpresan distintos mutantes 
de STIM1.................................................................................................................................... 88 
Figura 46: EGF estimula la transición epitelio-mesénquima en células Ishikawa. ............. 89 
Figura 47: La fosforilación de STIM1 media la transición epitelio-mesénquima en células 
Ishikawa. .................................................................................................................................... 90 
Figura 48: Inhibición de SOCE por RES en células HEK293. ............................................. 92 
Figura 49: Vaciado de depósitos inducida por Tg. ................................................................. 92 
Figura 50: El efecto inhibidor de RES no esta relacionado con un bloqueo directo de los 
canales SOC. .............................................................................................................................. 93 
Figura 51: Inhibición de ERK1/2 por RES. ............................................................................ 95 
Figura 52: Inhibición de la fosforilación de STIM1 por RES. .............................................. 96 
Figura 53: Inhibición de la disociación de STIM1 y EB1 por RES. ..................................... 98 
Figura 54: RES inhibe la multimerización de STIM1 en células HEK293. ....................... 100 
Figura 55: RES impide la unión de STIM1-ORAI1 bajo condiciones de vaciado de 
depósitos. .................................................................................................................................. 102 
Figura 56: SOCE no se inhibe por RES en células que expresan STIM1-
S575E/S608E/S621E o STIM1-I644N/P645N. ....................................................................... 104 
Figura 57: Obtención de las líneas Flp-In T-REx. ............................................................... 125 
Figura 58: Expresión del gen de interés por adición de doxiciclina. .................................. 126 
Figura 59: Espectro de excitación del fura 2-AM ................................................................ 131 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABREVIATURAS 



 

 

 

 

  



Abreviaturas 
 

21 

 

ABREVIATURAS 

BSA: albúmina de suero bovino 

CIRC: liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ 

DAG: diacilglicerol 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO: dimetil-sulfóxido 

EDTA: ácido etilen-diamino-tetraacético 

EGF: factor de crecimiento epidérmico 

EGTA: ácido etilen-glicol-bis-(β-aminoetil-éter)-N,N,N’,N’-tetraacético 

G418: análogo de la neomicina 

GFP: proteína verde fluorescente 

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution 

InsP3: inositol-1,4,5-trisfosfato 

PBS: tampón fosfato salino 

PEI: polietilenimina 

PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 

PLC: fosfolipasa-C 

PMCA: Ca2+-ATPasa de membrana plasmática 

PMSF: fluoruro de fenil metil sulfonilo 

SDS: dodecil sulfato sódico 

SERCA: Ca2+-ATPasa de retículo sarcoendoplasmático 

SOC: canales de Ca2+ operados por depósitos intracelulares 

SOCE: entrada de Ca2+ operada por depósitos intracelulares 

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamino 

Tris: tris(hidroximetil)aminometano 

  



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

  



 

 

 

 



Introducción 

25 

 

1. Ca2+ LIBRE INTRACELULAR.  

1.1 Ion calcio (Ca2+) como mensajero intracelular. 

Cuando un señalizador extracelular se une específicamente a su receptor de 

membrana plasmática se da inicio a una cadena de eventos que conlleva a la transducción 

de dicha señal en el interior de la célula receptora. Esta señalización celular es llevada a 

cabo por numerosos mensajeros intracelulares que descodifican y transmiten estas 

señales, lo que da lugar a una respuesta fisiológica por parte de la célula. En células 

eucariotas existen numerosas moléculas que actúan como mensajeros intracelulares, tales 

como el 3’,5’-AMP cíclico (AMPc), 1,2-diacilglicerol (DAG), inositol 1,4,5-trisfosfato 

(IP3) o el ión calcio (Ca2+). 

Las variaciones en la concentración citosólica de Ca2+ libre ([Ca2+] i) están  

implicadas en el control del ciclo celular y la señalización celular durante el proceso de 

proliferación y muerte celular (Berridge et al., 2003; Berridge et al., 2000). Además, 

[Ca2+] i es también un mediador de la señalización celular durante la contracción muscular, 

transmisión del impulso nervioso e incluso tiene un papel crucial durante el proceso de 

fecundación oocitaria, por señalar sólo algunos ejemplos (Berridge et al., 2003; Berridge 

et al., 2000). Debido a la importancia de estas funciones celulares en las que está 

implicado el ion Ca2+, el estudio de las variaciones en la [Ca2+] i, así como las rutas en las 

que están implicadas estas oscilaciones, han suscitado gran interés desde que se conoce 

su función como segundo mensajero.  

La [Ca2+] i se sitúa en el intervalo 80-120 nM en células en reposo. La variación 

de esta concentración es crítica, ya que un pequeño cambio en la [Ca2+] i es suficiente para 

disparar numerosos eventos celulares. De este modo, el transporte de Ca2+ a través de 

canales y bombas específicas se encuentra altamente regulado para asegurar un control 

espacio-temporal de pequeñas variaciones de este segundo mensajero. Para incrementar 

la [Ca2+] i existen dos fuentes principales de Ca2+: (1) el medio extracelular, en el que la 

concentración de Ca2+ se encuentra en el intervalo 1-2 mM; y (2) los depósitos 

intracelulares de Ca2+, principalmente el retículo endoplasmático (RE), en el que la 

concentración de Ca2+ alcanza niveles micromolares, aunque también las vesículas de 

Golgi y las mitocondrias son importantes reservorios de Ca2+ (Bootman et al., 2001). 
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Por tanto, la entrada de Ca2+ al citosol se puede llevar a cabo por una serie de 

canales localizados en la membrana plasmática o en el RE (Figura 1). Así, podemos 

encontrar los siguientes transportadores en ambas membranas: 

1. Canales situados en la membrana plasmática implicados en la entrada de Ca2+ al 

interior celular. 

a. VOC (voltage-operated calcium channels): canales de Ca2+ sensibles a 

voltaje, que se activan por despolarización de la membrana (Catterall, 

1998). Dentro de este grupo se diferencian distintos tipos entre los que 

destacamos los canales de tipo L, N, P/Q (Antkiewicz-Michaluk, 1999). 

b. ROC (receptor-operated calcium channels): canales que se activan por la 

unión de un agonista al dominio extracelular del canal. Los ROCs más 

conocidos son los activados por unión a glutamato, ATP, serotonina y 

acetilcolina (Cavero and Spedding, 1983). 

c. SOC (store-operated calcium channel): canales de Ca2+ activados por el 

vaciado de depósitos intracelulares (Putney, 2001). 

2. Canales situados en la membrana del RE implicados en la entrada de Ca2+: 

a. IP3R (Inositol trisphosphate receptor): canales en los que se induce la 

apertura mediante el segundo mensajero IP3 (Berridge et al., 2000). 

b. RyR (Ryanodine receptor): en el caso de células musculares constituyen 

un sistema muy especializado responsable del vaciado de depósitos 

intracelulares de Ca2+ implicados en los ciclos de contracción-relajación 

muscular (Meissner, 1994). En el caso de células no musculares, se ha 

descrito la apertura de estos canales tras la estimulación con ADP ribosa 

cíclica (Berridge, 1998; Clapper et al., 1987). 

 

Puesto que los niveles que alcanza la [Ca2+] i durante los procesos de señalización 

celular podrían llegar a ser tóxicos para la célula en el caso de mantenerse 

permanentemente elevados, nos encontramos con varios sistemas de extrusión de Ca2+ 

que participan directamente en el control de los niveles intracelulares de Ca2+: 

 
1. Transportadores situados en la membrana plasmática: 

a. PMCA (plasma-membrane Ca2+-ATPase): bomba de Ca2+ situada en la 

membrana plasmática que bombea el Ca2+ del interior celular al exterior 

con gasto de ATP (Gill et al., 1984). 
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b. Intercambiador Na+/Ca2+: intercambiador iónico que extruye Ca2+ al 

medio extracelular utilizando el gradiente preexistente de Na+. 

2. Transportadores situados en la membrana del RE: 

a. SERCA (sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-ATPase): bomba de Ca2+ 

situada en la membrana del retículo endoplasmático que extruye Ca2+ del 

citoplasma al interior del RE (Ebashi et al., 1969; Hasselbach, 1964). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 Señalización intracelular mediada por Ca2+.  

En numerosas ocasiones cuando un señalizador extracelular se une a su receptor 

específico activa la ruta de los fosfoinositoles, de modo que activa indirectamente alguna 

de las isoformas de la fosfolipasa C (PLC), que hidroliza fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 

(PIP2) en inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG). El DAG es 

hidrofóbico y queda retenido en la membrana plasmática. Sin embargo, el IP3, al ser 

soluble, difunde por el citosol hasta interaccionar con su receptor (IP3R) localizado en el 

RE y liberar Ca2+ desde el lumen del RE hacia el citosol (Bootman et al., 2001). Además, 

otro activador de los IP3R es el incremento en la concentración de Ca2+ citosólico, un 

proceso denominado “liberación de Ca2+ inducida por Ca2+” o CICR (calcium-induced 

calcium release). Mediante este mecanismo el incremento del nivel de Ca2+ citosólico en 

las cercanías del receptor IP3R provocan la activación del mismo, lo que permite la salida 

Figura 1: Sistemas de transporte de Ca2+ en células eucariotas. IP3R: receptor de IP3; IR: receptor ionotrópico; 
PLC: fosfolipasa C; PMCA: Ca2+-ATPasa de membrana plasmática; SERCA: Ca2+-ATPasa de retículo 
endoplasmático; SOC: canal de Ca2+ operado por depósitos intracelulares. 
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de más Ca2+, activando al mismo tiempo a receptores vecinos (Figura 2).  

De este modo, el aumento de la concentración de Ca2+ citosólico induce una 

respuesta celular rápida en un espacio limitado de la célula. Este vaciado temporal de los 

depósitos intracelulares de Ca2+ (fundamentalmente el RE) podría conducir a una 

depleción permanente cuando la señalización se prolonga en el tiempo. Para facilitar la 

extensión temporal de las respuestas celulares a una señalización repetitiva, o una 

señalización intensa, se activa otra ruta de entrada de Ca2+ denominada entrada de Ca2+ 

regulada (u operada) por depósitos intracelulares (store-operated calcium entry, SOCE), 

que permite el llenado de los depósitos intracelulares de Ca2+ cuando existe una 

disminución significativa en los niveles de Ca2+ intraluminal (Lewis, 2007).  

2. ENTRADA DE Ca2+ OPERADA POR DEPÓSITOS (SOCE). 

En la membrana plasmática nos encontramos un sistema de canales de Ca2+ que 

permiten la entrada de Ca2+ del medio extracelular al citosol, permitiendo así que la 

SERCA contribuya al llenado del lumen del RE. Estos canales se denominan canales 

operados por depósitos o canales SOCs, y la entrada de Ca2+ a través de estos canales se 

denomina entrada de Ca2+ operada por depósitos o SOCE, ruta que se definió por primera 

Figura 2: Señalización celular mediada por Ca2+. DAG: 1,2-diacilglicerol; PIP2: fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato; 
PLC: fosfolipasa C; SC: señalizador celular; RE: retículo endoplasmático; RSC: receptor específico de señalizador 
celular. 
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vez en 1986 (Putney, 1986). Sin embargo, el mecanismo que regula este influjo ha 

permanecido sin esclarecer durante dos décadas.  

Existe una proteína que se encarga de transmitir la señal de vaciado de depósitos 

en el RE, conocida como STIM1 (stromal interation molecule 1), que es considerada un 

sensor de los niveles de Ca2+ intraluminales del RE. Tras el vaciado del RE, STIM1 se 

activa, oligomeriza y se transloca hacia las cercanías de la membrana plasmática 

interaccionando con los canales SOCs para su activación, siendo éste el paso 

desencadenante del influjo de Ca2+ inducido por el vaciado del RE (Figura 3). 

 

 

 

Mediante diversos estudios se determinó que las proteínas STIM1 y ORAI1 son 

los principales componentes moleculares de la entrada de Ca2+ regulada por depósitos 

intracelulares (Feske et al., 2006; Liou et al., 2005; Roos et al., 2005; Zhang et al., 2006b; 

Zhou et al., 2010).  

 

 

 

 

Figura 3: Esquema de la entrada operada por depósitos (SOCE). La activación de los IP3R, debido al incremento de 
la generación de IP3 por la PLC, conduce a una primera salida de Ca2+ desde el RE. Esta salida está acompañada de la 
relocalización de STIM1 que se aproxima a la membrana plasmática donde activa los canales SOC para estimular la 
entrada de Ca2+ desde el medio extracelular y facilitar así el incremento de la concentración de Ca2+ citosólico necesario 
para la generación de las ondas de Ca2+, y también para permitir el llenado del RE con objeto de que mantenga su 
funcionalidad durante el tiempo que permanezca activa esta señalización. 
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2.1 STIM1 . 

2.1.1 Estructura.  

STIM1 es una proteína de 685 aminoácidos formada por varios dominios 

claramente diferenciados (Figura 4), destacando un dominio intraluminal, una única 

región transmembranal y un dominio citosólico.  

 

1) El dominio intraluminal se corresponde con el extremo N-terminal y en él 

podemos encontrar las siguientes regiones: 

- Dominio de manos EF de unión a Ca2+ (cEF) 

- Dominio de manos EF que no se une a Ca2+ (hEF) (Stathopulos et al., 2008). 

- Dominio SAM o dominio α-sterile motif, que posee dos residuos de Asn 

susceptibles de glicosilación (Williams et al., 2002). 

2) Dominio transmembrana. 

3) En el dominio citosólico podemos diferenciar las siguientes regiones: 

- Dominios coiled-coil: incluye tres regiones llamadas CC1, CC2 y CC3. La región 

CC1 se divide en tres α-hélices, Cα1, Cα2 y Cα3 (Cole et al., 2008; Muik et al., 

2011; Yang et al., 2012). 

- Dominio SOAR o región activadora de STIM1-ORAI1. Esta región de STIM1 fue 

descrita por Yuan y cols. en 2009 y se corresponde con la mínima secuencia 

Figura 4: Dominios moleculares de STIM1. El extremo N-terminal de la proteína se encuentra dentro del lumen del 
RE, mientras que el extremo C-terminal está orientado hacia el citosol. SP: péptido señal; cEF: manos EF canónico; 
hEF: manos EF oculto; SAM: dominio sterile α-motif; TMD: dominio transmembrana; CC: tres regiones coliled-coil 
(CC1, CC2, CC3), CC1 está formado por tres α-hélices (Cα1, Cα2 y Cα3); SOAR: región activadora de ORAI1, 
formada por 4 α-hélices (Sα1, Sα2, Sα3 y Sα4); CAD y OASF: son regiones de mayor amplitud que SOAR y que la 
contienen; PS: dominio rico en serinas y prolinas; TRIP: dominio de interacción a microtúbulos; K: dominio rico en 
lisinas, que tiene función de unión a fosfolípidos de membrana. (Soboloff et al. 2012,  Nat Rev Mol Cell Biol 13(9):549-
65). 
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necesaria para la activación de ORAI1 (Yuan et al., 2009). Comprende desde el 

residuo 344 al 442, y contiene 4 α-hélices, llamadas Sα1, Sα2, Sα3 y Sα4 (Yang 

et al., 2009).  

- El anterior dominio también es conocido como segmento CAD (CRAC activation 

domain). Comprende desde el residuo 342 al 448 (Park et al., 2009). 

- Segmento OASF (ORAI-activating small fragment). Comprende desde el residuo 

233 al 450 (Muik et al., 2009). 

- Dominio rico en serinas y prolinas. Comprende desde el residuo 600 al 629.  

- Dominio de interacción a microtúbulos, que comprende la secuencia TRIP 

(residuos Thr-Arg-Ile-Pro, desde el residuo 642 al 645) (Honnappa et al., 2009). 

- Dominio rico en lisinas. Comprende desde el residuo 671 al 685 (Liou et al., 

2007). 

2.1.2 Activación de STIM1. 

Los dominios EF-SAM son las regiones necesarias para detectar los niveles de 

Ca2+ dentro del lumen del RE. En células en reposo las dos manos EF de STIM1 forman 

un complejo estable junto con el dominio SAM (Figura 5). En células en reposo nos 

encontramos unos niveles de Ca2+ en torno a 400 µM dentro del RE. Con estos niveles de 

Ca2+, las manos cEF de STIM1 se unen a iones Ca2+ formando así un complejo estable 

entre cEF-hEF y el dominio SAM. Cuando la concentración de Ca2+ intraluminal 

disminuye, Ca2+ se disocia del dominio cEF, lo que lleva a un cambio conformacional de 

la proteína, la cual adquiere una forma desplegada, en la que quedan expuestos residuos 

hidrofóbicos tanto de las regiones manos EF como de la región SAM (Stathopulos et al., 

2008). Esta desestabilización de la proteína mediante la exposición de residuos 

hidrofóbicos conlleva a la activación de STIM1 y posterior formación de oligómeros de 

la proteína. Esta situación es reversible de modo que cuando los niveles de Ca2+ se 

restauran dentro del lumen del RE, STIM1 vuelve al estado plegado o de reposo. Además, 

se ha comprobado que ciertas deleciones en el dominio SAM provocan la pérdida de 

capacidad para la formación de multímeros, demostrándose así que esta región es vital 

para la oligomerización de STIM1 (Baba et al., 2006). 
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Por otro lado, la porción citosólica de STIM1 contiene tres dominios coiled-coil 

(CC) muy conservados y situados inmediatamente después de la región transmembrana. 

Estos dominios CC están formados por tres regiones, CC1, CC2 y CC3, encargadas de la 

oligomerización de STIM1, es decir de las uniones entre distintas moléculas de STIM1. 

En células en reposo los dominios de manos cEF de STIM1 se encuentran unidos al ión 

Ca2+ formando el complejo manos EF-SAM, mientras que la proteína STIM1 se encuentra 

agrupada en dímeros (Covington et al., 2010; Muik et al., 2009; Penna et al., 2008; Yang 

et al., 2012). Estos dímeros de STIM1 se mantienen a través de la interacción entre las 

regiones CC (en particular la región CC1) y los dominios SOAR del par de moléculas de 

STIM1 (Covington et al., 2010). Estas regiones CC comprenden un amplio segmento de 

STIM1 (desde los aa 238-423) (Covington et al., 2010; Yang et al., 2012). 

Análisis de la proteína STIM1 llevados a cabo mediante cristalografía revelan que 

el dominio SOAR de STIM1 está compuesto por 4 α-hélices (345-444), dos hélices largas 

(Sα1, Sα4) y dos hélices pequeñas (Sα2 y Sα3). La estructura molecular de STIM1 nos 

revela que la región Sα1 (347-354) de una molécula de STIM1 interacciona con residuos 

del segmento Sα4 (429-436) de la otra molécula en un dímero de STIM1 (Yang et al., 

2012). 

Por otro lado, cuando se expresa STIM1 con el extremo C-terminal delecionado 

se observan uniones inestables entre moléculas de STIM1 tras el vaciado de depósitos, lo 

Figura 5: Estructura de dímero de STIM1 en reposo. Estructura empaquetada de STIM1 en reposo. El dímero 
de  STIM1 se mantiene unido mediante interacciones entre los dominios SOAR de ambas moléculas. (Soboloff et 
al. 2012. Nat Rev Mol Cell Biol 13(9):549-65).  
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que sugiere que estas regiones son necesarias para formar multímeros estables de STIM1, 

aunque no es la única región que participa en la interacción entre moléculas (Covington 

et al., 2010). Así, se concluyó que las interacciones de STIM1 a través del extremo N-

terminal se estabilizan con las interacciones entre los dominios del extremo C-terminal. 

Por tanto, aunque la region SAM participa en la multimerización de STIM1 inducida por 

el vaciado de depósitos, los dominios coiled-coil y SOAR permiten una robusta 

multimerización de STIM1, permitiendo que se formen multímeros estables. 

Los residuos ácidos de STIM1 localizados en la región Cα3 del CC1 (318-322, 

EEELE) presentan una estructura muy parecida al extremo C-terminal de ORAI1 que se 

une a STIM1. En este sentido se ha mostrado que esta región de STIM1 (318-322, 

EEELE) actúa como región inhibidora de la región SOAR. Estudios en los que se 

sustituyeron los cuatro glutamatos por alaninas (AAALA), mostraron la unión 

constitutiva entre ORAI1 y STIM1, y se observó una activación constitutiva de ORAI1, 

incluso cuando el RE presentaba niveles altos de Ca2+ (Korzeniowski et al., 2010). Esta 

región inhibitoria puede unirse directamente con la región básica de STIM1 (aminoácidos 

382-387, KIKKKKR), que se encuentra en la región Sα1 del dominio SOAR, bloqueando 

la interacción electrostática entre STIM1 y ORAI1.  

El dominio CAD de STIM1 también se une al extremo C-terminal de otros canales 

diferentes a ORAI, como el canal Cav1.2. Sin embargo, en este caso se ha comprobado 

que STIM1 inactiva estos canales Cav1.2 mediante dos mecanismos: por un lado mediante 

interacción física y por otro, más lenta, estimulando la internalización del canal y su 

degradación (Park et al., 2010; Wang et al., 2010).  

En resumen, en estado de reposo encontramos dímeros de STIM1, que se 

mantienen unidos mediante interacciones entre las regiones CC1 y SOAR. Para la 

activación de STIM1 tras el vaciado de depósitos, las regiones del extremo N-terminal 

interaccionan de un modo inestable y estas uniones se estabilizan tras la interación de las 

regiones del extremo C-terminal, lo que conduce a una forma desplegada de la proteína 

(Figura 6). Por tanto, la región SOAR de STIM1 tiene un doble papel, por un lado media 

la transición de STIM1 en su conformación en oligomeros activos, y por otro lado se une 
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directamente con ORAI1, activando así a dichos canales (Park et al., 2009; Yuan et al., 

2009). 

             

2.2 ORAI1.  

ORAI1 (Calcium release-activated calcium channel protein 1) es una proteína 

transmembranal que forma un canal selectivo de Ca2+ y que se activa tras el vaciado de 

depósitos intracelulares tras la interacción con STIM1. En este sentido trabajos iniciales 

permitieron determinar que la mutación R91W en ORAI1 causa inmunodeficiencia 

severa por la pérdida del influjo de Ca2+ en células T, y por su consiguiente incapacidad 

para ser activados (Feske et al., 2006), lo que permitió establecer su papel como mediador 

en SOCE y la generación de la corriente CRAC. 

ORAI1 contiene 4 dominios transmembrana con el extremo C-terminal y N-

terminal intracelular dirigidos hacia el citosol. La región C-terminal de ORAI1 (Figura 

7) está formada por una región coiled-coil pequeña que es la responsable de la unión a 

STIM1, ya que la deleción de esta región lleva a la inhibición de la apertura de los canales 

SOC mediada por STIM1 (Muik et al., 2008). Además, se ha identificado un grupo de 

residuos ácidos dentro de este segmento coiled-coil de ORAI1 (272-291; 

ELNELAEFARLQDQLDHRGD) como la región que está implicada en la unión a 

STIM1 y activación de canales SOCs. Estos residuos ácidos Glu272, Glu275, Glu278, 

Asp284, Asp287 y Asp291 del extremo C-terminal de ORAI1, deben interaccionar 

Figura 6: Activación y 
multimerización de STIM1. 
Dímero en estado de reposo de la 
proteína STIM1, formado por una 
estructura plegada, que tras detectar 
bajos niveles de Ca2+ dentro del 
lumen del RE adquiere una forma 
desplegada. La forma activa 
(dímero) interaccionará 
posteriormente con otras moléculas 
de STIM1 formando multímeros 
activos. (Soboloff et al. 2012. Nat 
Rev Mol Cell Biol 13(9):549-65).  
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electrostáticamente con la región coiled-coil de STIM1, de naturaleza básica, dentro de 

la región SOAR (382-387; KIKKKR) (Calloway et al., 2010; Korzeniowski et al., 2010).  

 

 

ORAI1 forma un canal funcional mediante un tetrámero (Penna et al., 2008)  

(Figura 8). Los residuos con carga negativa presentes en la hélice C-terminal, así como 

aquellos presentes en el poro del canal son los responsables de la selectividad del canal 

al ion Ca2+. En este sentido, se ha demostrado que los residuos ácidos de glutamato en las 

posiciones 106 y 190 (TM1 y TM3) y de aspartato en las posiciones 110, 112 y 114  

(región de unión entre TM1 y TM2) confieren al canal selectividad por Ca2+, ya 

mutaciones en estos residuos provocan un aumento en la permeabilidad a Ca2+ (Prakriya 

et al., 2006; Vig et al., 2006; Yeromin et al., 2006). 

Figura 8: Estructura del tetrámero que forma el canal de ORAI1. (A) El esquema nos muestra los residuos 
transmembrana (naranja), secuencias extracelular e intracelular (azul) y extremo C-terminal (verde). Los residuos con 
carga negativa responsables de la unión a STIM1 aparecen en el extremo C-terminal, así como en la parte del interior 
del poro encargada de seleccionar el paso de Ca2+. (B) Estructura de la α-hélice del extremo C-terminal. Se muestran 
los residuos ácidos (Glu272, Glu275, Glu278, Asp284, Asp287 y Asp291) que deben unirse a los residuos básicos del 
dominio SOAR de STIM1. (Soboloff et al. 2012. Nat Rev Mol Cell Biol 13(9):549-65). 

Figura 7: Estructura de ORAI1. El esquema nos muestra la proteína ORAI1 incluido sus 4 dominios 
transmembrana (TM1-TM4), 3 α-hélices que unen dichos dominios transmembranas y el extremo C-terminal y 
N-terminal, ambos orientados hacia el citoplasma celular. (Lewis, RS, 2011. Cold Spring Harb Perspect Biol. 
1;3(12)). 
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El vaciado de Ca2+ en el RE activa SOCE mediante una reorganización de la 

distribución de STIM1 y ORAI1 en las células. En células en reposo los niveles de Ca2+ 

en el RE se sitúan en torno a 400-500 µM, y en este estado tanto STIM1 como ORAI1 se 

encuentran localizados de modo difuso en la membrana del RE y la membrana plasmática 

respectivamente. Cuando se vacían los depósitos intracelulares se produce un cambio 

conformacional de STIM1 que estabiliza a la molécula y lleva a la oligomerización de 

STIM1 y translocación a las cercanías de la membrana plasmática (MP) mediante 

yuxtaposiciones MP-RE. El vaciado de depósitos estimula la interacción ORAI1-STIM1 

que permite la activación del canal (Figura 9). 

 

Estas zonas de unión RE-MP son regiones estrechas en las que ambas membranas 

se aproximan unos 20 nm (Giordano et al., 2013; Orci et al., 2009; Shen et al., 2011). El 

dominio citosólico de STIM1 abarca el espacio entre el RE y la MP, de modo que la cola 

polibásica de STIM1 rica en lisinas es la responsable de unión a fosfolípidos de membrana 

como fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) y fosfatidilinositol 3,4,5-trisfofato (PIP3) 

(Bhardwaj et al., 2013; Ercan et al., 2009). 

2.3 STIM1 es una fosfoproteína.  

Manji y cols. describieron en el año 2000 que STIM1 es una fosfoproteína, 

destacando que la fosforilación de la misma estaba presente principalmente en residuos 

de serina (Manji et al., 2000). Mediante ensayos de proteómica a gran escala y análisis de  

Figura 9: Activación de canales SOC mediada por STIM1. Se muestra el modelo para la activación de canales SOC, 
comenzando con la activación de STIM1 tras el vaciado de depósitos, adquiriendo una estructura desplegada que 
posteriormente oligomeriza, alcanza las proximidades de la MP, interaccionando con los canales SOCs formados por 
tetrámeros de ORAI1 que se activan, permitiendo la entrada del Ca2+ al interior celular. (Fahrner  et al. 2014- J. Biol 
Chem. 289(48):33231-33244). 
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espectrometría de masas, Olsen y cols. comprobaron la existencia de numerosos residuos 

de serina fosforilados en STIM1 tras tratar las células HeLa con EGF (Olsen et al., 2006), 

sin embargo no han existido trabajos detallados para comprobar la naturaleza de los 

residuos fosforilados hasta 2009-2010. 

SOCE no es una ruta activa durante la mitosis y meiosis (Machaca and Haun, 

2000; Preston et al., 1991). Por ello, Smyth y cols. estudiaron los residuos de STIM1 

suceptibles de ser fosforilados durante la mitosis de células HeLa y células HEK293, para 

compararlos con los determinados en cultivos asincrónicos. Así se demostró que las 

serinas 602 y 608 aparecian desfosforiladas durante la mitosis, mientras que las serinas 

486 y 668 se encontraban fosforiladas (Smyth et al., 2009). En este mismo trabajo, se 

pudo comprobar que la doble sustitución de serinas por alaninas en los residuos 468 y 

668 (S468A/S668A) restauraba SOCE en mitosis, lo que confirmó la implicación de la 

fosforilación de STIM1 en las Ser468 y Ser668 en mitosis para inactivar SOCE (Smyth 

et al., 2009). También en 2009 Yu y cols. estudiaron la fosforilación de STIM1 durante 

la meiosis en oocitos, y utilizando mutantes de STIM1 que mimetizaban la 

desfosforilación constitutiva (sustitución S/A), estos autores determinaron que la 

fosforilación de los residuos de Ser no modulaba la multimerización de STIM1 en 

meiosis, por lo que concluyeron que este proceso no se encontraba implicado en la 

inhibición de SOCE durante la meiosis (Yu et al., 2009). 

En 2010 Pozo-Guisado y cols. mostraron que ERK1/2 fosforilaba las Ser575, 

Ser608 y Ser621 de STIM1 in vitro, y demostraron además que la fosforilación de STIM1 

era necesaria para la activación de SOCE in vivo, afirmación que se reforzó con la 

sustitución de las Ser575, Ser608 y Ser621 por alanina, mimetizando así una 

defosforilación constitutiva, en una versión mutada de STIM1 que veía disminuida la 

entrada de Ca2+ mediante SOCE (Pozo-Guisado et al., 2010). 

Posteriormente Lopez y cols. mostraron que STIM1 también podía ser fosforilado 

en residuos de tirosinas en plaquetas humanas. Esta fosforilación tenía lugar poco tiempo 

después de la adición de Tg, de tal modo que ocurría antes de la multimerización de 

STIM1. También pusieron de manifiesto la implicación de esta fosforilación de STIM1 

en residuos de tirosinas para la asociación de STIM1 con los canales de ORAI1 presentes 

en la membrana plasmática y la consecuente activación de SOCE (Lopez et al., 2012). 
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En conclusión, la fosforilación de STIM1 parece tener una papel regulador de la 

activación de SOCE en células en interfase, aunque parece ser un regulador negativo 

durante la mitosis. Por ello, y dado que STIM1 en un sustrato de las quinasas ERK1/2, es 

conveniente destacar aquí algunos aspectos de la señalización mediada por ERK1/2. 

3. RUTA DE SEÑALIZACIÓN CELULAR RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2.   

La ruta de señalización celular RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2 es una ruta de 

señalización que forma parte de la ruta de las proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAP quinasas – Mitogen activited protein kinases). Esta ruta de señalización está 

compuesta por una cascada de serina/treonina quinasas que transforman estímulos 

extracelulares en respuestas celulares. Los factores que activan la ruta son principalmente 

factores de crecimiento, entre los que se  incluyen el factor de crecimiento epidérmico 

(EGF), factor de crecimiento nervioso (NGF) o el factor de crecimiento plaquetario 

(PDGF). Además esta ruta es activada por ligandos de receptores acoplados a proteínas 

G (GPCRs), y en respuesta a insulina (Boulton et al., 1990), citoquinas, estrés osmótico 

y desorganización de microtúbulos. Las respuestas celulares a esta activación son muy 

variadas y abarcan procesos como proliferación celular, mitosis, expresión génica, 

supervivencia, apoptosis y diferenciación celular. La activación del receptor mediante la 

unión de un ligando (factor de crecimiento o citoquina) provoca que se active la actividad 

tirosina quinasa del receptor, uniéndose así a la proteína GRB2 (Growth factor receptor-

bound protein 2) que activa a la proteína G monomérica RAS, y que a su vez activa a 

RAF y finalmente a las serinas/treoninas quinasas MEK1/2, que son activadoras de 

ERK1/2 (Figura 10). 
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3.1 RAS. 

La proteína RAS es una proteína G monomérica, con actividad GTPasa, que actúa 

como interruptor molecular. Se han descrito 4 isoformas de la proteína RAS: H-RAS, K-

RAS4A, K-RAS4B y N-RAS, que se expresan de forma genérica en todos los tejidos y 

tipos celulares estudiados. La proteína RAS presenta dos conformaciones estructurales, 

por un lado RAS unido a guanosina difosfato (GDP), siendo ésta la forma inactiva de 

RAS, y por otro lado RAS unida a guanosina trifosfato (GTP), la forma activa de la 

proteína (Figura 11). 

Figura 11: Activación de RAS.
Esquema de la activación de RAS. 
GAPs: proteínas de activación de 
GTPasas. GDP: guanosina difosfato. 
GEFs: factores de intercambio GDP-
GTP; GTP: guanosina trifosfato. Pi: 
grupo fosfato. 

Figura 10: Esquema de la ruta de señalización 
RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2. Esquema de la 
ruta que se inicia con la unión del factor de 
crecimiento a su receptor de membrana 
específico, y continúa con la ruta de  señalización 
mediante fosforilación y por tanto activación de 
las MAP quinasas implicadas. (Kin HJ. 2004. 
Nature Reviews in Molecular Cell Biology 5, 
441-450). 
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La activación de RAS se lleva a cabo en la membrana plasmática mediante la 

implicación de SOS, un factor de intercambio de nucleótidos de guanina (GEF) que 

cataliza el intercambio de GDP a GTP (Niault and Baccarini, 2010). En este proceso de 

activación también está implicada la proteína GRB2 que forma un complejo con SOS, 

complejo que hace de puente entre el receptor tirosina-quinasa activado por su ligando y 

la proteína RAS. La proteína GRB2 consta de un dominio SH2, a través del cual se une 

al residuo fosforilado del receptor tirosina-quinasa. Este dominio SH2 de GRB2 está 

flanqueado por dos dominios SH3, que se unen especificamente a secuencias ricas en 

prolinas, siendo estos dominios los responsables de la unión al extremo C-terminal de la 

proteína SOS. De este modo, SOS es reclutada del citosol a la membrana plasmática como 

resultado de su interacción con GRB2, lo que estimula la función GEF de SOS y activa a 

RAS mediante el intercambio de GDP por GTP. GRB2, además de unirse directamente 

al receptor tirosina-quinasa, puede unirse a través de la proteína SHC que presenta un 

dominio PTB (de unión a tirosina fosforilada) en el extremo N-terminal (Vigil et al., 

2010).  

La proteína RAS se inactiva mediante proteínas activadoras de GTPasas (GAPs), 

las cuales potencian la actividad GTPasa de RAS, Las formas de RAS oncogénicas que 

presentan mutaciones en los residuos 12 o 61, tienen suprimida la sensibilidad a las GAPs, 

por lo tanto se mantienen constitutivamente unidas a GTP, es decir activas (Bos, 1989; 

Karnoub and Weinberg, 2008). 

Las proteínas RAS modulan funciones celulares esenciales, y de entre sus 

efectores encontramos las proteínas RAF (Vojtek et al., 1993; Warne et al., 1993; Zhang 

et al., 1993). 

3.2 RAF. 

La familia RAF es un grupo de proteínas serina/treonina quinasas citosólicas que 

se activan tras la unión directa con la proteína RAS-GTP. En células de mamíferos se 

expresan tres isoformas de esta familia, A-RAF, B-RAF y C-RAF. Las diferentes 

isoformas de RAF presentan distinta afinidad por su activador así como por su diana, 

MEK1/2 (Leicht et al., 2007). B-RAF se considera la más activa (Hu et al., 2013). Se ha 

observado que aproximadamente el 7% de B-RAF está mutado en diferentes tipos de 
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cáncer, sin embargo mutaciones en A-RAF o C-RAF son menos abundantes (Davies et 

al., 2002; Mercer and Pritchard, 2003). La mutación más común en B-RAF es la que 

sustituye la valina 600 por glutamato e induce la activación constitutiva de B-RAF (Wan 

et al., 2004). 

La activación de RAF requiere la translocación a la membrana y además la 

actividad se regula mediante fosforilación (Matallanas et al., 2011). Para la activación de 

RAF se requiere de la fosforilación en sitios distintos de la proteína: 

1. Fosforilación de dos residuos del dominio de activación de la quinasa (Chang and 

McCubrey, 2001). 

2. Fosforilación de una serina y una tirosina en la región cercana al extremo N-

terminal que se denomina dominio N-terminal acídico (NtA). En este caso B-RAF 

tiene la serina fosforilada de modo constitutivo y la tirosina aparece sustituida por 

un residuo de Asp (Diaz et al., 1997; Marais et al., 1995; Mason et al., 1999). 

 

La proteína RAF aparece en un conformación cerrada que le confiere un estado 

inactivo. El dominio N-terminal, que contiene el dominio regulatorio, se pliega ocultando 

así la región catalítica (Tran and Frost, 2003). Esta conformación inactiva de la proteína 

se estabiliza por la proteína 14-3-3, que se une a las serinas constitutivamente fosforiladas 

de RAF (S259 y S621 en C-RAF; S365 y S729 en B-RAF; S214 y S576 en A-RAF) 

(Matallanas et al., 2011). Por otro lado, la unión de B-RAF o C-RAF a RAS-GTP desplaza 

a la proteína 14-3-3 de la serina del extremo N-terminal dejando libre un extremo de la 

14-3-3. En esta situación el extremo libre de la 14-3-3 se une a otra molécula de RAF 

formando así un dímero (homodímeros en el caso de C-RAF y heterodímeros en el caso 

de B-RAF que se une a otra molécula de C-RAF). El dímero se encuentra estabilizado 

por la proteína 14-3-3 que forma un puente entre los extremos C-terminal de cada 

monómero de RAF (Figura 12). Un vez formados los dímeros unidos a RAS, uno de los 

monómeros cede su grupo fosfato del NtA al dominio quinasa del otro monómero, por lo 

que activa este dominio quinasa que ya es capaz de unirse a su diana, MEK1/2 y activarla 

mediante fosforilación. 
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3.3 MEK1/2. 

La familia MEK (mitogen extracellular signal-regulated kinase), también llamada 

MAPKK, es una familia de quinasas que se activan por fosforilación. La proteína RAF, 

como hemos comentado en el apartado anterior, fosforila a MEK1 en las serinas 218 y 

222 (Zheng and Guan, 1994) y en el caso de MEK2 en las serinas 222 y 226. MEK1/2 

catalizan la fosforilación tanto de treoninas como tirosinas de sus proteínas diana. 

Figura 12: Activación de RAF por RAS. (A) todas las isoformas de RAF tienen un dominio de unión a RAS en el 
extremo N-terminal (RBD) y un dominio rico en cisteínas (CRD), ambos necesarios para el reclutamiento a la 
membrana. El dominio con actividad quinasa se encuentra en el extremo C-terminal con la región de activación (verde). 
Cerca del dominio quinasa en dirección al extremo N-terminal encontramos el dominio NtA (rojo). (B) RAS activado 
recluta B-RAF a la MP. RAS permite la unión de otra molécula de RAF. Ya en el dímero el NtA de B-RAF 
constitutivamente activo induce un cambio conformacional que permite la cis-fosforilación del monómero receptor, 
permitiendo la unión a MEK y su fosforilación. (C) C-RAF puede disociarse de B-RAF y dimerizar y activar a otra 
molécula de RAF, llevando a la amplificación de la señal. (Cseh B et al 2014. FEBS letters 588: 2398-2406). 
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La asociación de MEK con su activador (RAF) así como con su diana (ERK1/2) 

se lleva a cabo a través de la proteína KSR (Wortzel and Seger, 2011). La proteína KSR 

(kinase supressor of Ras) es un modulador positivo de esta vía (McKay et al., 2011) que 

actúa de andamiaje para unir a RAF, MEK y ERK. El extremo C-terminal de KSR posee 

ciertas características de proteína quinasa (Therrien et al., 1995), por lo que a este tipo de 

proteínas se les considera pseudoquinasas (Manning et al., 2002), ya que tienen mutados 

uno o varios residuos necesarios para desarrollar su actividad catalítica. KSR2 se une a 

MEK1 manteniendo su dominio catalítico inactivo, ya que los dominios de KSR2 y 

MEK1 están enfrentados (Brennan et al., 2011). En la Figura 13 podemos ver un esquema 

que nos resume la activación de MEK. Cuando B-RAF se une a C-RAF y lo activa, el 

complejo KSR/MEK es reclutado hacia la membrana y de esta forma B-RAF se une de 

modo estable al complejo KSR/MEK, induciendo un cambio conformacional que expone 

el segmento de activación de MEK, permitiendo ser fosforilado por C-RAF. 

 

Debido a la importancia de esta ruta y su implicación en muchos tipos de cáncer, 

se han desarrollado varios inhibidores de estas kinasas MEK1/2. Entre éstos nos 

encontramos con PD0325901 y PD184352 (Davies et al., 2000; Rinehart et al., 2004). El 

Figura 13: Modelo para la activación de MEK. (A) En células en reposo nos encontramos con B-RAF, C-RAF y el 
complejo KSR/MEK en el citosol. (B) RAS activado recluta a C-RAF a la membrana plasmática, acción en la que 
participa B-RAF. (C) El complejo KSR/MEK también se localiza en la membrana e interacciona con B-RAF, 
induciendo un cambio conformacional que expone el segmento de activación de MEK que puede así ser fosforilado 
por C-RAF. (McKay MM et al, 2011, Small GTPases 2:5, 276-281). 
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inhibidor CI-1040 o PD184352 fue el primer inhibidor de MEK que se utilizó para 

ensayos clínicos, pasando los ensayos en fase I, aunque los estudios en fase II se 

detuvieron puesto que los resultados fueron negativos. PD0325901, que es un derivado 

de CI-1040 con modificaciones en su estructura química, también ha sido utilizado para 

ensayos clínicos, tanto en fase I como en fase II (Sebolt-Leopold and Herrera, 2004).  

3.4 ERK1/2. 

ERK (Extracellular-signal-regulated kinases), es una familia de MAP quinasas 

que cuenta con dos isoformas, p44 ERK1 y p42 ERK2 (Figura 14) que comparten un 

84% de homología además de compartir muchas de sus funciones (Lloyd, 2006). 

 

MEK1/2 cataliza la fosforilación de la tirosina 204 y treonina 202 de ERK1 y la 

tirosina 187 y treonina 185 de ERK2, siendo la fosforilación de los dos residuos necesaria 

para la activación de la quinasa. En reposo, ERK1/2 se localiza principalmente en el 

citosol, donde se encuentra unido a MEK1/2 (Fukuda et al., 1997). Cuando ERK1/2 es 

fosforilado por MEK1/2, ERK1/2 dimeriza y se distribuye por toda la célula, 

translocándose también al núcleo (Zehorai et al., 2010).  

Las quinasas ERK1/2 fosforilan proteínas que contienen la secuencia Pro-X-

Ser/Thr-Pro, entre las que se han descritos las siguientes (Yoon et al., 2006):  

- Factores de transcripción: NFAT, c-Myc, c-Fos, ELK1, STAT3 

- Receptores y otras proteínas de membrana: EGFR, ENaC, SyK, GAB2 

- Proteínas citoplasmáticas: RSK, STAT5, MEK, PLA2, COX2, SOS 

Figura 14: Estructura de ERK1/2. Esquema de la estructura de las quinasas citoplasmáticas ERK1 y ERK2 donde se 
observan los dominios catalíticos entre otros. (Robkoski JR, 2012, Pharmacological Research 66, 105-143). 
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- Componentes del citoesqueleto: MAPs, calponina 

- Proteínas mitocondriales: Bcl-2 

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha descrito que STIM1 es otra de las 

proteínas diana de las quinasas ERK1/2 (Pozo-Guisado et al., 2010), al menos in vitro, y 

de hecho gran parte del trabajo que se describe en esta memoria está enfocado en analizar 

la regulación de STIM1 por la fosforilación de sitios dianas de ERK1/2 in vivo. Para 

llevar a cabo estos experimentos de análisis de la fosforilación de STIM1 por la ruta RAS-

RAF-MEK1/2-ERK1/2 hemos empleado uno de los factores más ampliamente estudiados 

y empleados para estimular esta ruta de señalización, el factor de crecimiento epidérmico, 

EGF. 

4. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDÉRMICO (EGF).  

EGF es un factor de crecimiento que fue descubierto en la década de los 60 

(Cohen, 1964) y que años más tarde ya se relacionó con la estimulación de células en 

cultivo (Cohen et al., 1975; Hollenberg and Cuatrecasas, 1973). EGF es una proteína de 

6,4 kDa muy conservada en la evolución y pertenece a la familia de factores de 

crecimiento EGF I, que incluye otros factores como TGF-α (Transforming growth factor) 

o HB-EGF (Heparin binding growth factor) (Harris et al., 2003; Schneider and Wolf, 

2009).  
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EGF se ha estudiado ampliamente desde su descubrimiento, pudiéndose 

demostrar su participación en proliferación y migración de queratinocitos, células 

endoteliales y fibroblastos, además de facilitar la regeneración dermal (Wenczak et al., 

1992). EGF es clave en la señalización molecular de células epiteliales para la 

movilización celular, siendo un factor implicado en re-epitelación (Hardwicke et al., 

2008). Se ha demostrado además que EGF es el mayor estímulo para la migración de 

fibroblastos así como para el cierre de heridas (Dogan et al., 2009; Fernandez-Montequin 

et al., 2009). Además, también es conocido que EGF está asociado al desarrollo y 

expansión de cáncer de mama (Kim and Muller, 1999), no sólo promocionando un efecto 

mitogénico, sino estimulando la migración e invasión de las células tumorales 

(Maheshwari et al., 1999; Ware et al., 1998; Wells et al., 2002) (Figura 15). 

4.1 Receptor de EGF (EGFR). 

El receptor de EGF pertenece a una familia de receptores tirosina-quinasas (RTK), 

formada por cuatro isoformas, EGFR (ErbB1), HER2/c-neu (ErbB2), HER3 (ErbB3) y 

Figura 15: Esquema de las rutas de señalización en las que está implicado EGF. La figura nos muestra las 
distintas rutas de señalización en las que está implicado EGF, con el fin de desencadenar una serie de procesos 
celulares como son proliferación, migración, citoprotección o transición epitelio-mesénquima, que se muestra en el 
esquema con las siglas EMT. (Bodnar RJ, 2011. Advanc Wound Care. Vol 2:1). 
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HER4 (ErbB4). Las isoformas EGFR y HER4 son formas completamente funcionales del 

receptor, mientras que ErbB2 no tiene ligando propio, por tanto sólo es capaz de activarse 

cuando se asocia a otra isoforma formando un heterodímero activo o en ocasiones 

homodímero pero inactivo. La isoforma ErbB3 no posee dominio quinasa funcional. 

Existen numerosos estudios en los que se ha podido demostrar como la sobreexpresión o 

la hiperactivación de estos receptores de EGF son responsables del desarrollo de gran 

variedad de tipos de cáncer (Hutchinson et al., 2015; Rowinsky et al., 2004; Rush and 

Ceresa, 2013; Tomas et al., 2014). 

El receptor de EGF se encuentra en la membrana plasmática y cuando su ligando 

específico se une al dominio extracelular del receptor estabiliza al mismo mediante un 

cambio conformacional que permite la dimerización del receptor, lo cual a su vez permite 

su activación (Burgess et al., 2003; Ogiso et al., 2002). El dominio interno del receptor 

(extremo C-terminal de la proteína) posee una serie de residuos de tirosina suceptibles de 

ser fosforilados (Y992, Y1045, Y1068, Y1148 y Y1173) (Schulze et al., 2005; Ullrich et 

al., 1984) (Figura 16). Además este dominio interno tiene actividad tirosina-quinasa, de 

tal manera que cuando el receptor dimeriza, se produce una trans-autofosforilación, 

añadiéndose grupos fosfato a los residuos de tirosinas del monómero vecino. Esta trans-

autofosforilación es el evento necesario para la activación del receptor (Nolen et al., 2004; 

Zhang et al., 2006a). Estos dominios fosforilados del receptor se unen a proteínas dianas 

del interior celular que poseen dominios SH2 o dominios PTB, responsables de transmitir 

la señal.   

Figura 16: Dimerización de EGFR. En el esquema podemos ver como el receptor de EGF aparece en la membrana 
plasmática en forma de monómero y tras unirse a su ligando (EGF) se produce un cambio conformacional en el dominio 
extracelular del receptor lo que permite la dimerización del mismo. (Endres NF et al, 2014. Trends Biochem Sci. 39: 
10). 
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5. RESVERATROL. 

El resveratrol [3,5,4’-trihidroxiestilbeno] (RES) es una fitoalexina natural que se 

encuentra enriquecida en la piel de la uva y como consecuencia en el vino tinto y cuyo 

consumo se ha relacionado con numerosos efectos beneficiosos para la salud (Baur and 

Sinclair, 2006; Mukherjee et al., 2010). RES fue identificado por primera vez como un 

componente activo en raíces de Polygonum cuspidatum y presenta una estructura química 

muy similar a la de algunas hormonas esteroideas (Figura 17). De hecho, numerosos 

trabajos han mostrado que RES actúa como un fitoestrógeno capaz de interaccionar con 

el receptor de estrógenos e inducir una actividad agonista o antagonista sobre dicho 

receptor. Esta respuesta celular puede ser muy variable dependiendo del tipo celular y de 

la concentración de RES utilizada (Bowers et al., 2000; Schmitt et al., 2002). 

Numerosos estudios han puesto de manifiesto el potencial efecto terapéutico de 

RES en el tratamiento y prevención de diversas enfermedades. Así, se ha observado que 

RES es un compuesto quimiopreventivo y quimioterapéutico capaz de inhibir el proceso 

de carcinogénesis en diferentes estadios (Jang et al., 1997). Por otro lado, el consumo de 

vino tinto y extractos de uva con alto contenido en RES se ha relacionado con un potencial 

efecto cardioprotector. En este sentido, numerosos estudios han puesto de manifiesto que 

RES inhibe la función de leucocitos polimorfonucleares en enfermedades de corazón 

(Rotondo et al., 1998), disminuye la agregación plaquetaria (Chen and Pace-Asciak, 

1996; Demrow et al., 1995; Orsini et al., 1997)(Karlsson et al., 2000) promueve 

vasorelajación (Lekakis et al., 2005), suprimen la arteriosclerosis (Wang et al., 2005), 

reduce la peroxidación de lípidos (Fuhrman et al., 1995) y regula las concentraciones 

séricas de colesterol y triglicéridos (Frankel et al., 1993; Zern et al., 2003). Además, 

Figura 17: Estructura química de 
trans-resveratrol y cis-resveratrol. 
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debido a su capacidad antioxidante (Karlsson et al., 2000; Wang et al., 1999), el RES se 

ha relacionado con una alta actividad anti-inflamatoria, proceso íntimamente relacionado 

con enfermedades cardiovasculares, cáncer y otras dolencias como son la artritis, 

enfermedad de Crohn o psoriasis.  

El RES inhibe la proliferación de diversas líneas células tumorales, induciendo 

muerte celular apoptótica de manera selectiva en células que responden a hormonas 

esteroideas (Benitez et al., 2007a; Benitez et al., 2007b; Pozo-Guisado et al., 2002; Pozo-

Guisado et al., 2004). A lo largo de los últimos 15 años se ha evidenciado el efecto de 

RES como agente antitumoral, no solamente a nivel de alteración de la supervivencia 

celular y aumento de la apoptosis sino también en niveles más avanzados de la 

enfermedad, inhibiendo la invasión del tumor y la angiogénesis, así como la inhibición 

de procesos antiinflamatorios, evitando así la migración y la consiguiente metástasis que 

pueden provocar dichas células cancerígenas (Athar et al., 2009; Baur and Sinclair, 2006; 

Cucciolla et al., 2007; Jang et al., 1997; Mukherjee et al., 2010).  

Numerosos estudios muestran un amplio espectro de dianas para el RES (Figura 

18) incluyendo reguladores de ciclo celular, factores de transcripción y reguladores de las 

vías de apoptosis y supervivencia celular (Athar et al., 2009; Baur and Sinclair, 2006; 

Cucciolla et al., 2007; Mukherjee et al., 2010). RES tiene un rango de acción en el 

intervalo micromolar y su actividad biológica depende de la actividad simultánea en 

múltiples dianas moleculares. Enzimas relacionadas con la síntesis de mediadores 

proinflamatorios a partir del ácido araquidónico, como son la ciclooxigenasa y la 

lipooxigenasa (COX y LOX) están inhibidas por RES (Subbaramaiah and Dannenberg, 

2003), siendo este efecto muy importante en el tratamiento del cáncer debido a la íntima 

relación que existe entre el desarrollo del cáncer e inflamación. 

Numerosas quinasas están moduladas por RES, tanto tirosina-quinasas como 

serina-treonina quinasas (Jayatilake et al., 1993). La inhibición de PKC por RES se ha 

relacionado con la inhibición del crecimiento celular y la inducción de apoptosis en varios 

tipos de tumores (Atten et al., 2005; Stewart and O'Brian, 2004). Otra familia de quinasas 

dianas del RES son las MAPK, en las que se incluye ERK1/2, JNK1/2 y p38 MAPK, 

presentando RES un papel quimiopreventivo en el desarrollo de cáncer, incluidos células 

de cáncer de mama (Pozo-Guisado et al., 2002) o células de cáncer de próstata (Benitez 

et al., 2007a). Se conoce bien que RES modula la vía de señalización de fosfoinositol-3-

quinasa (PI3K), es decir, PI3K-PKB/AKT-GSK3 (Benitez et al., 2007b; Pozo-Guisado et 
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al., 2004). Sin embargo, el mecanismo molecular del efecto regulador de los estilbenos 

sobre la homeostasis de la [Ca2+] i no está claro, del mismo modo que no se conocen sus 

dianas moleculares (Zakharov et al., 2004), por lo que se ha empleado RES en este trabajo 

para determinar el mecanismo molecular de su modulación sobre la [Ca2+] i, una vez 

conocido que altera diferentes actividades quinasa relevantes para la activación de SOCE, 

como ERK1/2.  

6. PROTEÍNA END-BINDING  1 (EB1). 

6.1 Estructura de microtúbulos. 

Los microtúbulos son dímeros de α y β-tubulina que forman una estructura 

dinámica tubular claramente polarizada, pudiéndose distinguir dos extremos 

diferenciados conocidos como plus-end (+) y minus-end (-). Esta polaridad intrínseca de 

los microtúbulos se ve claramente en el proceso de ensamblaje, que sigue una dirección 

cabeza-cola y que es dependiente de la hidrólisis de GTP (Figura 19). El extremo positivo 

(plus-end) es el extremo de crecimiento más rápido in vitro y el único en crecimiento in 

vivo, mientras que el extremo negativo es el extremo de los microtúbulos que crece más 

lentamente in vitro y en células in vivo funciona como estabilizador, además de ser el sitio 

de desensamblaje. Ambos extremos pueden unirse a distintos factores que (1) controlan 

Figura 18: Dianas moleculares de RES. Esquema que nos muestra un gran espectro de moléculas dianas conocidas 
de resveratrol. (Mukherjee S et al., 2010. Dose-Response. 8:478-500). 
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su estado dinámico, (2) determinan su localización celular, y (3) permiten la adhesión a 

estructuras celulares. Los microtúbulos también sirven para desarrollar vías que 

favorecen el transporte de para los que necesitan la asistencia de determinadas proteínas 

motor de microtúbulos (Jiang and Akhmanova, 2011). 

Las proteínas que se asocian a los microtúbulos se conocen como MAPs (proteínas 

asociadas a microtúbulos). Dentro de estas proteínas existe un subgrupo de proteínas 

conocidas como +TIPs (proteínas plus-end tracking), que se acumulan en el final de los 

microtúbulos en crecimiento, es decir en el extremo plus-end (Schuyler and Pellman, 

2001). Estas proteínas viajan por el citoplasma junto con los microtúbulos y  regulan la 

interacción entre microtúbulos y otras estructuras intracelulares (Akhmanova and 

Steinmetz, 2008). 

6.2 Proteínas plus-end tracking (+TIPs). 

Las proteínas plus-end tracking (+TIPs) están implicadas en numerosas 

actividades celulares como la segregación de cromosomas, polarización celular, 

migración, señalización intracelular y arquitectura celular (Akhmanova and Steinmetz, 

2008; Carvalho et al., 2003; Galjart and Perez, 2003). Dentro del subgrupo de proteínas 

+TIPs nos encontramos con la proteína EB1 (end-binding protein 1). EB1 es uno de los 

tres miembros de la familía EB (EB1, EB2 y EB3) (Su and Qi, 2001) y se descubrío por 

primera vez como proteína que interaccionaba con el extremo C-terminal de la proteína 

Figura 19: Estructura de los microtúbulos. Los microtúbulos están compuestos por 13 protofilamentos (13 pf) de α
y β-tubulina, que precisan de la hidrólisis de GTP para el ensamblaje. Los microtúbulos están polarizados siguiendo un 
crecimiento desde el extremo minus-end hacia el extremo plus-end. (Galjart N, 2010. Curr Biol 20: 528-537). 
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APC (adenomatous polyposis coli), un supresor tumoral (Su et al., 1995). La proteína 

EB1 se encarga de guiar al extremo positivo (plus-end) en crecimiento de los 

microtúbulos además de reclutar a otras proteínas +TIPs (Honnappa et al., 2009) (Figura 

20). EB1 en su extremo N-terminal tiene un dominio CH (calponin homology) 

responsable de la interacción con microtúbulos, suficiente y necesario para el 

reconocimiento y crecimiento del extremo positivo del microtúbulo (Hayashi and Ikura, 

2003; Komarova et al., 2009). En el extremo C-terminal de EB1 encontramos un dominio 

coiled-coil responsable de la formación de homo- y heterodímeros. Este extremo C-

terminal también contiene el dominio EBH (EB homology domain) responsable de la 

interacción con otras proteínas +TIPs (Honnappa et al., 2009). El dominio coiled-coil de 

EB1 y el dominio EBH son capaces de reconocer e interaccionar con dominios presentes 

en otras proteínas +TIPs como son la secuencia de aminoácidos SxIP o el dominio CAP-

Gly (Figura 21). Por todo ello, podemos afirmar que la proteína EB1 es un regulador del 

crecimiento de los microtúbulos. 

Figura 20: Asociación de proteínas 
+TIPs a microtúbulos. (A) La proteína 
EB1 se une al microtúbulo utilizando su 
dominio de homología a calponina (CH). 
Otras proteínas +TIPs se unen al dominio 
EBH de EB1 mediante dominios SxIP o 
dominios Cap-Gly. (B) Transporte de 
proteínas a través de microtúbulos 
utilizando proteínas +TIPs. (Galjart N, 
2010. Curr Biol 20: 528-537). 
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6.3 STIM1 como proteína +TIP. 

Algunos estudios han puesto de manifiesto la importancia de los microtúbulos en 

la activación de SOCE y en las funciones en las que está implicado STIM1 dentro del RE 

(Honnappa et al., 2009; Smyth et al., 2007). STIM1 de hecho es una proteína 

perteneciente al subgrupo de proteínas +TIPs (Grigoriev et al., 2008). STIM1, presente 

en el membrana del RE, se une directamente a EB1 cuando los niveles de Ca2+ en el lumen 

del mismo son elevados (Grigoriev et al., 2008; Vaca, 2010). Tras el vaciado de depósitos, 

STIM1 se disocia de EB1 y se mueve a zonas de unión de la membrana plasmática y el 

Figura 21: Estructura de EB1 
e interacciones. (A) Estructura 
de EB1 donde se muestra el 
dominio CH y el dominio EBH. 
(B) Diagrama de la interacción 
entre EB1 y proteínas +TIPs que 
contienen las secuencias SxIP o 
CAP-Gly. (C) Interacción del 
dominio EBH con la secuencia 
SxIP de los peptidos CLASP2. 
Kumar P & Wittman T, 2012. 
Trends Cell Biol. 8: 418-428. 
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RE, donde se une directamente a los canales SOC (Sampieri et al., 2009). Más 

recientemente Asanov y cols. describieron que STIM1 se une a APC mediante una 

secuencia específica de STIM1 (residuos 680-685), y que esta unión es necesaria para 

poder anclar a STIM1 en la membrana plasmática y poder activar a ORAI1. Debido a que 

esta secuencia 680-685 también es la secuencia de unión a EB1, los autores concluyeron 

que STIM1 debe disociarse de EB1 para asociarse a APC (Figura 22) (Asanov et al., 

2013).  

7. TRANSICIÓN EPITELIO-MESÉNQUIMA (TEM). 

7.1 Características y diferencias entre células epiteliales y mesenquimales. 

Las células epiteliales presentan las siguientes características (Larue and 

Bellacosa, 2005): 

- Células planas con forma cuboidal. 

- Existe una interacción cohesiva entre células, lo que permite el desarrollo de una capa 

de células continuas. 

- En las células epiteliales se distinguen tres dominios de membrana: apical, basal y 

lateral. 

Figura 22: Modelo de mecanismo de interacción entre STIM1, EB1 y APC. Modelo propuesto por Asanov et al. 
que nos muestra como STIM1 se une a EB1 cuando los depósitos intracelulares están saturados de Ca2+. Tras el vaciado 
de depósitos, EB1 se disocia de STIM1 y éste se une a APC anclándose a la MP. (Asanov et al. 2013. Cell Calcium 54: 
246-256). 
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- Existe una polarización ápico-basal, que es evidenciada por la distribución de los 

distintos orgánulos y de componentes del citoesqueleto.  

- Pérdida de movilidad individual de las células epiteliales con respecto al medio 

extracelular. 

Las células mesenquimales presentan las siguientes características: 

- Células con morfología fusiforme, completamente irregular sin uniformidad ni en la 

composición ni en la densidad. 

- Pérdida de la interacción entre células.  

- No hay una clara diferencia entre la membrana apical y lateral. 

- No aparece polarización ápico-basal de orgánulos y componentes del citoesqueleto. 

- Las células mesenquimales tienen una gran movilidad pudiendo incluso tener 

propiedades invasivas. 

7.2 Definición de TEM. 

Durante el desarrollo embrionario y también durante la progresión ttumoral ciertas 

células pueden cambiar de fenotipo epitelial a mesenquimal mediante un evento 

estrechamente regulado y definido conocido como transición epitelio-mesénquima 

(TEM) (Radisky and Bissell, 2006). La TEM es un mecanismo celular muy importante 

durante el desarrollo embrionario. En mamíferos este proceso ocurre en fases muy 

tempranas del desarrollo, observándose por primera vez durante la pre-implantación con 

la formación del trofoectodermo y posteriormente en la gastrulación con la formación del 

mesodermo. La TEM también ocurre durante la formación de la cresta neural, 

remodelación de tejidos y el desarrollo de órganos (Thiery, 2002; Zeisberg et al., 2005). 

Durante la TEM se observan alteraciones morfológicas y cambios en la adhesión 

y capacidad de migración celular. Una caracteristica molecular crítica de la TEM es la 

regulación negativa de E-cadherina, una glicoproteína transmembranal implicada en 

uniones célula a célula (Gumbiner, 2005), con la consiguiente inducción de la expresión 

de N-cadherina (Lee et al., 2006). Por ello E-cadherina es un buen marcador de células 

epiteliales, mientras que las células mesenquimales se identifican con la utilización de 

algunos marcadores moleculares entre los que destacan N-cadherina, vimentina, 

localización nuclear de β-catenina y aumento de la producción de factores de crecimiento 

como Snail1, Snail2, Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2 que inhiben la producción de E-

cadherina (Figura 23). Los marcadores fenotípicos de TEM incluyen tanto el aumento en 
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la capacidad de migración como incremento de la capacidad de invasión en matrices 

extracelulares tridimensionales. La regulación negativa de E-cadherina se ha considerado 

un paso desencadente en este proceso. Esta regulación negativa puede venir mediada a 

nivel de RNAm o a nivel de proteína, es decir, mediante cambios en la distribución 

subcelular, translocación y degradación. Snail es uno de los responsables de la TEM 

mediante la represión de marcadores epiteliales, como E-cadherina y la indución de la 

expresión de otros marcadores mesenquimales (Cano et al., 2000).  

Varios factores de crecimiento inducen TEM mediante su unión a receptores 

tirosina quinasas. Entre estos factores de crecimiento implicados en TEM tenemos el 

factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento vascular endotelial 

(VEGF) y TGFα/β  (Lee et al., 2006; Lee et al., 2008; Savagner, 2001). Finalmente, y de 

interés en lo que respecta a este trabajo, otro de estos factores es EGF (Lee et al., 2008). 

  

Figura 23: Modificaciones celulares asociadas a la transición epitelio-mesénquima (TEM). (A)  Esquema de la 
TEM en el que las células epiteliales (en azul) se unen unas a otras mediante uniones adherentes usando E-cadherina 
(E-cad) y desmosomas constituidos por varias proteínas como desmoplaquina (dp). Células mesenquimales (en rojo) 
muestran E-cadherina en vesículas perinucleares y la desmoplaquina es internalizada. En estas células es observable la 
vimentina como componente del citoesqueleto (vim). (B-G) Línea celular SCC15 tras tratamiento con AKT (c, e y g) 
para inducir TEM. (rojo: E-cadherina; verde: vimentina). (Larue L. & Bellacosa A. 2005. Oncogene 24:7443-7454). 
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Los objetivos de este trabajo han sido: 

 

1.- Evaluación del estado de fosforilación in vivo de la proteína STIM1 en los residuos 

Ser575, Ser608 y Ser621. 

2.- Análisis de la activación de STIM1 tras la fosforilación de los residuos diana de 

ERK1/2, en distintos tipos celulares y tras el tratamiento con tapsigargina o con el factor 

de crecimiento epidérmico (EGF). 

3.- Implicación de la fosforilación de STIM1 en la migración de células de 

adenocarcinoma endometrial, así como en el proceso de transformación de fenotipo 

epitelio-mesénquima. 

4.- Estudio del efecto del resveratrol sobre la fosforilación de STIM1 en los residuos 

Ser575, Ser608 y Ser621 así como su implicación en la movilización de Ca2+ intracelular. 
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1. EL VACIADO DE LOS DEPÓSITOS INTRACELULARES DE Ca 2+ INDUCE 
LA FOSFORILACIÓN DE STIM1.  

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que STIM1 es fosforilado 

in vitro por las quinasas ERK1/2 (Pozo-Guisado et al., 2010). Este estudio puso de 

manifiesto que la fosforilación de STIM1 en los sitios diana de ERK1/2 (Ser575, Ser608 

y Ser621) es necesaria para una completa activación de SOCE. Así, la sobreexpresión del 

mutante de STIM1 en el que se sustituye estas serinas por alaninas (FLAG-STIM1-

S575A/S608A/S621A) provoca una inhibición de SOCE en células HEK293. El siguiente 

paso en nuestra investigación ha sido llevar a cabo un estudio de la fosforilación de 

STIM1 in vivo durante la activación de SOCE. Para ello se han desarrollado anticuerpos 

fosfoespecíficos para STIM1 frente los residuos fosforilados Ser575, Ser608 y Ser621, 

en colaboración con la Division of Signal Transduction and Therapy (DSTT) de la 

Universidad de Dundee. Para estudiar la fosforilación de STIM1 in vivo se utilizó la línea 

celular HEK293 Flp-In T-REx transfectadas de modo estable para la expresión inducible 

de STIM1. La fosforilación de STIM1 fue analizada en células en reposo y en células 

tratadas con el inhibidor de la SERCA tapsigargina (Tg), que induce el vaciado de los 

depósitos intracelulares de Ca2+. En la Figura 24 podemos observar que el vaciado de 

depósitos inducido por Tg provoca un aumento significativo de fosforilación de STIM1 

en las Ser575, Ser608 y Ser621. Para confirmar la especificidad de los anticuerpos fosfo-

específicos se utilizaron lisados de células HEK293 que sobreexpresan una versión de 

STIM1 mutada en la que se sustituyen las serinas de estos residuos por alaninas (FLAG-

STIM1-S575A/S608A/S621A), observándose la ausencia de señal frente a los 

anticuerpos fosfo-específicos. Para demostrar que la expresión de STIM1 total era igual 

en todas las condiciones ensayadas se analizó el nivel de expresión de esta proteína 

utilizando un anticuerpo anti-STIM1.  
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Por otro lado se estudió el efecto de los inhibidores PD0325901 y PD184352, 

inhibidores específicos de MEK1/2, ya que estas quinasas son responsables de la 

activación de ERK1/2 por fosforilación (Bain et al., 2007). En la Figura 25 se observa 

que al inhibir las quinasas ERK1/2 disminuye el nivel de fosforilación de STIM1 en los 

residuos Ser575, Ser608 y Ser621. Este resultado nos permite concluir que el vaciado de 

los depósitos intracelulares de Ca2+ induce la fosforilación de STIM1 en las Ser575, 

Ser608 y Ser621 in vivo y que las quinasas responsables de dicha fosforilación son las 

quinasas ERK1/2.  

Figura 24: Fosforilación in vivo de STIM1 en las Ser575, Ser608 y Ser621. Las células HEK293 Flp-In-T-REx 
transfectadas de modo estable e inducible para la expresión de STIM1-wild type o STIM1-S575A/S608A/S621A, se 
mantuvieron 8 h en medio de cultivo libre de FBS y se trataron con Tg 1 µM en HBSS libre de Ca2+ durante 10 min. 
Los lisados totales se utilizaron para determinar por inmunoblot la fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2
(pS575, pS608 y pS621). Como control de carga se analizó la expresión de STIM1 total con un anticuerpo comercial 
anti-STIM1. 
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Figura 25: Inhibición de la fosforilación de STIM1 en las Ser575, Ser608 y Ser621. Las células HEK293 Flp-In-
T-REx transfectadas de modo estable e inducible para la expresión de STIM1 (wt), tras 8 h en medio de cultivo libre 
de FBS, se trataron con Tg 1 µM en HBSS libre de Ca2+ durante 10 min. Para inhibir ERK1/2 las células se 
preincubaron con PD0325901 0,1 µM o PD184352 2 µM durante 10 minutos antes del tratamiento con Tg 1 µM. La 
activación de ERK1/2 se determinó con un anticuerpo específico anti-pThr202/pTyr204 ERK1/2 (marcado como 
pERK1/2). Como control de carga se utilizó un anticuerpo anti-ERK1/2 total. Los lisados totales se utilizaron para 
determinar por inmunoblot la fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 (pS575, pS608 y pS621). La 
cuantificación de los niveles de fosforilación se llevó a cabo por densiometría de la películas fotográficas usando para 
ello el software ImageJ. ***p<0,001. 
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2. MULTIMERIZACIÓN DE STIM1-GFP. 

Otro evento importante para la activación de SOCE es la multimerización de 

STIM1. En células en reposo STIM1 presenta una localización reticular debido a su 

distribuición homogénea por las cisternas del retítulo endoplasmático (RE). Sin embargo, 

cuando disminuyen los niveles de Ca2+ en el RE STIM1 se activa y oligomeriza formando 

agregados y favoreciendo la relocalización de STIM1 en zonas de la membrana 

plasmática dónde activa canales SOCs. Para estudiar la activación de STIM1 en nuestro 

sistema de trabajo decidimos analizar la multimerización de STIM1-GFP tras el vaciado 

de depósitos intracelulares de Ca2+ inducido por Tg. Para ello utilizamos células HEK293 

transfectadas de modo estable para la expresión de STIM1-WT-GFP, y se trataron con 

Tg (1 µM) en HBSS libre de Ca2+ durante 3 minutos. En la Figura 26 podemos observar 

como STIM1-GFP multimeriza tras el vaciado de depósitos en un 50-60% de las células. 

De este modo, podemos concluir que en la línea celular de estudio, STIM1 

sobreexpresado con el tag GFP responde al vaciado de depósitos y que por tanto es 

completamente funcional. 

 

Figura 26: Multimerización de 
STIM-WT-GFP tras el vaciado de 
depósitos intracelulares de Ca2+. 
Células HEK293 transfectadas de 
modo estable con STIM1-GFP, se 
tratataron con Tg 1 µM en HBSS libre 
de Ca2+ durante 3 minutos a 37ºC y se 
fijaron con paraformaldehido al 4%. En 
las imágenes se muestra STIM1-GFP 
en reposo y multimerizado tras el 
tratamiento con Tg. El porcentaje de 
células que presentan una marcada 
multimerización de STIM1 
(multímeros > 0,2 µm) se calculó con 
en un mínimo de 200 células a partir de 
3 ensayos independientes.  
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Del mismo modo, otros experimentos desarrollados en nuestro laboratorio han 

puesto de manifiesto que la cinética de multimerización de STIM1 se ve afectada por la 

fosforilación de STIM1 en los sitios diana de las quinasas ERK1/2. En estos experimentos 

se utilizaron células HEK293 que sobreexpresaban STIM1, STIM1-

S575A/S608A/S621A-GFP (simulando así una desfosforilación constitutiva) y STIM1-

S575E/S608E/S621E-GFP (simulando una fosforilación constitutiva). Así se observó que 

en los mutantes Ser/Ala se ralentizaba la cinética de multimerización, mientras que en los 

mutantes Ser/Glu la multimerización ocurría con una cinética mucho más rápida (Pozo-

Guisado et al., 2013). Estos resultados nos permitieron concluir que la fosforilación de 

STIM1 en los sitios diana de ERK1/2 modula la multimerización de STIM1 en respuesta 

al vaciado de depósitos. 

3. FOSFORILACIÓN DE STIM1 Y UNIÓN A EB1. 

Los aminoácidos Ser575, Ser608 y Ser621 están localizados en un dominio de 

STIM1 rico en serinas y prolinas, dominio con una función no descrita hasta la fecha. 

Además, estos residuos se encuentran cerca de la secuencia Thr-Arg-Ile-Pro (TRIP) 

(Figura 27), que incluye los aminoácidos 642-645, y que constituyen el dominio de unión 

al regulador de microtúbulos EB1. Se conoce que STIM1 es una proteína de unión a 

extremos crecientes de los microtúbulos (+TIP) y que al igual que otras proteínas de unión 

a microtúbulos, STIM1 se une directamente a EB1 a través de la secuencia TRIP, 

regulando así su localización celular (Grigoriev et al., 2008). Por otro lado se ha descrito 

que en otras proteínas +TIP se regula la unión a EB1 mediante fosforilación en sitios 

próximos a la secuencia S/TxIP, secuencia consenso de unión a EB1 (Tamura and 

Draviam, 2012; Watanabe et al., 2009; Zumbrunn et al., 2001). Por esta razón nos hemos 

planteado la hipótesis de que la fosforilación de STIM1 en los sitios diana de ERK1/2 

podría estar regulando la interacción con EB1 debido a su proximidad a la secuencia 

TRIP.  
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Para estudiar en profundidad la interacción de STIM1 y EB1 hemos transfectado 

EB1 marcado con HA (hemaglutinina) en células HEK293 que expresan de forma estable 

STIM1-GFP. A continuación hemos llevado a cabo un ensayo de precipitación de GFP 

para precipitar STIM1-GFP y analizar la cantidad de proteína HA-EB1 co-precipitada. 

De este modo se analizó la co-precipitación de STIM1 y EB1 en células en reposo o 

células tratadas con Tg en medio libre de Ca2+, tal y como se ha descrito en apartados 

anteriores, para inducir el vaciado d elos depósitos intracelulares. Por otro lado se 

utilizaron tres líneas celulares diferentes transfectadas de forma estable con: (1) STIM1-

GFP; (2) STIM1-S575A/S608A/S621A-GFP que contiene la mutación Ser/Ala 

simulando el estado desfosforilado de la proteína en estos residuos; y (3) STIM1-

S575E/S608E/S621E-GFP que contiene la mutación Ser/Glu simulando una fosforilación 

constitutiva de la proteína en estos residuos. En paralelo se transfectaron células que 

expresan sólo la proteína GFP y HA-EB1 como control negativo de los ensayos de co-

precipitación (Figura 28 – panel A). Cuando analizamos la co-precipitación de STIM1 

y EB1 en la línea celular que expresa STIM1-wt se observó un descenso significativo de 

HA-EB1 coprecipitado en células tratadas con Tg con respecto a las células en reposo. 

Estos resultados concuerdan con los datos publicados en los que se demostraba la 

disociación de STIM1 y EB1 tras el vaciado de depósitos intracelulares (Sampieri et al., 

2009). Por otro lado, cuando se analizó el nivel de HA-EB1 co-precipitado con STIM1-

S575A/S608A/S621A-GFP no se observó ninguna diferencia entre células en reposo y 

células tratadas con Tg, y en ambos casos se observó un nivel co-precipitado similar al 

de las células que expresaban STIM1-wt en reposo. Estos datos sugieren que la 

desfosforilación de STIM1 en las serinas Ser575, Ser608 y Ser621 promueve la unión a 

EB1. Además estos resultados concuerdan con lo observado con STIM1-wt-GFP, en el 

Figura 27: Esquema de STIM1. En este esquema se muestra el dominio S/P, dominios ricos en Ser/Pro que contiene 
los residuos Ser575, Ser608 y Ser621, y la secuencia TRIP de unión a EB1 (secuencia Thr642-Arg643-Ile644-Pro645), 
para mostrar la posición relativa de los sitios diana de ERK1/2 y la secuencia TRIP.  
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cual encontramos niveles elevados de STIM1-EB1 co-precipitado en células en reposo, 

es decir cuando STIM1 está mayoritariamente desfosforilado en los sitios diana de 

ERK1/2. Finalmente STIM1-S575E/S608E/S621E-GFP no se une a EB1 bajo ninguna 

condición experimental, lo que confirma que la fosforilación de STIM1 en los sitios diana 

de ERK1/2 induce la disociación de EB1, hecho observado durante el vaciado de 

depósitos intracelulares en células que expresan STIM1-wt. Como control de este 

experimento se muestran los paneles inferiores de la Figura 28A, en lo que se muestra 

que la expresión de HA-EB1 es homogénea en las distintas condiciones experimentales. 

Para comprobar la completa activación de STIM1 por fosforilación decidimos analizar 

también el nivel de fosforilación de STIM1 en la serina 575, comprobando así un aumento 

de fosforilación tras el tratamiento con Tg en los lisados totales. 

Figura 28: La fosforilación de STIM1 en las Ser575, Ser608 y Ser621 regula la unión a EB1. (A) Las células 
HEK293 que expresan STIM1-GFP (WT, S575A/S608A/S621A o S575E/S608E/S621E marcadas como WT, 3A y 3E 
respectivamente) se transfectaron de modo transitorio con HA-EB1 y se incubaron en HBSS con Ca2+ (- Tg) o en HBSS 
libre de Ca2+ con 1 µM de Tg durante 10 minutos (+ Tg). Para estudiar la unión de EB1 a STIM1 se precipitó STIM1-
GFP utilizando resinas de GFP-Trap y se analizaron los niveles de HA-EB1 co-precipitado por inmunoblot con un 
anticuerpo anti-HA. Los niveles de STIM1-GFP precipitados se evaluaron con un anticuerpo anti-GFP. Como control 
negativo se utilizaron células que sobreexpresaban la proteína GFP. Para determinar la cantidad total de HA-EB1 
expresada en cada condición se utilizaron lisados totales. Finalmente para determinar la activación de STIM1 mediante 
el vaciado de depósitos hemos evaluado el nivel de fosforilación de STIM1 en el residuo Ser575, utilizando un 
anticuerpo especifico anti-fosfoSer575-STIM1. (B) Las células HEK293 que expresan FLAG-STIM1 (wt, 3A o 3E) se 
transfectaron para la expresión transitoria de EB1-GFP. Como en el panel A, se utilizaron células en reposo (- Tg) o 
tratadas con Tg (+ Tg). EB1-GFP se precipitó y se evaluaron los niveles de STIM1 co-precipitado con un anticuerpo 
anti STIM1. El nivel de EB1-GFP co-precipitado se analizó con un anticuerpo anti-GFP. Como control negativo 
utilizamos células que sobreexpresaban el péptido FLAG. Al igual que en el panel A hemos evaluado el nivel de 
fosforilación de STIM1 en el residuo Ser575 con un anticuerpo específico. 
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Para corroborar nuestras conclusiones decidimos seguir una estrategia alternativa 

en siguientes experimentos. Para ello se transfectaron con EB1-GFP las líneas célulares 

HEK293 que expresaban: (1) FLAG-STIM1-wt, (2) FLAG-STIM1-

S575A/S608A/S621A y (3) FLAG-STIM1-S575E/S608E/S621E (Figura 28 – panel B). 

A continuación se llevó a cabo un ensayo de precipitación de GFP para precipitar EB1-

GFP y analizar la cantidad de proteína FLAG-STIM1 co-precipitada. De este modo se 

analizó la co-precipitación de STIM1 y EB1 en células tratadas con Tg en medio libre de 

Ca2+ y se comparó con células en reposo (incubadas con HBSS en presencia de Ca2+). 

Como control del experimento utilizamos células en reposo que no expresaban FLAG-

STIM1 y se transfectaron para la expresión de EB1-GFP. En los paneles inferiores 

podemos observar cómo la expresión de STIM1 en lisados totales era homogénea en todos 

los grupos de estudio y además podemos corroborar la activación de STIM1 tras el 

tratamiento con Tg, mediante el nivel de fosforilación de la Ser575. Finalmente con este 

nuevo diseño experimental pudimos corroborar los resultados observados en la estrategia 

anterior, mostrada en el panel A de la Figura 28. Así, el nivel de co-precipitación de 

Flag-STIM1 con EB1 bajaba tras el tratamiento con Tg. En células que expresaban Flag-

STIM1-3A esta disminución era menor y por otro lado, Flag-STIM1-3E prácticamente 

no co-precipitaba con EB1 en ninguna de las dos condiciones experimentales (reposo y 

Tg). 

Para complementar este estudio se procedió a la inmunolocalización de EB1 

endógeno en células que expresaban STIM1-GFP y mediante microscopía confocal se 

analizó la co-localización de ambas proteínas. Para ello se utilizaron líneas célulares 

HEK293 que expresaban: (1) STIM1-GFP, (2) STIM1-S575A/S608A/S621A-GFP y (3) 

STIM1-S575E/S608E/S621E, en reposo o tratadas con Tg y fijadas con paraformaldehido 

al 4%. A continuación se procedió a la inmunodetección de EB1 endógeno, utilizando un 

anticuerpo secundario unido al fluoróforo Alexa-Fluor 633 (rojo). STIM1 se detectó 

gracias a GFP (verde) y la tinción nuclear se llevó a cabo con Hoechst 33342 (azul). Para 

analizar la colocalización de las dos proteínas se trazó una línea a lo largo de la imagen y 

se escaneó la intensidad de fluorescencia emitida por los dos fluoróforos panel A de la 

Figura 29. A continuación se analizó el solapamiento de ambos fluoróforos, obteniendo 

de este modo las gráficas que se observan a la derecha del panel A, en las que se muestra 

la intensidad de fluorescencia frente a la distancia relativa. En el panel B de la Figura 29 

se muestra una gráfica con el resultado de la cuantificación de la co-localización de 
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STIM1-EB1. Los  resultados de este experimento revelan que la co-localización de 

STIM1-EB1 fue relativamente elevada hasta que se produce el vaciado de depósitos por 

Tg, momento en el que deja de observarse una colocalización significativa, lo que 

Figura 29: Colocalización de STIM1-EB1 en células HEK293. (A) Izquierda: las células HEK293 que expresan 
STIM1-GFP (WT, S575A/S608A/S621A o S575E/S608E/S621E marcadas como WT, 3A y 3E respectivamente) se 
incubaron en HBSS con Ca2+ (control) o en HBSS libre de Ca2+ con Tg 1 µM durante 10 minutos (+ Tg). Tras la fijación 
se inmunolocalizó EB1 con un anticuerpo monoclonal anti-EB1 y un secundario marcado con el fluoróforo Alexa-
Fluor 633. Se utilizó Hoechst 33342 como tinción nuclear. Derecha: Se muestran los perfiles de intensidad de 
fluorescencia tras el scan de un trazo lineal de la imagen. (B) Se evaluó la colocalización de STIM1-EB1 mediante la 
utilización del coeficiente de Pearson usando un mínimo de 12 imágenes por condición experimental. *p<0,005, 
***p<0,001. 
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corrobora los resultados observados por co-inmunoprecipitación. Por otro lado, la 

disociación de STIM1-EB1 tras el vaciado de depósitos intracelulares no fue evidente 

para el mutante S/A (STIM1-S575A/S608A/S621A-GFP), mientras que la co-

localización de STIM1-EB1 en células que expresan STIM1-S575E/S608E/S621E-GFP 

fue muy baja tanto en células en reposo como en células tratadas con tapsigargina. 

4. ACTIVACIÓN DE ERK1/2 MEDIADA POR EGF. 

Hasta ahora hemos observado que STIM1 es fosforilado por las quinasas ERK1/2 

en las serinas 575, 608 y 621 tras el vaciado de depósitos intracelulares inducido por Tg, 

que es un inhibidor de la SERCA que impide el rellenado de depósitos de Ca2+ de forma 

irreversible. El siguiente paso en nuestra investigación fue buscar un estímulo más 

fisiológico capaz de activar las quinasas ERK1/2 y determinar si se estimula la 

fosforilación y activación de STIM1. El estímulo seleccionado fue el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF), que está descrito que activa la ruta de señalización Ras-

Raf-MEK1/2-ERK1/2. Para determinar el efecto de la activación de STIM1 por EGF se 

eligió la línea celular Ishikawa, una línea celular de adenocarcinoma endometrial 

humano. 

Para comenzar con este nuevo objetivo buscamos unas condiciones de cultivo que 

nos permitieran estudiar la fosforilación de STIM1 en ausencia de actividad ERK1/2 o 

tras su activación con EGF. Para ello se ensayaron diferentes condiciones de cultivo y se 

analizó la fosforilación de ERK1/2 utilizando un anticuerpo fosfo-específico. En la 

Figura 30 podemos observar que ERK1/2 se encuentra fosforilado en el medio habitual 

de cultivo para estas células (DMEM suplementado con 5% de suero) así que se analizó 

el nivel de fosforilación de ERK1/2 en (1) RPMI1640 libre de rojo fenol sin suero, (2) 

DMEM sin suero, (3) RPMI1640 libre de rojo fenol suplementado con suero libre de 

hormonas. Los resultados muestran que las células Ishikawa deprivadas de suero durante 

12 horas en medio DMEM presentan un nivel basal de activación de ERK1/2. Lo mismo 

ocurrió con aquellas células cultivadas en RPMI1640 suplementado con FBS que había 

sido tratado con carbón activo para eliminar hormonas presentes en el suero. Sin embargo, 

las células Ishikawa cultivadas 12 horas en RPMI1640 libre de rojo fenol, tienen 

inactivadas las quinasas ERK1/2. Para determinar si la incubación de las células con los 

diferentes medios de cultivo afectaba al nivel total de ERK1/2 se utilizó un anticuerpo 
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específico que detecta ERK1/2 total, observándose el mismo nivel de proteína en todas 

las condiciones ensayadas.  Por tanto, consideramos que la incubación de las células con 

RPMI1640 libre de rojo fenol y deprivadas de suero era la condición idónea para trabajar 

con ERK1/2 inactivo y poder así compararlo con ERK1/2 activo tras la estimulación de 

las células con EGF. 

Una vez establecido el protocolo de cultivo de las células Ishikawa, estudiamos la 

activación de ERK1/2 mediada por el tratamiento de EGF. Para ello las células Ishikawa 

deprivadas de suero durante 12 horas en RPMI1640 se trataron con  diferentes 

concentraciones de EGF (10, 50 y 100 ng/ml) en medio HBSS libre de Ca2+ (Figura 31), 

y mediante inmunoblot se detectó la activación de ERK1/2 mediante la monitorización 

de fosfo-ERK1/2. Así pudimos comprobar que el tratamiento con EGF activaba ERK1/2 

y además el nivel de fosforilación era similar en todas las concentraciones de EGF 

Figura 31: Activación de ERK1/2 por EGF. Células 
Ishikawa se trataron con EGF 10, 50 y 100 ng/ml en 
HBSS libre de Ca2+, tras ser cultivadas en RPMI1640 
libre de FBS durante 12 horas. Los lisados totales (20 
µg de proteína) fueron sometidos a electroforesis e 
inmunoblot para la deteccion de fosfo-
Thr202/Tyr204-ERK1/2 (marcado como pERK1/2). 
Como control de carga se utilizó un anticuerpo 
específico anti-ERK1/2 total (marcado como 
tERK1/2). 

Figura 30: Optimización del medio de cultivo que mantenga una baja actividad de ERK1/2. Las células Ishikawa 
se cultivaron en DMEM suplementado con 5% de FBS (primer par de calles), despúes se cambio a medio libre de FBS 
y libre de rojo fenol como es el medio RPMI1640 y se dejaron en cultivo durante 12 horas (segundo par de calles), 
medio libre de suero pero en presencia de rojo fenol (DMEM) durante 12 horas (tercer par de calles); y células Ishikawa 
cultivadas en medio RPMI1640 que contenía FBS tratado con carbón activo, y que además fueron tratadas con Tg 1 
µM así como con el inhibidor de ERK1/2 PD0325901. Los lisados totales (20 µg de proteína) se sometieron a 
electroforesis y mediante inmunoblot se detectó anti-fosfo-Thr202/Tyr204-ERK1/2 (marcado como pERK1/2) y como 
control de carga se utilizó un anticuerpo específico anti-ERK1/2 total (marcado como tERK1/2). 
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ensayadas, por lo que decidimos utilizar 10 ng/ml de EGF para la realización de este 

estudio. 

Para determinar la cinética de activación de ERK1/2 mediada por EGF 10 ng/ml 

analizamos el nivel de fosfo-ERK1/2 a distintos tiempos de tratamiento (1, 3, 5 y 10 

minutos) (Figura 32). Así pudimos ver como entre 5 y 10 minutos teniamos una buena 

respuesta de activación de ERK1/2, estableciendo así como protocolo habitual el 

tratamiento con 10 minutos de 10 ng/ml de EGF en HBSS libre de Ca2+.     

Posteriormente nos planteamos comparar el nivel de activación de ERK1/2 tras el 

tratamiento con Tg frente al tratamiento con EGF. Para ello, células Ishikawa deprivadas 

de FBS en RPMI1640 durante 12 horas se trataron con Tg (1 µM) o con EGF (10 ng/ml) 

durante 10 minutos a 37ºC en HBSS libre de Ca2+. Los lisados totales se analizaron por 

inmunoblot mediante la utilización de un anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 (Figura 33). Así 

pudimos observar como la respuesta a EGF, un estímulo mucho más fisiológico, era 

incluso más intensa que aquella que podiamos observar con Tg. 

Figura 32: Cinética de activación de ERK1/2 por EGF. Las células Ishikawa se trataron con EGF 10 ng/ml en HBSS 
libre de Ca2+ durante distintos tiempos (entre 1-10 minutos) tras ser cultivadas en RPMI1640 libre de FBS durante 12 
horas. Los lisados totales (20 µg de proteína) fueron sometidos a electroforesis e inmunoblot para la deteccion de fosfo-
Thr202/Tyr204-ERK1/2 (marcado como pERK1/2). Como control de carga se utilizó un anticuerpo específico anti-
ERK1/2 total (marcado como tERK1/2). 
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Además, también hemos podido observar que la activación de ERK1/2 inducida 

por EGF era inhibida por PD0325901 (Figura 34). Para comprobar este dato se 

preincubaron las células durante 10 minutos con PD0325901 0,5 µM y a continuación se 

les añadió EGF. La fosforilación de ERK1/2 en las células tratadas con EGF en presencia 

o ausencia del inhibidor de ERK1/2 fue analizada mediante inmunoblot utilizando un 

anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2. Además, utilizando un anticuerpo anti-ERK1/2 se pudo 

observar que la expresión de ERK1/2 no se vió afectada por dicho inhibidor. 

 

Figura 34: Inhibici ón de ERK1/2 con PD0325901. Células Ishikawa fueron tratadas con EGF 10 ng/ml en HBSS 
libre de Ca2+ durante 10 minutos. Las células que se trataron con PD0325901 0,5 µM fueron preincubadas con el 
inhibidor 10 minutos antes de su tratamiento con EGF. Se usaron los lisados totales para evaluar fosfo-ERK1/2 
mediante inmunoblot (marcado como pERK1/2). Como control de carga se utilizó un anticuerpo anti-ERK1/2 total 
(marcado como tERK1/2). 

Figura 33: Comparación de la activación de ERK1/2 tras el tratamiento con EGF o Tg. Las células Ishikawa se 
trataron con  Tg 1 µM o con EGF 10 ng/ml en HBSS libre de Ca2+ durante 10 minutos tras ser cultivadas en RPMI1640 
libre de FBS durante 12 horas. Los lisados totales (20 µg de proteína) fueron sometidos a electroforesis e inmunoblot 
para la deteccion de fosfo-Thr202/Tyr204-ERK1/2 (marcado como pERK1/2). Como control de carga se utilizó un 
anticuerpo específico anti-ERK1/2 total (marcado como tERK1/2). 
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5. EGF PROMUEVE LA FOSFORILACIÓN DE STIM1. 

Tras comprobar que ERK1/2 se activa tras el tratamiento con EGF el siguiente 

paso en nuestro estudio fue analizar la fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 

en células Ishikawa estimuladas con EGF. Para ello hemos usado anticuerpos específicos 

frente a la fosforilación de los residuos Ser575, Ser608 y Ser621 de STIM1. 

Anteriormente habiamos demostrado la especificidad de dichos anticuerpos, así como la 

ausencia de reacción cruzada y la capacidad de no reconocer STIM1 desfosforilado (véase 

la Figura 24). Las células Ishikawa se transfectaron para la expresión transitoria de 

STIM1-GFP, se trataron con 10 ng/ml de EGF en HBSS libre de Ca2+ durante 10 minutos 

y se compararon con células control (sin EGF). Los lisados totales de estas células se 

usaron para precipitar GFP (STIM1-GFP) y valorar por inmunoblot el nivel de 

fosforilación de las Ser575, Ser608 y Ser621 (Figura 35). Nuestros resultados muestran 

un aumento significativo de la fosforilación de STIM1 en estos residuos diana de ERK1/2 

tras el tratamiento con EGF, demostrando así que la fosforilación de STIM1 es simultánea 

a la activación de la ruta de señalización MEK-ERK mediada por EGF. Además esta 

activación se llevó a cabo en ausencia de Ca2+, es decir, la entrada de Ca2+ del medio 

extracelular no es necesaria para llevar a cabo la activación de ERK1/2 ni la fosforilación 

de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 bajo estimulación con EGF. Como control de carga 

se muestra la cantidad total de STIM1 precipitado, determinada mediante la detección del 

nivel de GFP. Del mismo modo en el panel se muestra también la activación de ERK1/2 

utilizando lisados totales de los grupos experimentales. El tratamiento con PD0325901, 

inhibidor de la activación de ERK1/2, previene la fosforilación de STIM1, demostrando 

así el papel de ERK1/2 en la fosforilación de STIM1 en células Ishikawa estimuladas con 

EGF. 
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Figura 35: Fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 mediada por EGF. Las células Ishikawa transfectadas 
para la expresión transitoria de STIM1-GFP se trataron con EGF 10 ng/ml durante 10 minutos en HBSS libre de Ca2+. 
Los lisados totales de estas células se utilizaron para precipitar GFP y poder así determinar el nivel de fosforilación de las 
serinas 575, 608 y 621 de STIM1 mediante inmunoblot. El nivel total de GFP precipitado se evaluó mediante la utilización 
de un anticuerpo específico anti-GFP. La incubación con PD0325901 (0,5 µM) se llevó a cabo durante 20 minutos antes 
del lisado. En paralelo se utilizaron lisados totales para determinar el nivel de activación de ERK1/2 (marcado como 
pERK1/2) y como control de carga se determinó la cantidad total de ERK1/2 (marcada como tERK1/2). Las gráficas 
muestran la cuantificación de la fosforilación de STIM1 en dichos residuos, cuantificación que se llevó a cabo por 
densiometria utilizando el software ImageJ. **p<0,01; ***p<0,001. 
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Este resultado fue corroborado activando la ruta Ras-Raf-MEK-ERK por un 

mecanismo independiente de la estimulación de EGF. Para ello nos planteamos 

transfectar células Ishikawa para la expresión transitoria de la proteína H-Ras(G12V), un 

mutante activo de modo constitutivo de H-Ras, que es un mediador esencial de la 

activación de esta ruta mediada por EGF (Minden et al., 1994). Los lisados totales se 

utilizaron para precipitar GFP (STIM1-GFP) y poder analizar la fosforilación de las 

Ser575, Ser608 y Ser621 de STIM1 utilizando anticuerpos fosfo-específicos. En la 

Figura 36 podemos observar cómo aumenta la fosforilación de STIM1 en las serinas 

diana de ERK1/2 en aquellas células que expresan H-Ras(G12V) frente a las células 

control que no expresan esta proteína. Como control de carga se muestra la cantidad de 

STIM1 precipitado mediante la utilización de un anticuerpo específico anti-GFP. En este 

panel podemos observar también la activación de ERK1/2. Además, la fosforilacion de 

STIM1 por H-Ras(G12V) fue ampliamente atenuada por PD0325901, confirmando así el 

papel de ERK1/2 en la fosforilación de STIM1 cuando se activa la ruta Ras-Raf-MEK-

ERK. 

Figura 36: Fosforilación de STIM1 en células que sobreexpresan un mutante activo de HRas (HRas-G12V). 
Células Ishikawa se co-transfectaron para la expresión transitoria de STIM1-GFP y HRas-G12V. El nivel de 
fosforilación de STIM1 en los sitios diana de ERK1/2 (Ser575, Ser608 y Ser621) fue analizado por inmunoblot. 
La incubación con PD0325901 (0,5 µM) se llevó a cabo durante 20 minutos. El nivel total de GFP precipitado se 
evaluó con la utilización de un anticuerpo espécifico anti-GFP. Los niveles de activación de ERK1/2 (marcado 
como pERK1/2) así como el control de carga con ERK1/2 total (marcado como tERK1/2) se observan en la parte 
inferior del panel. 
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6. EGF PROMUEVE LA DISOCIACIÓN DE STIM1-EB1. 

Anteriormente y en este mismo trabajo hemos mostrado cómo la fosforilación de 

STIM1 en los residuos Ser575, Ser608 y Ser621 provoca la disociación de la proteína 

reguladora de unión a microtúbulos EB1 en células HEK293 tratadas con Tg 1 µM (véase 

Figura 28 y Figura 29). Puesto que el tratamiento con EGF inducía un aumento de la 

fosforilación de STIM1 en estas serinas, nos planteamos estudiar la unión de STIM1 a 

EB1 en células Ishikawa tratadas con EGF. Para ello, las células Ishikawa fueron 

transfectadas para la expresión transitoria de EB1-GFP y FLAG-STIM1 que se trataron 

con EGF 10 ng/ml en HBSS libre de Ca2+ durante 10 minutos. Los lisados totales de estas 

células se utilizaron para precipitar EB1-GFP y se evaluó el nivel de co-precipitación de 

FLAG-STIM1 mediante inmunoblot. En la Figura 37 podemos observar cómo la 

estimulación con EGF provoca la disociación de STIM1 y EB1. Se muestra también la 

Figura 37: EGF induce la disociación del 
complejo EB1-STIM1. Las células Ishilkawa se 
transfectaron para la expresión transitoria de 
EB1-GFP y FLAG-STIM1. Tras 24 horas,  las 
células se trataron con EGF 10 ng/ml en HBSS 
libre de Ca2+ durante 10 minutos. Se precipitó 
GFP (EB1-GFP) y el nivel de STIM1 unido a EB1 
se evaluó por inmunoblot usando un anticuerpo 
específico anti-STIM1. El nivel de GFP 
precipitado se determinó con un anticuerpo anti-
GFP. La cantidad total de EB1-GFP y FLAG-
STIM1 se analizó por inmunoblot en los lisados 
totales. Finalmente para comprobar la activación 
de ERK1/2 se determinó  el nivel de fosforilación 
de ERK1/2 (marcado como pERK1/2) así como 
la cantidad total de ERK1/2 (marcado como 
tERK1/2). La cuantificación de la unión de EB1 a 
STIM1 se llevó a cabo por densiometría 
utilizando el software ImageJ. *p<0,05. 
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cantidad total de EB1-GFP precipitada con un anticuerpo anti-GFP en cada una de las 

condiciones ensayadas. Como control negativo de la co-precipitación se utilizarón células 

que expresaban sólo EB1-GFP o FLAG-STIM1.  

Puesto que estas proteínas (STIM1 y EB1) estaban sobreexpresadas en estas 

células, nos planteamos estudiar si STIM1 endógeno se unia a EB1 endógeno tras el 

tratamiento con EGF. Para ello, las células Ishikawa se trataron con EGF 10 ng/ml en 

HBSS libre de Ca2+ durante 10 minutos. Los lisados totales se utilizaron para 

inmunoprecipitar EB1 endógeno con la utilización de resinas de proteína G-sefarosa 

unidas de modo covalente al anticuerpo anti-EB1 y mediante inmunoblot se analizó la 

cantidad de STIM1 inmunoprecipitado junto a EB1. Como control de carga se determinó 

la cantidad de EB1 inmunoprecipitado por inmunoblot. Para comprobar que la expresión 

de STIM1 era homogénea en todos los grupos experimentales se utilizó un anticuerpo 

anti-STIM1. En la Figura 38 podemos observar que el tratamiento con EGF induce una 

disminución de STIM1 endógeno inmunoprecipitado con EB1 endógeno, demostrándose 

así que el complejo STIM1-EB1 endógeno se disocia tras el tratamiento con EGF. 

Por lo tanto, nuestros resultados evidencian que la ruta de señalización MEK-

ERK-STIM1 se activa con EGF y esta activación conlleva a la disociación de STIM1 del 

extremo de los microtúbulos, un evento importante y necesario para la activación de 

SOCE (Pozo-Guisado et al., 2013). Es decir, los resultados aquí mostrados son la primera 

evidencia de la fosforilación de STIM1 por ERK1/2 y de la disociación de STIM1-EB1 

bajo estímulos fisiológicos. 
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7. EGF ACTIVA EL INFLUJO DE Ca 2+ EN CÉLULAS ISHIKAWA. 

Siguiendo un protocolo de cultivo con deprivación de FBS en medio libre de rojo 

fenol (RPMI1640), hemos estudiado la entrada de Ca2+ operada por depósitos (SOCE) 

tras inducir el vaciado de depósitos de Ca2+ con Tg (Figura 39). Las células Ishikawa 

cargadas con el la sonda fura-2 se trataton con Tg en medio libre de Ca2+ (minuto 2 de la 

gráfica), observándose un aumento del nivel de Ca2+ libre intracelular procedente del 

Figura 38: Disociación de EB1 y STIM1 endógeno mediada por EGF. Las células Ishikawa se trataron con EGF 
10 ng/ml en HBSS libre de Ca2+ durante 10 minutos y se inmunoprecipitó EB1 endógeno a partir de estas células 
utilizando un anticuerpo específico anti-EB1 unido covalentemente a resinas de proteína G-sefarosa. El nivel de co-
inmunoprecipitación de STIM1 se evaluó con un anticuerpo anti-STIM1. Como control negativo se incubaron los 
lisados con proteína G-sefarosa en ausencia del anticuerpo anti-EB1 (unidas a IgG). La cuantificación de la 
coinmunoprecipitación de STIM1-EB1 se llevó a cabo por densiometría utilizando el software ImageJ. ***p<0,001. 
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retículo endoplasmático. Tras este vaciado del retículo endoplasmático se esperó a que el 

nivel de Ca2+ libre citosólico recuperara los niveles basales y a continuación se añadió 

Ca2+ al medio extracelular (minuto 8 de la gráfica). Tras la adición de Ca2+ extracelular, 

podemos observar un rápido influjo de Ca2+ al interior celular (línea negra). Por otro lado 

se inhibió la entrada de Ca2+ operada por el vaciado de los depósitos intracelulares con 

diferentes concentraciones de SKF96365, un bloqueante de los canales SOC (líneas azul, 

verde y roja). En la gráfica podemos observar que SKF963655 5-10 µM provocó una 

inhibición significativa de este influjo de Ca2+ . 

Como se ha mencionado anteriormente, estudios previos de nuestro laboratorio 

han mostrado que la fosforilación de STIM1 por ERK1/2 regula la activación de la 

entrada de Ca2+ en células HEK293 (Pozo-Guisado et al., 2010). Puesto que EGF activa 

la vía de señalización de ERK1/2, estimulando la fosforilación de STIM1 en los residuos 

Ser575, Ser608 y Ser621, hemos hipotetizado que la ruta de señalización de EGF que 

fosforila a STIM1 podría estar activando SOCE. Para valorar esta hipótesis hemos 

medido la concentración de Ca2+ intracelular en células Ishikawa cargadas con fura-2 y 

estimuladas con EGF (10 ng/ml) en medio libre de Ca2+. En la Figura 40 – panel A se 

pueden observar los niveles de Ca2+ citosólico registrados para diferentes células en el 

mismo ensayo. En este experimento se añadió EGF en el minuto 2 y a partir de este 

Figura 39: Entrada de Ca2+ operada por depósitos intracelulares en células Ishikawa. Se evaluó SOCE en células 
Ishikawa cargadas con la sonda fura-2 tras el tratamiento con Tg 1 µM en HBSS libre de Ca2+ seguida de la adición 
de CaCl2 al medio de ensayo. El ratio F340/380 se monitorizó mediante epifluorescencia. Por otro lado se inhibió la 
entrada de Ca2+ añadiendo distintas concentraciones de SKF96365 junto a la adición de Tg. 
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tratamiento se observaron picos transitorios de incremento de Ca2+ citosólico, liberado 

desde los depósitos intracelulares ya que el ensayo se llevó a cabo en ausencia de Ca2+ 

extracelular. Además, se observa que este vaciado de depósitos de Ca2+ tuvo lugar de 

manera asincrónica entre las diferentes células. Después de 6 minutos de estimulación 

con EGF añadimos Ca2+ al medio extracelular observando una entrada significativa de 

Ca2+ que además fue inhibida por SKF96365 10 µM (Figura 40 – panel B). En el panel 

C de la Figura 40, se muestra un diagrama de barras en el que podemos observar la 

cuantificación del incremento de la entrada de Ca2+ en las células tratadas con EGF y 

células tratadas con SKF96365, confirmando así la activación de entrada de Ca2+ mediada 

por EGF en células Ishikawa. 

Figura 40: Movilización de Ca2+ mediada por EGF. (A) Se evaluó la movilización de Ca2+ intracelular en células 
Ishikawa cargadas con fura-2, tras el tratamiento con EGF 10 ng/ml en HBSS libre de Ca2+ seguida de la adición de 
CaCl2 al medio de ensayo. Se monitorizó el ratio F340/380 mediante epifluorescencia. Los trazos muestran el registro 
de medida de fluorescencia de células individuales. (B) Se añadió SKF96365 10 µM junto con la adición de EGF. (C)
Incremento en el ratio F340/F380 tras la adición de Ca2+ según los resultados obtenidos en los experimentos mostrados 
en el panel A-B. p***<0,001. 
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8. LA FOSFORILACIÓN DE STIM1 ES NECESARIA PARA LA MIGR ACIÓN 
CELULAR. 

Dado que EGF tiene una importante actividad como quimioatrayente en células 

epiteliales (Peplow and Chatterjee, 2013; Scherber et al., 2012; Shirakata et al., 2005) y 

ya que hemos demostrado que el tratamiento con EGF activa la fosforilación de STIM1 

en las serinas 575, 608 y 621, así como la movilización de Ca2+ de los depósitos 

intracelulares, nos propusimos investigar el papel de la entrada de Ca2+ y la fosforilación 

de STIM1 en la migración celular de células Ishikawa inducida por EGF. 

Para estudiar esta hipótesis hemos transfectado células Ishikawa para la expresión 

transitoria de: (1) FLAG-STIM1-WT; (2) FLAG-STIM1-S575A/S608A/S621A, es decir, 

mutantes con la sustitución de Ser por Ala en los sitios diana de ERK1/2, con el objetivo 

de impedir la fosforilación en estos residuos; y (3) FLAG-STIM1-S575E/S608E/S621E, 

para simular una fosforilación constitutiva de STIM1. Tras 24 horas después de la 

transfección se evaluó la migración celular mediante ensayos de cierre de heridas en 

placa. En paralelo, las células Ishikawa que expresaban STIM1-wt se trataron con el 

inhibidor de ERK1/2 PD0325901, así como con el bloqueante de canales SOC, 

SKF96365. En la Figura 41 podemos observar cómo la potenciación de la migración 

celular por EGF fue inhibida por SKF96365 (1 µM) en células Ishikawa que 

sobreexpresaban STIM1-wt, concentración a la cual el inhibidor bloquea parcialmente la 

entrada de Ca2+ pero no tiene ningún efecto negativo sobre la viabilidad celular. En la 

Figura 42 podemos observar que el cultivo de células Ishikawa con SKF96365 1 µM 

durante 24 horas no provoca muerte celular, ni alteración en el ciclo celular (no tiene 

efectos citoestáticos o  citotóxicos). Igualmente, PD0325901 también bloqueó de modo 

significativo la migración celular estimulada por EGF. Estos resultados junto con el hecho 
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de que EGF induce la fosforilación de STIM1, sugiere que la fosforilación de STIM1 

tiene una función importante en el control de la migración celular.  

 

 

Figura 42: Distribución de ciclo 
celular en de células Ishikawa 
tratadas con SKF96365. Las células 
Ishikawa se cultivaron en presencia o 
ausencia de SKF96365 1 µM durante 
24 horas. Se analizaron las distintas 
fases del ciclo celular así como el 
número de células apoptóticas 
mediante citometría de flujo. 

Figura 41: La fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 modula la migración celular inducida por 
EGF en células Ishikawa. Las células Ishikawa se transfectaron para la expresión transitoria de FLAG-STIM1-wt, 
FLAG-STIM1-S575A/S608A/S621A o FLAG-STIM1-S575E/S608E/S621E. Como control negativo se utilizaron 
células que sobreexpresaban exclusivamente el péptido FLAG. Cuando las células alcanzaron el 80% de desidad 
celular, se realizó una herida en la monocapa celular con una punta de pipeta y se incubaron con EGF 10 ng/ml 
durante 24 horas. El tratamiento con SKF96365 (1 µM) o PD0325901 (0,5 µM) se añadió junto con EGF. Las 
células se fotografiaron en microscopio de contraste de fases en el momento de la herida (tiempo 0 horas) y tras 24 
horas. La cuantificación del porcetaje de sellamiento se llevó a cabo con la utilización del software ImageJ. (Escala 
= 200 µm mostrada en la fotografía del vector vacío en tiempo igual a 0 horas). ***p<0,001. 
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Del mismo modo, en la Figura 41 podemos ver que la sobreexpresión de STIM1-

S575A/S608A/S621A inhibía de modo significativo la migración celular estimulada por 

EGF. Por el contrario, la sobreexpresión de STIM1-S575E/S608E/S621E normaliza la 

migración celular, monitorizada mediante los ensayos de cierre de herida en placa, 

confirmando de este modo que la fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 

regula la migración celular.  

En paralelo analizamos los niveles de sobreexpresión de la proteína STIM1 en 

estos ensayos para asegurarnos que los resultados no estaban condicionados por posibles 

variaciones del nivel de expresión de las diferentes construcciones empleadas. Para ello, 

después de evaluar el sellamiento de herida en placa mediante microscopía en contraste 

de fases, las células se lisaron y los lisados totales se utilizarón para evaluar la 

sobreexpresión de FLAG-STIM1 mediante inmunoblot (Figura 43). Observamos con 

este resultado una expresión de STIM1 similar para todos los plámidos utilizados en este 

experimento, confirmando así que la desfosforilación de STIM1 en sitios diana de 

ERK1/2 afecta de una manera significativa a la migración celular. 

Para determinar si los distintos mutantes de STIM1 estaban afectando de algún 

modo a la proliferación celular, decidimos hacer un estudio de viabilidad celular. Para 

ello, las células Ishikawa se transfectaron para la expresión transitoria de FLAG-STIM1-

wt, FLAG-STIM1-S575A/S608A/S621A o FLAG-STIM1-S575E/S608E/S621E y tras 

24 horas de expresión del plásmido (marcado como tiempo 0) se cuantificó el número 

total de células vivas por placa. Así en la Figura 44 podemos observar cómo el número 

Figura 43: Sobreexpresión de STIM1 en células Ishikawa en el ensayo de cierre de heridas en placa. Después 
de realiz43r las fotografías para el ensayo de heridas (mostrado en la figura 41) se procedió al lisado total de estas 
élulas y se analizó mediante inmunoblot la expresión total de STIM1 utilizando un anticuerpo anti-STIM1 para 
descartar diferencias en la expresión de las distintos plasmidos. Como control de carga se utilizó un anticuerpo 
anti-GAPDH. 
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de células no varía entre las diferentes construcciones por lo que concluímos que la 

fosforilación o desfosforilación de STIM1 no afecta a la proliferación celular. 

 

 

 

Del mismo modo decidimos estudiar si estas modificaciones afectaban de algún  

modo a la distribución de las células Ishikawa en las distintas fases del ciclo celular. Para 

ello, las células Ishikawa se transfectaron para la expresión transitoria de FLAG-STIM1-

wt, FLAG-STIM1-S575A/S608A/S621A o FLAG-STIM1-S575E/S608E/S621E y tras 

24 horas de expresión del plásmido se analizó por citometría de flujo el porcentaje de 

células que se encontraban en las distintas fases del ciclo celular así como el nivel de 

apoptosis en cada condición ensayada (Figura 45). De este modo pudimos comprobar 

que no había diferencias en la distribución de células en el ciclo tras la expresión de los 

distintos mutantes de  STIM1. Así, estos datos sugieren que la fosforilación de STIM1 en 

sitios dianas de ERK1/2 no afecta a la distribución del ciclo celular. 

 

Figura 44: Ensayo de proliferación celular tras la sobre-expresión de STIM1. Las células Ishikawa se 
transfectaron para la expresión transitoria de FLAG-STIM1-wt (línea roja), FLAG-STIM1-S575A/S608A/S621A 
(línea verde) o FLAG-STIM1-S575E/S608E/S621E (línea azul). Como control se utilizaron células que habían 
sido transfectadas con el plásmido FLAG-vacío (línea negra). 24 horas tras la transfección se cuantificó el número 
total de células por placa.  
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9. STIM1 MEDIA LA TRANSICIÓN EPITELIO-MESÉNQUIMA 
ESTIMULADA POR EGF. 

Es conocido que EGF induce la transición epitelio-mesenquima en células 

Ishikawa, observándose un descenso de marcadores celulares de tipo epitelial, al tiempo 

que aumentan los marcadores de tipo mesenquimal (Yang et al., 2014). Como 

consecuencia, hemos hipotetizado que los resultados observados en la disminución de la 

migración celular en células que expresan STIM1-S575A/S608A/S621A podría estar 

relacionada con una disminución de la transición epitelio-mesenquima. Por ello 

estudiamos el perfil de expresión y localización de E-cadherina (marcador celular 

epitelial) y vimentina (marcador celular mesenquimal) en células Ishikawa tratadas con 

EGF 10 ng/ml. En la Figura 46 – panel A podemos observar que el tratamiento 

prolongado con EGF (durante 24 horas) en células Ishikawa provoca un cambio en la 

distribución celular de E-cadherina desde regiones próximas a la membrana plasmática 

(localización en uniones intercelulares en células sin tratar con EGF) a una localización 

más difusa en el citosol. Esta localización citosólica de E-cadherina ha sido descrita para 

otros tipos celulares, en los que aparece en vesículas perinucleares durante la transición 

epitelio-mesénquima (Larue et al., 2005). Del mismo modo, observamos como el 

tratamiento con EGF provoca un aumento en la expresión de vimetina (Figura 46 – panel 

A) mostrando una localización bien definida de filamentos intermedios del citoesqueleto, 

Figura 45: Distribución de ciclo de células Ishikawa que sobreexpresan distintos mutantes de STIM1. Las células 
Ishikawa se transfectaron para la expresión transitoria de FLAG-STIM1 (marcado como WT), FLAG-STIM1-
S575A/S608A/S621A (marcado como 3A) o FLAG-STIM1-S575E/S608E/S621E (marcado como 3E). Como control se 
utilizaron células transfectadas para la expresión del plásmido FLAG (marcado como vacío). Se analizaron las distintas 
fases del ciclo celular así como el número de células apoptóticas mediante citometría de flujo 24 horas de cultivo tras la 
transfección. 
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en concordancia con el comportamiento descrito por otros tipos celulares epiteliales bajo 

estimulación con EGF (Lee et al., 2006; Larue et al., 2005). En el panel B de la Figura 

46 podemos comprobar dicho proceso mediante el análisis mediante inmunoblot de la 

expresión de las proteínas vimentina y E-cadherina en células Ishikawa tratadas del 

mismo modo con EGF durante 24 horas. Así pudimos ver como vimentina aumentaba su 

expresión, mientras que E-cadherina mantenía el nivel de expresión, aunque sufre una 

fuerte relocalización tras el tratamiento prolongado con EGF. 

Para evaluar el papel de la fosforilación de STIM1 en este proceso estimulado por 

EGF hemos transfectado células Ishikawa para la expresión transitoria de STIM1-

mCherry, STIM1-S575A/S608A/S621A-mCherry, o STIM1-S575E/S608E/S621E-

mCherry. Tras 24 horas de tratamiento con EGF 10 ng/ml en RPMI1640 libre de rojo 

fenol suplementado con 1% de FBS, se llevó a cabo la inmunolocalización de E-cadherina 

Figura 46: EGF estimula la transición epitelio-mesénquima en células Ishikawa. (A) Las células Ishikawa se 
cultivaron durante 24 horas en RPMI1640 con FBS 1% en presencia o ausencia de EGF 10 ng/ml. Mediante 
inmunofluorescencia se determinó la localización de E-cadherina (marcador de célula epitelial) y vimentina (marcador 
de célula mesenquimal). La tinción nuclear se llevó a cabo con Hoechst 33342. Escala = 20 µm. (B) Del mismo modo 
que en el panel A, las células Isikawa se trataron con o sin EGF 10 ng/ml durante 24 horas y los lisados totales se 
analizaron por inmunoblot para la expresión de E-cadherina y vimentina.  

 



Resultados 

 

 

90 

 

y vimentina. En la Figura 47 podemos observar cómo las células que sobre-expresaban 

STIM1-mCherry muestran un aumento significativo en la expresión de vimentina, así 

como una relocalización de E-cadherina en el citosol. Sin embargo, células que 

sobreexpresaban STIM1-S575A/S608A/S621A-mCherry no mostraron aumento en la 

expresión de vimentina, manteniendo la localización de E-cadherina similar a la 

observada en células sin tratar, es decir en las cercanías de la membrana plasmática, en 

las uniones intercelulares. Por el contrario, para células que sobreexpresan la mutación 

Figura 47: La fosforilación de STIM1 media la transición epitelio-mesénquima en células Ishikawa. (A) Ensayo 
de inmunofluorescencia de vimentina en células Ishikawa que sobreexpresaban de modo transitorio STIM1-mCherry, 
(barra negra), STIM1-S575A/S608A/S621A-mCherry (barra gris), STIM1-S575E/S608E/S621E (barra rayada) o 
células no transfectadas (barra blanca). Tras la estimulación de las células con EGF 10 ng/ml durante 24 horas en 
RPMI1640 con 1% de FBS, se cuantificó el número de células positivas para la expresión de vimentina entre las células 
transfectadas con STIM1-mCherry. Se analizaron varios campos al azar y se muestran imágenes representativas de 
células tratadas con EGF. (B) Al igual que en el panel A las células se trataron con EGF y se analizó por 
inmunofluorescencia la localización de E-cadherina. Dentro de las células positivas para STIM1 se cuantificó aquellas 
que presentaban una localización periférica de E-cadherina, en las uniones intercelulares, analizando varios campos de 
modo aleatorio. Las imágenes que se muestran son representativas de células tratadas con EGF. Escala = 20 µm. 
*p<0,05. 
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que simula la fosforilación constitutiva de STIM1 (STIM1-S575E/S608E/S621E-

mCherry) se observa cómo la transición epitelio-mesénquima es equivalente a la 

observada en células que sobreexpresan STIM1-mCherry, es decir, la relocalización de 

E-cadherina en vesiculas citoplasmáticas y el aumento de expresión de filamentos de 

vimentina en células que responden al tratamiento con EGF. Estos resultados sugieren 

que la fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 podría tener un papel relevante 

en este proceso en células Ishikawa. La participación en migración celular así como en la 

transición epitelio-mesénquima indica que la fosforilación de STIM1 podría tomarse en 

consideración como una nueva diana para el tratamiento de determinados tipos de cáncer, 

una posibilidad que necesitaría estar ampliamente avalada por una posterior 

experimentación en modelos experimentales animales. 

10. RESVERATROL INHIBE SOCE EN CÉLULAS HEK293. 

Se encuentra ampliamente descrito el efecto anticarcinogénico que tiene el 

resveratrol (RES) (Baur and Sinclair, 2006; Cucciolla et al., 2007; Jang et al., 1997), 

además del hecho que RES inhibe el influjo de Ca2+ en plaquetas (Dobrydneva et al., 

1999), por lo que decidimos estudiar el efecto de esta fitoalexina sobre la activación de la 

ruta de señalización fosfo-ERK/fosfo-STIM1/influjo de Ca2+ inducido por Tg. 

Para analizar el efecto del RES sobre el influjo de Ca2+ hemos utilizado células 

HEK293 que sobreexpresaban FLAG-STIM1 (Figura 48 – panel A). Las células 

(cargadas con fura2) se trataron con Tg 1 µM en medio libre de Ca2+, lo que conlleva al 

vaciado de depósitos intracelulares de Ca2+ (minutos 2-4 de la gráfica). Después de 8 

minutos del tratamiento con Tg se añadió Ca2+ extracelular, observándose la apertura de 

los canales SOC, que se detecta por el incremento en el nivel de Ca2+ citosólico (minutos 

10-12 de la gráfica). En paralelo se llevó a cabo este mismo ensayo añadiendo RES junto 

con Tg, observánsdose que este compuesto inhibe la entrada de Ca2+ al interior celular de 

una manera dependiente de la dosis. En el panel B podemos ver que la concentración de 

RES a la que se consigue un 50% de inhibición de la entrada de Ca2+ (IC50) era 10 µM 

para células HEK293.  
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Puesto que SOCE es fuertemente dependiente de los niveles de Ca2+ intraluminal, 

hemos analizado el nivel de Ca2+ liberado hacia el citosol desde los depósitos 

intracelulares tras el tratamiento con Tg y en presencia de diferentes concentraciones de 

RES. En la Figura 49 podemos observar que la liberación de Ca2+ desde el retículo 

endoplasmático (RE) al citosol no se veía afectada por RES de manera significativa con 

ninguna de las concentraciones ensayadas. 

Figura 48: Inhibición de SOCE por RES en células HEK293. (A) Células HEK293 que expresan de modo estable 
FLAG-STIM1 y cargadas con fura-2 se trataron con 1 µM de Tg en HBSS libre de Ca2+ (minuto 2 de la gráfica) en 
ausencia (línea negra) o presencia de diferentes concentraciones de RES (líneas de color). Tras la adición de 2 mM de 
Ca2+ extracelular (minuto 10 de la gráfica) se analizó la entrada de Ca2+ al interior celular mediante la monitorización 
del ratio F340/F380. (B) Inhibición de SOCE tras el tratamiento con las distintas concentraciones de RES con respecto 
a las células tratadas sólo con Tg y sin RES (células control). 

 

Figura 49: Vaciado de depósitos inducida por Tg. Células HEK293 que expresan de modo estable e inducible 
FLAG-STIM1 y cargadas con Fura-2 se trataron con Tg 1 µM en HBSS libre de Ca2+. El incremento del ratio 
F340/F380 por epifluorescencia se evaluó y no se encontraron diferencias significativas entre el control (células no 
tratadas) y células tratadas con distintas concentraciones de RES. 
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Una vez observado que RES inhibe la entrada de Ca2+ en células HEK293 tratadas 

con Tg, nos plantemos determinar si RES inhibía SOCE mediante la inhibición de la 

cascada de señalización fosfo-ERK/fosfo-STIM1 o si por el contrario RES estaría 

actuando como un simple bloqueante de los canales SOC. Para abordar este estudio 

diseñamos un experimento similar al mostrado en la Figura 48, pero en este caso se 

utilizó una sola concentración de RES (20 µM) y se añadió al cultivo celular a diferentes 

tiempos (Figura 50). RES se añadió a las células 8 minutos antes de añadir Ca2+ 

extracelular, es decir justo cuando añadimos Tg (línea negra),  4 minutos antes de la 

adición de Ca2+ (línea roja), 2 minutos antes de la adición de Ca2+ (línea azul), o justo al 

añadir Ca2+ a las células (línea verde). Nuestros resultados muestran que el tratamiento 

con RES justo al añadir Ca2+ no inhibe SOCE, lo que sugiere que esta fitoalexina no 

estaría actuando a nivel de los canales SOC. Del mismo modo, podemos observar que 

aunque aumentamos el tiempo de preincubación con RES, antes de la adición de Ca2+, 

RES no inhibe SOCE al menos hasta que se añada junto con Tg.  Estos resultados 

muestran que RES no bloquea directamente los canales de Ca2+, es decir, no actúa como 

un bloqueante físico del canal. Por otro lado, estos resultados sugieren que RES podría 

estar inhibiendo la cascada de señalización celular que activaría Tg al inducir un vaciado 

de los depositos intracelulares, ya que el efecto inhibidor del RES es solo visible cuando 

lo añadimos a las células junto con Tg.  

Figura 50: El efecto inhibidor de RES no está relacionado con un bloqueo directo de los canales SOC. Las 
células HEK293 que expresaban de modo estable FLAG-STIM1 se trataron con RES (20 µM) a diferentes tiempos 
para poder evaluar la capacidad para bloquear el influjo de Ca2+: RES se añadío junto con Tg 1 µM, es decir 8 minutos 
antes de la adición de Ca2+ (línea negra); 4 minutos antes de la adición de Ca2+ (línea roja); 2 minutos antes de la 
adición de Ca2+ (línea azul) y por último junto con Ca2+ (línea verde). 

 



Resultados 

 

 

94 

 

Para determinar si RES inhibe la cascada de señalización que activa SOCE, hemos 

analizado el efecto de RES sobre la fosforilación de ERK1/2 y STIM1 en células 

HEK293. 

11. RESVERATROL INHIBE LA ACTIVACIÓN DE ERK1/2 Y LA 
FOSFORILACIÓN DE STIM1. 

Tal y como hemos visto anteriormente, STIM1 se fosforila in vivo en los residuos 

Ser575, Ser608 y Ser621 por ERK1/2 durante la activación de SOCE inducida por Tg en 

células HEK293, así como tras el tratamiento con EGF en células Ishikawa. Ya que esta 

fosforilación es necesaria para la activación de SOCE (Pozo-Guisado et al., 2010) nos 

planteamos la hipótesis de que resveratrol (RES) podría estar inhibiendo ERK1/2 y por 

tanto, la fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 con la consecuente inhibición 

de SOCE observada en los experimentos mostrados en la Figura 48. Para estudiar el 

efecto del RES sobre la activación de ERK1/2 se trataron las células con Tg para inducir 

el vaciado de los depósitos, y en paralelo se les añadieron diferentes concentraciones de 

RES. El nivel de fosforilación de ERK1/2 en los residuos Tyr202 y Thr204 se analizó 

mediante inmunoblot utilizando un anticuerpo fosfo-específico. En la Figura 51 se 

muestra que RES inhibe la fosforilación y por tanto la activación de ERK1/2 inducida por 

Tg. Como control de este experimento se utilizaron células HEK293 tratadas con el 

inhibidor de ERK1/2, PD0325901. Por otro lado se analizó también el nivel de ERK1/2 

total, demostrándose así que la expresión de ERK1/2 no se veía afectada por el 

tratamiento con RES. Además, en la gráfica de la Figura 51, en la que se muestra la 

cuantificación de la fosforilacion de ERK1/2, observamos cómo esta inhibición 

presentaba una IC50 en el mismo rango de concentraciones que habíamos observado la 

inhibición de SOCE (vease Figura 48 – panel B).  

Puesto que RES estaba inhibiendo la activación de ERK1/2, nos planteamos 

estudiar el estado de fosforilación de STIM1 en los residuos Ser575, Ser608 y Ser621, 

sitios diana de ERK1/2 en células tratadas con RES. Para ello, células HEK293 que 

expresan de modo estable STIM1 se trataron con Tg 1 µM para inducir el vaciado de los 

depósitos de Ca2+, en presencia de distintas concentraciones de RES. Los lisados célulares 

se utilizaron para la detección de la fosforilación de STIM1 en las serinas 575, 608 y 621 

mediante inmunoblot. En la Figura 52 podemos observar que la fosforilación de STIM1 

disminuye significativamente para estos tres residuos tras el tratamiento con RES de un 
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modo dosis-dependiente. Como control de este experimento se utilizó el inhibidor de 

ERK1/2 PD0325901, que también inhibió la fosforilación de STIM1 en los residuos 

Ser575, Ser608 y Ser621. Se muestra también la cantidad total de STIM1 en cada 

condición experimental, demostrando así que el nivel de STIM1 no variaba con el 

tratamiento de RES. Puesto que la fosforilación de STIM1 en los sitios diana de ERK1/2 

modula la activación de SOCE, la inhibición de la fosforilación de STIM1 por RES 

explica la inhibición de SOCE por esta fitoalexina. Estos resultados representan una 

nueva evidencia en el estudio de la inhibición del mecanismo molecular de SOCE por 

RES, ya que demuestra que la fosforilación de STIM1 es una diana para RES en células 

de mamíferos. 

Figura 51: Inhibición de ERK1/2 por RES. Las células HEK293 que expresan de modo estable FLAG-STIM1 se 
trataron con Tg 1 µM, para inducir el vaciado de depósitos intracelulares, y con concentraciones crecientes de RES en 
HBSS libre de Ca2+. Los lisados totales se utilizaron para evaluar fosfo-Thr202/Tyr204-ERK1/2 (marcado como 
pERK1/2) mediante inmunoblot. Como control de carga se evaluó el nivel total de ERK1/2 (marcado como tERK1/2). 
Como control del experimento se incubaron las células HEK293 con PD0325901 (0,1 µM). La cuantificación de la 
fosforilación de ERK1/2 se llevó a cabo por densiometría utilizando el software ImageJ. ***p<0,001. 
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 Figura 52: Inhibición de la fosforilación de STIM1 por RES. Las células HEK293 que expresan de modo estable 
FLAG-STIM1 se trataron con Tg 1 µM en presencia de concentraciones crecientes de RES en HBSS libre de Ca2+. Los 
lisados totales se utilizaron para evaluar por inmunoblot el nivel de fosfo-Ser575-STIM1, fosfo-Ser608-STIM1 y fosfo-
Ser621-STIM. El control de carga se monitorizó utilizando un anticuerpo específico anti-STIM1. Como control del 
experimento se utilizaron células HEK293 incubadas con el inhibidor de ERK1/2 PD0325901 (0,1 µM). La 
cuantificación de la fosforilación de STIM1 en células bajo vaciado de depósitos (+Tg, barra negra) o células en reposo, 
es decir células en medio con Ca2+ (-Tg, barra blanca) se llevó a cabo mediante densiometría utilizando el software 
ImageJ. Para el análisis estadístico se compararon los datos con el control (+Tg, -RES). ***p<0,001. 
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12. RESVERATROL INTERFIERE LA DISOCIACIÓN DE STIM1-EB1.  

Anteriormente habiamos visto que la fosforilación de STIM1 en los sitios diana 

de ERK1/2 modula la interacción de STIM1 con EB1. Teniendo en cuenta que RES inhibe 

la fosforilación de STIM1 y que esta fosforilación regula la disociación de EB1, hemos 

estudiado la interacción de STIM1 y EB1 en células HEK293 tratadas con RES tras el 

vaciado de los depósitos con Tg. Para ello, células HEK293 que expresan de modo estable 

FLAG-STIM1 fueron transfectadas para la expresión transitoria de EB1-GFP. Las células 

se trataron con RES y se indujo el vaciado de depósitos intracelulares con Tg 1 µM en 

HBSS libre de Ca2+, durante 10 minutos a 37ºC. Posteriormente se llevó a cabo la 

precipitación de EB1-GFP utilizando resinas de GFP-Trap y se evaluó el nivel STIM1 

unido a EB1 mediante inmunoblot con un anticuerpo anti-STIM1. Como control negativo 

de este ensayo de co-precipitación se usaron células HEK293 que expresan de modo 

estable el péptido FLAG y se transfectaron para la expresión transitoria de EB1-GFP 

(Figura 53, línea 1). Del mismo modo, y como control negativo, células que expresaban 

FLAG-STIM1 fueron transfectadas para la expresión transitoria de la proteína GFP 

(Figura 53, línea 2). En la Figura 53 podemos observar como el vaciado de los depósitos 

inducido por Tg inducía una disociación significativa del complejo STIM1-EB1, tal y 

como habíamos observado en experimentos anteriores (calle 4). Sin embargo, pudimos 

comprobar que la presencia RES bloqueaba esta disociación, es decir, no se observa un 

descenso en el nivel de STIM1 unido a EB1 en células tratadas con RES (calle 6). En los 

paneles inferiores se muestran los niveles de expresión de STIM1 y EB1-GFP de los 

lisados totales, mostrándose así que no hay diferencias de expresión de estas proteínas en 

las diferentes condiciones ensayadas. Además mostramos también el estado de 

fosforilación de STIM1, mediante la detección por inmunoblot de la fosforilación de la 

serina 621. Estos resultados apoyan la hipótesis de que una fosforilación defectiva de 

STIM1 afecta a la disociación de STIM1-EB1 tras el vaciado de depósitos. Estos 

resultados muestran que la inhibición de ERK1/2 por el tratamiento con RES inhibe la 

fosforilacion de STIM1, y por tanto la disociación de EB1, explicando el mecanismo por 

el cual células tratadas con RES presentan una inhibición de SOCE. 
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Figura 53: Inhibición de la disociación de STIM1 y EB1 por RES. Células HEK293 que expresan de modo estable 
FLAG-STIM1 se transfectaron para la expresión transitoria de EB1-GFP. Las células se incubaron con HBSS con Ca2+

(-Tg) o en HBSS libre de Ca2+ con 1 µM de Tg durante 10 minutos (+Tg). RES (50 µM) se preincubó 10 minutos antes 
del tratamiento con Tg y se mantuvo durante el tratamiento con Tg. EB1-GFP se inmunoprecipitó con GFP-Trap y el 
nivel de STIM1 unido a EB1 se evaluó por inmunoblot usando un anticuerpo anti-STIM1. El nivel de EB1-GFP 
precipitado se evaluó con un anticuerpo anti-GFP. La cantidad total de EB1-GFP y de FLAG-STIM1 expresado en cada 
condición se evaluaron utilizando los lisados totales. Finalmente para comprobar la activación de STIM1 por el vaciado 
de los depósitos intracelulares se monitorizó fosfo-Ser621-STIM1 en los lisados totales. La cuantificación de la unión 
STIM1-EB1 se llevó a cabo por densitometria utilizando el software ImageJ. Para el análisis estadístico se compararon 
los datos con el control (-Tg, –RES). n.s.: no significativo p>0,05; ***p<0,001. 
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13. RESVERATROL INHIBE LA MULTIMERIZACIÓN DE STIM1 EN 
CÉLULAS HEK293. 

Un importante evento para la activación de SOCE es la multimerización de STIM1 

en respuesta al vaciado de Ca2+ del RE. Esta multimerización está regulada por el dominio 

de unión a Ca2+ intraluminal de STIM1 (Stathopulos et al., 2006). Además el dominio 

SAM (sterile-alpha motif) inicia la homo-oligomerización de la proteína, facilitando la 

multimerización de STIM1 (Baba et al., 2006). Como sugirió Baba et al., el movimiento 

y multimerización de STIM1 también se encuentran mediados por las regiones 

citoplasmáticas coiled-coil y los dominios ricos en Ser/Pro (Baba et al., 2006). Además 

Sampieri et al., sugirieron que no sólo el vaciado de depósitos de Ca2+ sino también la 

disociación de STIM1 y EB1 es requerida para activar SOCE, es decir para permitir la 

unión de STIM1 a ORAI1 (Sampieri et al., 2009). Todos estos resultados nos permiten 

proponer que tras el vaciado de los depósitos intracelulares, la fosforilación de STIM1 en 

sitios diana de ERK1/2 regula la disociación de STIM1 y EB1, y que este hecho facilita 

la formación de multímeros y favorece la relocalización de STIM1 en las cercanías de la 

membrana plasmática para poder activar los canales SOC (Pozo-Guisado et al., 2013). 

Así, en este trabajo hemos analizado la multimerización de STIM1 en presencia de RES. 

Para ello hemos utilizado células HEK293 que expresan de modo estable STIM1-GFP. 

Las células se trataron durante 3 minutos con Tg 1 µM, para inducir el vaciado de 

depósitos intracelulares de Ca2+, en presencia o ausencia de RES. De este modo en la 

Figura 54 podemos ver que Tg induce la multimerización de STIM1 en 

aproximadamente el 40% de las células tratadas. Sin embargo, la preincubación con RES 

10 µM reduce el nivel de multimerización de STIM1 hasta un 15-20%. Además, la 

disminución en la multimerización de STIM1 fue similar a la observada en células 

tratadas con el inhibidor de ERK1/2 PD0325901, lo que sugiere que la inhibición de la 

multimerización de STIM1 por RES está directamente relacionada con la inhibición de la 

fosforilación de STIM1 por esta fitoalexina (veánse Figura 51 y Figura 52). 
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Ha sido descrito que la mutación de STIM1 en los residuos Ile644-Pro645 a 

Asn644-Asn645 promueve la disociación de STIM1 y EB1 (Honnappa et al., 2009; Pozo-

Guisado et al., 2013). De este modo STIM1-I644N/P645N permanece separado de  EB1 

independientemente del nivel de fosforilación de STIM1 (Pozo-Guisado et al., 2013). 

Figura 54: RES inhibe la multimerización de STIM1 en células HEK293. Las células HEK293 que expresan de 
modo estable STIM1-GFP (WT o I644N/P645N) se incubaron con Tg 1 µM en presencia o ausencia de RES 10 µM 
en HBSS libre de Ca2+ durante 3 minutos. El porcentaje de células que presentaban una marcada multimerización de 
STIM1 (multimeros > 0,2 µm) se calculó a partir de un mínimo de 200 células por condición. Se muestran imágenes 
representativas de las células en las distintas condiciones. Como control del experimento las células se incubaron con 
PD0325901 (0,1 µM). ***p<0,001. 
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Para determinar si el efecto de RES sobre la multimerización de STIM1 está directamente 

relacionado con la inhibición de la fosforilación de STIM1 analizamos si RES inhibía la 

multimerización de STIM1 en células que expresan STIM1-I644N/P645N. Para ello, 

células HEK293 que expresan esta mutación de STIM1 (STIM1-I644N/P645N-GFP) se 

trataron con Tg 1 µM en presencia y ausencia de RES. Tal y como esperábamos y de 

acuerdo con la hipótesis inicial, las células que expresan STIM1-I644N/P645N-GFP 

tratadas con RES 10 µM no muestran inhibición de la multimerización de STIM1 (Figura 

54), ya que esta mutación libera a STIM1 de EB1 permitiendo su multimerización de 

manera independiente del nivel de fosforilación de STIM1 en los sitios diana de ERK1/2.  

14. RESVERATROL INHIBE LA UNIÓN DE STIM1 A ORAI1 EN CÉL ULAS 
HEK293. 

La multimerización de STIM1 es un evento que precede a la unión de STIM1 a 

los canales SOC para su activación (Zhou et al., 2013). Así, hemos determinado si la 

inhibición de la multimerización inducida por RES afecta a la unión de STIM1 a ORAI1 

tras la inducción del vaciado de depósitos con Tg. Para ello se utilizaron células HEK293 

que expresan de modo estable STIM1-GFP y que fueron transfectadas para la expresión 

transitoria de HA-ORAI1. Las células se trataron con Tg 1 µM en presencia y ausencia 

de RES 50 µM y se analizó la coprecipitación del complejo STIM1-ORAI1. STIM1-GFP 

se inmunoprecipitó con resinas de GFP-Trap y se analizó la co-precipitación de HA-

ORAI1 mediante inmunoblot usando un anticuerpo específico anti-HA. Como control 

negativo del experimento se utilizaron células HEK293 que expresaban de modo estable 

STIM1-GFP y que fueron transfectadas para la expresión del péptido HA. Por otro lado 

se comprobó que el nivel total de STIM1-GFP precipitado era similar en todas las 

condiciones ensayadas. Del mismo modo se utilizaron lisados totales para analizar el 

nivel de activación de las quinasas ERK1/2, así como el nivel total de dichas quinasas 

(marcado como tERK1/2), comprobando que no existe cambios en el nivel de expresión 

en los distintos grupos experimentales. En la Figura 55 se muestra la cuantificación de 

ORAI1 co-precipitado. Los datos revelan que el tratamiento con RES reduce la cantidad 

de ORAI1 unido a STIM1 en condiciones de vaciado de depósitos intracelulares de Ca2+, 



Resultados 

 

 

102 

 

confirmando así que la inhibición de SOCE llevada a cabo por RES era debida, al menos 

en parte, a una disminución en el nivel de unión STIM1-ORAI1.  

Estos datos sugieren que RES inhibe la actividad ERK1/2 y por tanto la 

fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2. Como consecuencia de la inhibición 

de la fosforilación de STIM1, éste se encuentra unido a EB1, disminuyendo así la 

multimerización de STIM1 y por tanto la unión a ORAI1 en la membrana plasmática.  

Por tanto, todos estos datos sugieren que fosforilación de STIM1 es una diana principal 

para RES en la inhibición de SOCE.  

Figura 55: RES impide la unión de STIM1-ORAI1 bajo condiciones de vaciado de depósitos. Las células HEK293 
que expresan de modo estable STIM1-GFP se transfectaron para la expresión transitoria de HA-ORAI1. Tras la 
transfección (24 h) se incubaron las células en HBSS con Ca2+ (-Tg), o en HBSS libre de Ca2+ con Tg 1 µM durante 10 
minutos (+Tg), o con RES (50 µM) durante 10 minutos de preincubación antes al tratamiento con Tg, y durante el 
tratamiento con Tg. El nivel de ORAI1 unido a STIM1 se determinó por inmunoblot utilizando un anticuerpo específico 
anti-HA. El nivel de STIM1 precipitado se determinó con un anticuerpo anti-GFP. Para ver la activación de ERK1/2 
por Tg así como la inhibición por RES, se monitorizó anti-fosfo-ERK1/2 (marcado como pERK1/2) y total-ERK1/2 
(marcado como tERK1/2) mediante inmunoblot utilizando los lisados totales. La cuantificación de la unión de STIM1-
EB1 se llevó a cabo por densiometría utilizando el software ImageJ. Para el análisis estadístico se compararon los datos 
con el control (-Tg). *p<0,05; ***p<0,001. 
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Un experimento crucial que apoya esta hipótesis es la medida de entrada de Ca2+ 

(SOCE) en células HEK293 que expresan STIM1-S575E/S608E/S621E o en células que 

expresan STIM1-I644N/P645N tratadas con RES. Ambos mutantes inducen la 

disociación de STIM1 de EB1. Además, el mutante S/E mimetiza una fosforilación 

constitutiva de STIM1, de manera que RES no podría inducir una desfosforilación de esos 

residuos. Por otro lado los mutantes de STIM1-IP/NN permanecen disociados de EB1 

independientemente del nivel de fosforilación de los residuos Ser575/Ser608/Ser621. Por 

todo ello, y siguiendo la hipótesis y conclusiones anteriores, esperábamos que la entrada 

de Ca2+ no se viera afectada por el tratamiento con RES en estos mutantes. Las medidas 

de entrada de Ca2+ se llevaron a cabo en células HEK293 que expresaban de modo estable 

FLAG-ORAI1 y que fueron transfectados para la expresión transitoria de 1) STIM1-WT-

mCherry (línea en negro); 2) STIM1-S575E/S608E/S621E-mCherry (línea en rojo); y 3) 

STIM1-I644N/P645N-mCherry (línea en verde). Las células se cargaron con fura-2 y se 

indujo el vaciado de depósitos con Tg 1 µM en medio libre de Ca2+ (minuto 2 de la 

gráfica). Tras la estabilización del nivel de Ca2+ citosólico, añadimos Ca2+ al medio 

extracelular (minuto 8 de la gráfica), monitorizando así la entrada de Ca2+ al citosol. De 

este modo, en la Figura 56 – panel A podemos observar que la expresión de estos 

mutantes (STIM1-S575E/S608E/S621E o STIM1-I644N/P645N) no afecta a la entrada 

de Ca2+ tras inducir el vaciado de depósitos con Tg. Del mismo modo, en la Figura 56 – 

panel B podemos ver que RES no inhibe SOCE en células que expresan STIM1-

S575E/S608E/S621E o STIM1-I644N/I645N, lo cual apoya que la fosforilación de 

STIM1 en sitios diana de ERK1/2 es la principal diana de RES en la inhibición de SOCE. 
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Figura 56: SOCE no se inhibe por RES en células que expresan STIM1-S575E/S608E/S621E o STIM1-
I644N/P645N. Las células HEK293 que expresan de modo estable Flag-ORAI1 fueron transfectadas para la expresión 
transitoria de STIM1-mCherry (línea negra), STIM1-S575E/S608E/S621E-mCherry (línea roja) o STIM1-I644N/P645N-
mCherry (línea verde). (A) Se evaluó SOCE en células cargadas con fura-2 a las que se añadío Tg 1 µM en HBSS libre 
de Ca2+, seguido de una adición de Ca2+ 2 mM (B) Se evaluó SOCE en células cargadas con fura-2 a las que se le añadío 
Tg 1 µM junto con RES 20 µM , seguida de la adición de Ca2+ 2 mM. 
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Este trabajo pone de manifiesto la estrecha relación que existe entre el vaciado de 

los depósitos de Ca2+ (retículo endoplasmático), la activación de las quinasas ERK1/2 y 

la fosforilación de STIM1. Desde que en el año 2000 Manji y cols. definiesen a STIM1 

como una proteína susceptible de ser fosforilada (Manji et al., 2000), muchos han sido 

los estudios enfocados a determinar los residuos de STIM1 que se fosforilan, así como 

las funciones en las que están implicados estos fosforesiduos. En 2006 Olsen y cols. 

observaron numerosos residuos de STIM1 fosforilados en células HeLa tratadas con EGF 

(Olsen et al., 2006). Posteriormente, en 2009, Smyth y cols. describieron la fosforilación 

de los residuos Ser575, Ser608, Ser621, Ser492, Ser553, Ser602, Ser620 y Ser668 (Smyth 

et al., 2009). Al mismo tiempo, utilizando como modelo de estudio ovocitos de Xenopus, 

Yu y cols. describieron también varios residuos de serinas y treoninas de STIM1 

fosforilados, entre ellos, los residuos Ser575 y Ser621 (Yu et al., 2009). Por otro lado, 

nuestros resultados con células HEK293 han puesto de manifiesto la fosforilación de 

STIM1 en los residuos Ser575, Ser608 y Ser621. La fosforilación de estas serinas se 

identificó con técnicas de espectrometría de masas y mediante experimentos de 

fosforilación in vitro, y se demostró que estos residuos son diana de las quinasas ERK1/2 

(Pozo-Guisado et al., 2010). Así, nuestro grupo de investigación identificó por primera 

vez a una quinasa responsable de la fosforilación y activación de STIM1 en unas 

condiciones determinadas. Por otro lado, con la utilización de anticuerpos específicos, 

que reconocen los residuos Ser575, Ser608 y Ser621 fosforilados, hemos podido 

demostrar la fosforilación de STIM1 en los residuos diana de ERK1/2 in vivo. Nuestro 

trabajo utiliza como modelo de estudio cultivos celulares asincrónicos, mientras que los 

estudios de Smyth y cols. utilizaron células paradas en mitosis tras el tratamiento con 

nocodazol. Del mismo modo, el trabajo presentado por Yu y cols. se basaba en ovocitos 

de Xenopus que se encuentran detenidos en meiosis. Este aspecto es de particular 

importancia ya que se ha observado que tanto en mitosis como en meiosis SOCE es una 

ruta inhibida (Machaca and Haun, 2000; Russa et al., 2008; Yu et al., 2009). En este 

sentido, Smyth y cols. demostraron que, en células HeLa y HEK293 paradas en mitosis, 

la fosforilación de las Ser486 y la Ser668 inhibía SOCE (Smyth et al., 2009). Además, 

estos mismos autores consideraron en función de sus resultados que las Ser575 y Ser621 

se encontraban fosforiladas de modo constitutivo. Sin embargo, con la utilización de 

anticuerpos fosfo-específicos hemos podido observar un nivel basal de fosforilación 

cuando las células están en reposo y un incremento significativo en la fosforilación de 
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estos residuos cuando se activa SOCE tras el vaciado de depósitos de Ca2+. El tratamiento 

con tapsigargina (Tg) se desarrolla mediante la inhibición de la SERCA, por lo que se 

bloquea el rellenado del retículo endoplasmático. Por otro lado, también hemos observado 

un incremento en la fosforilación de STIM1 tras la estimulación de las células con el 

factor de crecimiento epidérmico (EGF), lo que supone un estímulo más similar a una 

activación de tipo fisiológico. De este modo, nuestros resultados muestran que la 

fosforilación de STIM1 en los residuos Ser575, Ser608 y Ser621 es desencadenada por la 

activación de las quinasas ERK1/2 y que este paso es crítico para la activación de SOCE. 

Además hemos podido observar que la fosforilación de STIM1 en los sitios diana de 

ERK1/2 está relacionada con su multimerización, disociación de microtúbulos, 

interacción con canales SOC y la entrada de Ca2+ extracelular.  

 La ruta de señalización RAS-RAF-MEK-ERK se activa tras la unión de un 

ligando específico a receptores tirosina quinasa presentes en la membrana plasmática. 

Entre estos receptores tirosina quinasa nos encontramos el receptor de EGF (EGFR), 

frecuentemente mutado o sobreexpresado en diferentes tipos de cáncer de humano. En 

este sentido, numerosos estudios han puesto de manifiesto que la isoforma K-RAS, de la 

proteína Ras, está mutada en aproximadamente el 30% de casos de cáncer en humanos, y 

que la mutación B-RAF (V600E), que activa la proteína de forma constitutiva, es la más 

común en nuestra población (Cantwell-Dorris et al., 2011). Debido a la importancia que 

tiene esta ruta en el origen de distintos tipos de cáncer, muchos estudios clínicos se han 

centrado en el uso de inhibidores específicos de la ruta de señalización RAS-RAF-MEK-

ERK con el fin de evaluar su potencial como posible tratamiento frente al desarrollo 

tumoral (Roberts and Der, 2007).  

Numerosos factores de crecimiento, citoquinas y hormonas, modulan la ruta de 

las MAPK y, por tanto, activan las quinasas ERK1/2. En este sentido, STIM1 fosforilado 

podría ser un efector de esta ruta y ser el responsable de numerosos eventos celulares. En 

este trabajo hemos utilizado la línea celular Ishikawa derivada de un adenocarcinoma 

endometrial humano y se ha mostrado por primera vez que la activación de las rutas de 

señalización activadas por EGF induce la fosforilación de STIM1 en los sitios diana de 

ERK1/2. Además, hemos mostrado que la fosforilación de STIM1 regula su activación 

modulando procesos tan importantes para la célula como la migración celular o la 

transición epitelio-mensénquima. Del mismo modo, estudios paralelos realizados en 

nuestro laboratorio han mostrado la fosforilación de STIM1 en los residuos dianas de 
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ERK1/2 y su activación tras el tratamiento con IGF-1, que también activa la ruta de las 

MAPK (Tomas-Martin et al., 2015). Además, también hemos podido mostrar cómo la 

mutación oncogénica H-RAS(G12V) estimula la fosforilación y activación de STIM1 en 

ausencia de EGF, corroborando así que la ruta RAS-RAF-MEK-ERK estimula la 

fosforilación de STIM1. Todos estos resultados nos permiten proponer a STIM1 como un 

nuevo efector de la cascada RAS-RAF-MEK-ERK que tendría como diana la activación 

de canales SOC y con ello, la entrada de Ca2+ y la activación de numerosos procesos 

celulares de pendientes de Ca2+. De este modo, nuestros resultados muestran que la 

activación de la ruta de señalización RAS-RAF-MEK-ERK-STIM1 regula varios 

procesos celulares, entre ellos motilidad y migración. De forma similar, la presencia de 

fosfo-tirosinas descrita en plaquetas y la fosforilación de la Ser575 descrita en mioblastos 

podría explicar la activación plaquetaria (Elvers et al., 2012) y la diferenciación de 

mioblastos (Lee et al., 2012). 

Otra conclusión importante que podemos extraer de los resultados obtenidos en 

este trabajo es que la activación de MEK-ERK no requiere de la entrada de Ca2+ 

extracelular, ya que la expresión de H-RAS (G12V) es suficiente para activar ERK1/2. 

Además, este resultado ha sido corroborado tras observar activación de ERK1/2 y 

fosforilación de STIM1 en ausencia de Ca2+ extracelular. Aunque este trabajo no se ha 

centrado en la ruta de activación de ERK1/2 en ausencia de influjo de Ca2+, existen 

diversas posibilidades que habilitarían esta activación, siendo la más probable la 

activación de la Ca2+/calmodulina quinasa II (CaMKII) tras el tratamiento con EGF o Tg. 

Cualquiera de estas dos estimulaciones conduce a un incremento de la concentración de 

Ca2+ citosólico, que activaría CaMKII, que es un conocido regulador de RAF1, por lo que 

la activación de ésta última podría explicar la activación de ERK1/2. 

En los últimos años se ha propuesto la activación de los canales SOC como 

potencial diana terapéutica en el tratamiento del cáncer, ya que se ha visto que la 

activación de estos canales está implicada en la proliferación celular de células de 

glioblastoma (Liu et al., 2011; Motiani et al., 2013) y células de glándula mamaria MDA-

MB-231 (Yang et al., 2009). Se ha propuesto que ORAI1, proteína que constituye un tipo 

de canal SOC, está directamente implicada en proliferación celular (El Boustany et al., 

2010). Además, la proteína ORAI3 se ha relacionado directamente con desarrollo tumoral 

en la línea de cáncer de glándula mamaria humana MCF-7 (Motiani et al., 2013). 

Consecuentemente, numerosos grupos han demostrado que la proliferación de diversas 
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líneas celulares se reduce (1) tras el bloqueo de canales SOCs con el tratamiento con 

SKF96365, un conocido agente bloqueante de la entrada de Ca2+; y (2) tras la reducción 

de la expresión de los principales componentes de los canales SOC, es decir, tras el 

bloqueo de la síntesis de STIM1 y/o ORAI1 (Chen et al., 2011; Faouzi et al., 2011; Liu 

et al., 2011; Motiani et al., 2013; Yang et al., 2013; Yang et al., 2009; Yoshida et al., 

2012). Además, se ha mostrado también que el bloqueo de canales SOC con SKF96365, 

así como tras la reducción de expresión de STIM1 mediante siRNA, disminuye la 

migración celular en células de hepatocarcinoma (Yang et al., 2013). Tras analizar la 

migración de células Ishikawa, hemos podido demostrar que este proceso se ve 

disminuido en aquellas células que sobre-expresaban STIM1 mutado en las serinas 575, 

608 y 621 para simular una desfosforilación constitutiva (Ser/Ala). Esta desfosforilación 

mantiene inactivo a STIM1 y por tanto, mantiene inhibida la maquinaria de SOCE, 

resultado que concuerda con los obtenidos por otros autores mediante la reducción de la 

expresión de STIM1 o el bloqueo de los canales SOCs (Yang et al., 2013).  

  Estos datos, junto con el hecho de que la migración de células Ishikawa sea 

inhibida tanto con SKF96365 como por PD0325901, inhibidor de ERK1/2, nos permite 

sugerir que la inhibición de la fosforilación de STIM1 en sitios diana de ERK1/2 es 

suficiente para prevenir la migración celular. Esta hipótesis ha sido explorada y validada 

mediante el reciente descubrimiento de que la activación de receptores tirosina quinasa 

conlleva a la activación local de STIM1 en el frente de migración de células epiteliales 

(Tsai et al., 2014).  

Otro evento importante en el desarrollo de cáncer es la transición epitelio 

mesénquima (TEM), proceso mediante el cual las células epiteliales sufren cambios 

morfológicos que les permiten disminuir la adhesión a la lámina basal y estimular su 

capacidad de migración e invasión en otros tejidos. Es ampliamente conocida la 

implicación de EGF en este proceso en distintos tipos celulares (Cheng et al., 2012; Lee 

et al., 2008; Richter et al., 2011). En este trabajo hemos podido demostrar la implicación 

de STIM1 en esta transformación epitelio-mesénquima tratando células de tipo epitelial 

(células Ishikawa) con EGF durante 24 horas. Por un lado, se pudo comprobar cómo la 

proteína E-cadherina, que en células epiteliales aparece localizada en la membrana 

plasmática, sufre una relocalización hacia el citosol tras el tratamiento con EGF. Este 

resultado concuerda con los mostrados por Grille y cols. en la línea celular de carcinoma 

SCC13 (Grille et al., 2003). Otro marcador utilizado en este trabajo para detectar la 
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transición epitelio-mensénquima es vimentina, que se encuentra sobreexpresado en tipos 

mesenquimales como hemos confirmado tras el tratamiento de células Ishikawa con EGF. 

Sin embargo, las células Ishikawa transfectadas con STIM1-S575A/S608A/S621A 

apenas presentan niveles detectables de vimentina, lo que corrobora la hipótesis de que la 

desfosforilación de STIM1 disminuye significativamente la transformación de células 

epiteliales en mesenquimales. Estos resultados están por lo tanto estrechamente 

relacionados con los que muestran la disminución en migración observada en células que 

sobreexpresaban el mutante de STIM1 que simula una desfosforilación, ya que el fenotipo 

epitelial presenta una menor motilidad. Además, estos resultados concuerdan con la 

disminución de la migración celular observada por otros grupos tras una regulación 

negativa de la expresión de STIM1 (Chen et al., 2011; Faouzi et al., 2011; Liu et al., 2011; 

Motiani et al., 2013; Yang et al., 2013; Yang et al., 2009; Yoshida et al., 2012). Así, 

nuestros resultados nos permiten sugerir que la fosforilación de STIM1 inducida por EGF 

activa la entrada de Ca2+ a través de los canales SOC y que este aumento de Ca2+ 

intracelular debe activar factores de transcripción que inducen la expresión de vimentina 

o la relocalización de E-cadherina al citosol, promoviendo de este modo la transformación 

fenotípica a un tipo mesenquimal. 

Por otro lado, la migración celular se encuentra gobernada por la dinámica de 

microtúbulos y existen varios trabajos que han puesto de manifiesto la relación entre 

STIM1 y microtúbulos (Bain et al., 2007; Chen et al., 2013; Grigoriev et al., 2008; Pozo-

Guisado et al., 2013). Todos estos resultados nos llevaron a estudiar el papel de STIM1 

en migración celular y más concretamente el papel de la fosforilación de STIM1 en la 

modulación de la migración. STIM1 es transportado a través de los túbulos del retículo 

endoplasmático mediante un mecanismo dependiente de EB1, proteína que regula el 

extremo en crecimiento de microtúbulos (plus-end). De hecho, STIM1 se une 

directamente a EB1, de manera que STIM1 se considera una plus-end-tracking protein 

(+TIPs) (Grigoriev et al., 2008). Se ha demostrado que EB1 y STIM1 colocalizan en 

determinadas condiciones, aunque existen diferencias entre tipos celulares, 

comportándose de modo distinto en los fibroblastos MRC5-SV y en la línea celular HeLa 

(Grigoriev et al., 2008). Mientras STIM1 colocaliza con EB1 bajo condiciones de vaciado 

de depósitos en células HeLa, en fibroblastos MRC5-SV STIM1 se transporta de forma 

independientemente de EB1. Estos resultados han permitido sugerir que la asociación de 

STIM1 a microtúbulos no es necesaria para la activación de SOCE (Grigoriev et al., 
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2008). Otros autores han encontrado que el tratamiento de células HEK293 con 

nocodazol, un inhibidor de la polimerización de microtúbulos, inhibe SOCE (Smyth et 

al., 2007), lo que sugiere que la asociación entre STIM1 y microtúbulos modula 

positivamente SOCE. Posteriormente, Sampieri y cols. encontraron que la disociación de 

STIM1 y EB1 es un requisito para la formación de multímeros de STIM1 y por tanto, la 

activación de ORAI1 y SOCE (Sampieri et al., 2009). De este modo, los mecanismos que 

inducen la disociación del complejo STIM1-EB1, requerida para la activación de SOCE, 

es desconocida aún. Así, durante el desarrollo de este trabajo, fueron varias las evidencias 

que nos llevaron a estudiar el papel de la fosforilación de STIM1 como posible 

mecanismo que modula la asociación dinámica entre STIM1 y EB1: (i) se ha sugerido 

que el dominio Ser/Pro de STIM1 está implicado en la formación de multímeros y por 

tanto en la activación de SOCE (Baba et al., 2006); (ii) EB1 se une directamente a la 

secuencia TRIP de STIM1, que está localizada cerca del dominio Ser/Pro (Honnappa et 

al., 2009); (iii) la unión de otras proteínas +TIPs a EB1 es regulada mediante la 

fosforilación de residuos vecinos de la secuencia S/TxIP (Kumar et al., 2009; Watanabe 

et al., 2009); y (iv) STIM1 se fosforila en las proximidades de la secuencia S/TxIP, que 

sirve de unión a EB1 (Pozo-Guisado et al., 2010).  

En este sentido nuestros resultados concuerdan con previos estudios, en los que 

otras proteínas +TIPs, como son CLASPs (Kumar et al., 2009), APC (Nathke, 2004) y 

MCAK (Andrews et al., 2004), son fosforiladas en residuos próximos a la secuencia 

S/TxIP, regulando de este modo la interacción con microtúbulos. En todos los casos, al 

igual que ocurre con STIM1, las secuencias que flanquean a S/TxIP contienen numerosos 

residuos básicos que permiten la unión a residuos de EB1, mientras que la fosforilación 

de residuos estaría añadiendo carga negativa que estimularía la disociación de EB1. Este 

trabajo presenta evidencias sólidas de que la fosforilación de STIM1 en los sitios diana 

de ERK1/2 (Ser575, Ser608, Ser621) regula la disociación entre STIM1 y EB1, paso 

necesario para la activación de SOCE. Por otro lado, nuestras conclusiones no descartan 

la posibilidad  de que otros sitios puedan ser fosforilados para llevar a cabo otras 

funciones, como ocurre con CLASPs, en la que patrones distintos de fosforilación 

determinan si las CLASPs se unen al extremo en crecimiento de los microtúbulos o bien 

si se asocian a lo largo de los mismos (Kumar et al., 2009). Este podría ser el caso de 

STIM1, ya que la fosforilación en sitios diana de ERK1/2 disocia a la proteína EB1 y 

promueve SOCE, mientras que, por el contrario, la fosforilación de otros residuos de 
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STIM1 ha sido relacionada con la inhibición de SOCE en mitosis (Smyth et al., 2009). 

Además, es posible que otras modificaciones post-traduccionales de STIM1 tengan 

alguna repercusión en el papel de la fosforilación de ciertos residuos de STIM1 y por 

tanto, modulen su función. Con esta consideración, la modificación de STIM1 en los 

residuos Ser/Thr con N-acetilglucosamina (N-acetil glicosilación) atenúa la 

multimerización de STIM1 en cardiomiocitos neonatales llevando a la inhibición de 

SOCE (Zhu-Mauldin et al., 2012). También estos autores demostraron que el aumento de 

N-acetil glicosilación de STIM1 alteraba la fosforegulación de STIM1, lo que  sugiere 

una relación entre ambas modificaciones post-traduccionales.  

Aunque en este trabajo hemos comprobado que EGF induce la disociación entre 

STIM1 y EB1, la fosforilación de STIM1 es reversible, de modo que la desfosforilación 

de STIM1 estimula la nueva asociación a EB1, proceso que afecta a la entrada de Ca2+ 

regulada por depósitos intracelulares (Pozo-Guisado et al., 2013). Esto significa que 

existe un proceso cíclico de fosforilación/desfosforilación de STIM1 que permite de 

forma dinámica la liberación y unión a EB1. Para testar si el transporte mediado por 

microtúbulos es el responsable de la localización de STIM1, Tsai y cols. expresaron un 

mutante de STIM1 deficiente en la unión con EB1 (YFP-STIM1-Ile644Asn/Pro645Asn). 

Los resultados mostraron que este mutante de STIM1 presentaba una activación de SOCE 

similar a la presentada por la proteína silvestre, indicando así que el mutante mantiene su 

habilidad completa para controlar la entrada de Ca2+ (Tsai et al., 2014). Sin embargo, 

YFP-STIM1-Ile644Asn/Pro645Asn falló en su polarización celular durante la migración, 

sugiriendo así el requerimiento del complejo STIM1-EB1 en estado de reposo aunque no 

para la activación de SOCE. De este modo, es posible que STIM1 viaje unido a EB1 hasta 

alcanzar una región de la célula con alta actividad de RAS-RAF-MEK-ERK y una vez 

fosforilado se disocie de EB1 para activar la entrada de Ca2+. 

Los resultados mostrados en este trabajo ponen de manifiesto la importancia de la 

inhibición de la ruta RAS-RAF-MEK-ERK-STIM1 para inhibir procesos celulares 

relacionados con migración de células tumorales. Desde que en 1997, Jang y cols. 

publicaran que resveratrol (RES) inhibía carcinogénesis (Jang et al., 1997), se han llevado 

a cabo numerosos estudios en los que se administraba RES con el fin de estudiar la 

reducción del crecimiento de tumores utilizando diferentes modelos animales (Asensi et 

al., 2002; Marier et al., 2002; Meng et al., 2004). Además, los estilbenos se han 

considerado como anticancerígenos desde que se conoce que pueden inhibir SOCE 
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(Dobrydneva et al., 2003). Sin embargo, el mecanismo molecular de la inhibición de 

SOCE mediado por RES no está claro, lo que hace necesario localizar las dianas 

moleculares de esta inhibición, así como concretar su uso terapéutico.  

En este trabajo hemos contribuido al análisis del mecanismo molecular de 

inhibición de SOCE. Nuestros resultados muestran que RES inhibe SOCE con una IC50 

próxima a 10 μM en células HEK293. Además, hemos observado que esta inhibición no 

es debida a que RES bloquee directamente el canal, sino a la inhibición de la cascada de 

señalización celular responsable de la fosforilación de STIM1. Los experimentos 

realizados con mutantes de STIM1 indican que la fosforilación de STIM1 en los residuos 

diana de ERK1/2 (Ser575, Ser608 y Ser621) es necesaria para activar SOCE y que la 

fosforilación de estos residuos es inhibida por RES. Esta inhibición podría ser debida a la 

inhibición directa de ERK1/2 por RES, pero no descartamos la posibilidad de que RES 

actúe sobre quinasas que activen ERK1/2, como ya han sugerido otros autores (Delmas 

et al., 2006). De este modo, el hecho de que RES inhiba la activación de ERK1/2 y la 

fosforilación de STIM1 explica la inhibición en la entrada de Ca2+ en presencia de RES. 

Estos datos han sido corroborados tras observar que RES no inhibe movilización de Ca2+ 

en células que sobre-expresan el mutante STIM1-S575E/S608E/S621E. Por otro lado, 

hemos mostrado que, además de inhibir SOCE, RES también inhibe la multimerización 

de STIM1, la disociación de EB1 y la interacción de STIM1 a ORAI1, mientras que la 

actividad del mutante STIM1-S575E/S608E/S621E no se ve afectado por RES. Estos 

resultados pueden dar explicación a la inhibición de la migración celular observada por 

otros autores en células tratadas con RES (Kumerz et al., 2011), al igual que la inhibición 

de la TEM en distintos tipos celular tratados con RES (Ji et al., 2015; Li et al., 2013).  

Se ha mostrado que RES altera muchas dianas moleculares y que además tiene un 

efecto dosis-dependiente (revisado por (Mukherjee et al., 2010)). En este sentido se ha 

observado que RES activa la ruta PI3K a concentraciones próximas a 10 µM en células 

MCF-7, mientras que presenta inhibición de la vía PI3K e inhibición de la proliferación 

celular a concentraciones superiores a 50 µM (Pozo-Guisado, 2004). El efecto de RES 

sobre la fisiología de la célula es probable que dependa del tipo celular, pero es posible 

que la inhibición de SOCE por RES afecte principalmente a aquellos tipos celulares que 

son fuertemente dependientes de la entrada de Ca2+.  
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Por otro lado, se ha mostrado que RES promueve la parada del ciclo celular en la 

fase S en diferentes líneas celulares, incluyendo células de cáncer de mama (Pozo-

Guisado et al., 2002) mientras que el bloqueante de canales de Ca2+ SKF96365 produce 

una parada en fase G2/M (Nordstrom et al., 1992). Este efecto diferente entre RES y 

SKF96365 podría explicarse por el hecho de que RES, además de inhibir la entrada de 

Ca2+, presente muchas otras dianas celulares.  

En resumen, hemos descrito que la fosforilación in vivo de STIM1 en las Ser575, 

Ser608 y Ser621 se encuentra mediada por la actividad de ERK1/2 y que esta 

fosforilación puede ser inducida tanto por Tg como por estímulos más fisiológicos como 

EGF. Además, hemos puesto de manifiesto que la fosforilación de STIM1 regula su 

multimerización, disociación de EB1, interacción con ORAI1 y la activación de SOCE. 

Del mismo modo hemos mostrado que la fosforilación de STIM1 media la migración 

celular y la TEM inducida por EGF en células epiteliales de endometrio. Asimismo, 

hemos mostrado que la activación de STIM1 se ve bloqueada tras inhibir la fosforilación 

de los residuos dianas de ERK1/2 con RES o tras la sobre-expresión del mutante STIM1-

S575A/S608A/S621A. Además, este trabajo pone por primera vez de manifiesto que 

STIM1 es un efector de la ruta de señalización RAS-RAF-MEK-ERK lo que sugiere un 

papel relevante de la fosforilación de STIM1 como posible diana terapéutica en el 

tratamiento frente al cáncer. 
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Las conclusiones de este trabajo han sido: 

1.- El vaciado de los depósitos intracelulares de Ca2+ induce la fosforilación de 

STIM1 en los residuos Ser575, Ser608 y Ser621, siendo ERK1/2 las quinasas 

responsables de dicha fosforilación.  

2.- La activación de STIM1 por fosforilación estimula la multimerización de 

STIM1, la disociación de EB1, la interacción con el canal ORAI1 y el influjo  de Ca2+ 

desde el medio extracelular hacia el interior celular. 

3.- La fosforilación de STIM1 en los residuos diana de ERK1/2 es detectada tanto 

con un tratamiento con tapsigargina, un inhibidor de la SERCA, como con el factor de 

crecimiento epidérmico EGF.  

4.- La activación de la ruta Ras-Raf-MEK-ERK, ya sea mediante EGF, o con una 

versión constitutivamente activa de Ras (H-RasG12V), estimula la fosforilación de 

STIM1 en ausencia de Ca2+ extracelular, por lo que la fosforilación de STIM1 es 

independiente del influjo de Ca2+ desde el medio extracelular.  

5.- La fosforilación de STIM1 en los sitios diana de ERK1/2 estimula la migración 

de células de adenocarcinoma endometrial inducida por EGF. Del mismo modo, la 

fosforilación de STIM1 regula la transición epitelio-mesénquima estimulada por EGF.  

6.- El resveratrol inhibe el influjo de Ca2+ tras el vaciado de depósitos 

intracelulares inducido por tapsigargina en células HEK293. Además, esta inhibición es 

debida, al menos parcialmente, a la inhibición de la fosforilación de STIM1 en sitios diana 

de ERK1/2 mediada resveratrol.  

7.- El resveratrol inhibe la multimerización de STIM1 estimulada por 

tapsigargina, así como la disociación de EB1 y la interacción con ORAI1. Estos resultados 

sugieren que el resveratrol, como inhibidor de SOCE, es un potencial inhibidor de 

migración celular y de la transición epitelio-mesénquima en células tumorales.  
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1. CULTIVOS CELULARES 

1.1 Cultivo de las líneas celulares. 

En este estudio se ha empleado las línea celular embrionaria HEK293 (Human 

Embryonic Kidney cells) transfectada de forma estable con plásmidos que contienen la 

información necesaria para la expresión de la proteína STIM1 (NP_033313) de ratón 

(Mus musculus). También se ha empleado la línea celular Ishikawa, establecida de un 

adenocarcinoma endometrial procedente de una mujer de 39 años, obtenida de la  

European Collection of Cell Cultures (ECACC). 

Para expandir los cultivos o para sembrar las células a la densidad requerida en 

los experimentos se parte de monocapas de células al 80-90% de confluencia. Tras aspirar 

el medio de cultivo, las células adheridas a la placa se lavan con PBS1 y se incuban en 

una solución de tripsina2 (Invitrogen) durante 3 minutos a 37ºC. A continuación se 

inactiva la tripsina2 por adición de 3 volúmenes de medio suplementado3, se toma una 

alícuota de la suspensión celular obtenida y se cuenta el número de células utilizando una 

cámara Neubauer. Posteriormente se siembra el mismo número de células para cada 

condición experimental y se mantienen en atmósfera de aire humidificado con 5% CO2 a 

37°C, de tal manera que los cultivos alcancen una confluencia aproximada del 70-80% 

en el momento de llevar a cabo los experimentos. 

1.2 Tratamientos de las líneas celulares. 

Las células se siembran y se mantienen en cultivo durante 24-48 horas hasta 

conseguir una confluencia del 70-80%. Transcurrido este tiempo y 8-12 horas antes de la 

realización del experimento, el medio de cultivo se sustituye por medio libre de suero4, 

con el fin de mantener las células con un nivel basal de estimulación.  

                                                           
1 PBS: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 4.3 mM, KH2PO4 1.5 mM, pH 7.4. 
2 Solución de tripsina: tripsina 0.05% (p/v), EDTA 5 mM. 
3 Medio de cultivo suplementado: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM) suplementado con 
10% (v/v) de suero fetal bovino (en el caso de células HEK293) o 5% (v/v) de suero fetal bovino (en el 
caso de células Ishikawa), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml. 
4 Medio libre de suero: DMEM, suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y 
estreptomicina 100 µg/ml. 
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El tratamiento de las células con resveratrol o EGF (factor de crecimiento 

epidérmico) se lleva a cabo en HBSS libre de Ca2+ 5 durante 10-20 minutos a 37ºC. Tanto 

el resveratrol como el EGF se mantienen a -80ºC en alícuotas individuales, 

manteniéndolas un máximo de 6 meses tras su preparación. 

1.3 Expresión de STIM1 en líneas celulares de HEK293 de modo estable e 

inducible. 

Las líneas celulares HEK293 Flp-In T-Rex que expresan Flag-STIM1 o STIM1-

GFP generadas en nuestro laboratorio (Pozo-Guisado et al., 2010) son resistentes a 

higromicina B (100 µg/ml) y a blasticidina (15 µg/ml). Por ello para mantener el DNA 

de STIM1 integrado en el genoma de las células se añaden estos antibióticos al medio de 

cultivo. Para inducir la expresión de STIM1 (Flag-STIM1 o STIM1-GFP) los cultivos se 

tratan con doxiciclina (1 µg/ml) durante un máximo de 24-36 horas previas a la 

realización de los experimentos. 

Las líneas celulares transfectadas de modo estable con STIM1 se obtuvieron por 

clonación del cDNA de Stim1 de ratón (NM_009287) en un vector pcDNA5-FRT/TO 

(Invitrogen) con el péptido FLAG (H3N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-COOH) 

en el extremo N-terminal ó con GFP (Green Fluorescent Protein) en el extremo C-

terminal. Se requieren tres pasos para la expresión estable de proteínas mediante el 

sistema Flp-In T-REx: (1) integración independiente de dos plásmidos en el genoma de 

las células HEK293, un plásmido con un sitio de unión (FRT) para la recombinasa 

(Figura 57a) y un plásmido que expresa un represor de Tet de forma constitutiva (Figura 

57b); (2) integración de un vector que contiene el gen de interés bajo un promotor 

inducible por doxiciclina (Figura 57c), mediada por la recombinasa-Flp en el sitio FRT; 

(3) inducción de la expresión del gen de interés por adición de doxiciclina (Figura 58). 

                                                           
 

 
5 HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) libre de Ca2+(Life Technologies): NaCl 138 mM, KCl 5.3 
mM, Na2HPO4 0.34 mM, KH2PO4 0.44 mM, NaHCO3 4.17 mM, MgCl2 2.2 mM, EGTA 0.1 mM, D-
glucosa 5.56 mM (pH 7.4) de Life Technologies. 
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Las células Flp-In T-REx HEK293 fueron transfectadas con una mezcla que 

contenía el cDNA de STIM1 en el vector pcDNA5/FRT/TO y el cDNA de la enzima 

Figura 57: Obtención de las líneas Flp-In T -REx. (A) Plásmido pFRT/lacZeo que contiene un sitio FRT para 
unión de la recombinasa y un gen de resistencia a zeocina. (B) Plásmido pcDNA6/TR© que expresa el represor 
Tet de forma constitutiva y tiene un gen de resistencia a blasticidina. (C) integración del plásmido 
pcDNA5/FRT/TO© que contiene el gen de interés. La integración de este plásmido confiere a las células 
resistencia a blasticidina y sensibilidad a zeocina. La expresión del gen de interés está reprimida por el represor 
Tet. 
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recombinasa en el vector pOG44 en una proporción (1:9) y usando para ello 

polietilenimina. Tras 48 horas, el medio se cambió por un medio suplementado con 

higromicina B (100 µg/ml) y blasticidina (15 µg/ml) para seleccionar las células 

transfectadas de forma estable. La expresión de FLAG-STIM1 o STIM1-GFP se 

determinó mediante western blot o mediante microscopia de fluorescencia 

respectivamente. Mediante esta técnica se generaron líneas celulares que expresan STIM1 

(wild type), STIM1 mutado Ser→Ala, o STIM1 mutado Ser→Glu. Los residuos de 

STIM1 mutados fueron las serina 575, serina 608 y serina 621. Las mutaciones se 

confirmaron con la posterior secuenciación del DNA genómico de estas líneas celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 Transfección transitoria de las líneas celulares. 

Para la transfección transitoria de los plásmidos utilizados en este trabajo las líneas 

celulares se siembran entre 6-8 horas antes de la transfección del plásmido de interés. En 

la Tabla I (Anexo I) se muestra la relación de plásmidos utilizados en este estudio. El 

vehículo de transfección utilizado en este trabajo fue polietilenimina (PEI), polímero 

catiónico que mantiene su estructura estable a pH fisiológico, lo que le confiere gran 

Figura 58: Expresión del gen de interés 
por adición de doxiciclina. La proteína 
represora Tet (TetR) es expresada por el 
plásmido pcDNA6/TR© en las células Flp-
In T-REx. Homodímeros de TetR se unen a 
la secuencia Tet operador 2 (TetO2) del 
vector pcDNA5/FRT/TO© reprimiendo la 
transcripción del gen de interés. Tras la 
adición de doxiciclina, ésta se une a los 
homodímeros de TetR provocando un 
cambio conformacional en el TetR que la 
libera de la secuencia operadora  y permite 
la expresión del gen de interés. 
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afinidad por el DNA y alta eficacia en el proceso de transfección. La solución de 

transfección utilizada para cada placa de 10 cm de diámetro contiene 1-2 µg de DNA y 

10-20 µg/ml de PEI en 1 ml de DMEM. La solución preparada se mezcla con vórtex 

durante 10-15 segundos y se deja 20 minutos a temperatura ambiente para facilitar la 

unión del DNA al polímero. Transcurrido este tiempo se añade la solución de 

transfección, gota a gota, a la placa de cultivo. Para permitir la expresión del plásmido, 

las células se mantienen en atmósfera de aire humidificado con 5% CO2 a 37°C durante 

24-36 horas antes de la realización de los experimentos. 

2. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS CELULARES Y WESTERN BLOT. 

2.1 Preparación de extractos celulares. 

Los extractos proteicos se obtienen a partir de cultivos celulares (HEK293 o 

Ishikawa) sembrados en placas de 10 cm de diámetro. Las células tratadas con el estímulo 

adecuado se lavan con PBS1, se les añade 1 ml de tampón de lisis para extractos proteicos 

totales6 y se sonican para completar la lisis celular. A continuación se clarifica el lisado 

centrifugando a 20.000 rcf durante 15 minutos a 4ºC y se recoge el sobrenadante. Todo 

el proceso de obtención de extractos se realiza en frío.  

2.2 Medida de concentración de proteína. 

La concentración de proteína de los extractos se determina mediante el método 

colorimétrico de Bradford7, utilizando la albúmina de suero bovino (BSA) como estándar. 

La concentración de proteína se determina midiendo la absorbancia de las muestras a 595 

nm e interpolando los valores obtenidos en una recta patrón construida con cantidades 

conocidas de BSA (1-6 µg). 

 

2.3 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y transferencia a membranas 

de nitrocelulosa. 

                                                           
6 Tampón de lisis para extractos proteicos totales: Tris-HCl 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, EGTA 1 
mM, fluoruro sódico 50 mM, pirofosfato sódico 5 mM, ortovanadato sódico 1 mM, 1% Nonidet P-40, 
sacarosa 270 mM, DTT 1 mM, benzamidina 1 mM y PMSF 0.1 mM. 
7 Bradford: Coomassie (Bradford) protein assay de Thermo Scientific. 
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Para la realización de las electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida se ha utilizado el sistema de tampón discontinuo descrito por Laemmli 

(Laemmli, 1970). Entre 20-40 µg de extractos proteicos totales se mezclan con un 

volumen adecuado de tampón de carga8 y se incuban a 90ºC durante 5 minutos para su 

completa desnaturalización. A continuación se someten las proteínas a electroforesis en 

geles de poliacrilamida y en condiciones desnaturalizantes en presencia del detergente 

iónico SDS9, de manera que las proteínas se separan en el gel en función de su peso 

molecular. Dependiendo del peso molecular de la proteína en estudio se emplean geles 

de poliacrilamida de entre el 6-12%. 

Una vez realizada la electroforesis, las proteínas presentes en el gel se transfieren 

a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories) por aplicación de un campo 

eléctrico en una cubeta que contiene una solución de transferencia10. La transferencia se 

realiza a 40 V durante 3-4 horas y a 4ºC. 

2.4 Inmunodetección. 

Tras la transferencia, las proteínas son teñidas con el colorante reversible Ponceau 

S11, lo que permite comprobar la eficiencia de la transferencia, así como la homogeneidad 

de la carga en las diferentes muestras. Para la inmunodetección de proteínas las 

membranas de nitrocelulosa se bloquean durante 1 hora a temperatura ambiente en 

solución de bloqueo para western blot12 y se incuban con el correspondiente anticuerpo 

primario empleando la concentración y condiciones indicadas en la Tabla II (Anexo I). 

Tras lavar las membranas con TBS-T13, se incuban con el anticuerpo secundario 

correspondiente conjugado con la enzima peroxidasa de rábano (HRP), a una dilución 

1:20.000 y en solución de bloqueo12. Tras 60 minutos de incubación con el anticuerpo 

secundario a temperatura ambiente, se lava el anticuerpo no unido de forma específica a 

la membrana con TBS-T13. Tras un lavado final de 5 minutos en TBS14 se incuban las 

membranas con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Dura (Thermo 

Scientific) durante 3 minutos a temperatura ambiente. Dichas membranas se exponen a 

                                                           
8 Tampón de carga: LDS (4x) de Nu-PAGE suplementado con DTT 40 mM. 
9 Tampón de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1% (p/v). 
10 Tampón de transferencia: Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20% (v/v). 
11 Ponceau S: ponceau S 0.5% (p/v), ácido acético 5% (v/v). 
12 Solución de bloqueo: leche desnatada en polvo al 10% (p/v) disuelta en TBS-Tween 20 al 0.2%. 
13 TBS-T: Tris-HCl 50 mM pH7.5, NaCl 75 mM, Tween-20 0.2% (v/v). 
14 TBS: Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 75 mM. 
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películas fotográficas. A continuación se revelan las películas y las bandas 

correspondientes a las proteínas inmunorreactivas se observan allí donde ha habido 

emisión de luminiscencia. 

Algunas membranas de nitrocelulosa se utilizan para la detección de una segunda 

proteína y para ello se lavan las membranas con TBS14 tras la detección de la primera 

proteína y se incuban con tampón de lavado15 durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Pasado este tiempo se retira el tampón de lavado y se lavan nuevamente las membranas 

en TBS-T13 durante 1-2 horas. A continuación se bloquean las membranas durante 60 

minutos y se incuban con el siguiente anticuerpo correspondiente. 

Tras escanear las películas, las bandas detectadas por quimioluminiscencia se 

cuantifican utilizando el software ImageJ. 

3. PRECIPITACIÓN DE PROTEÍNAS. 

3.1 Precipitación de proteínas que presentan el tag GFP. 

Las proteínas sobrexpresadas y unidas a GFP se purifican a partir de extractos 

celulares totales. Las líneas celulares se siembran en placas de 10 cm de diámetro, y tras 

el tratamiento correspondiente se lisan siguiendo el protocolo que se detalla en el apartado 

2.1 y 2.2. 

Entre 3-6 mg de extractos celulares totales, a una concentración de 2 mg/ml, son 

empleados en cada ensayo y se les añade 5-10 µl de resina GFP-Trap® equilibrada 

previamente con TBS14. Las muestras se incuban durante 1 hora a 4ºC con rotación para 

facilitar la unión de la resina de GFP-Trap a la proteína STIM1-GFP. Transcurrido este 

tiempo la resina de agarosa se lava con tampón de lisis6 que contiene NaCl 0.5 M cuando 

STIM1-GFP es el objeto de estudio y NaCl 0.15 M para ensayos de co-precipitación de 

otras proteínas con STIM1-GFP. A continuación, para eliminar el exceso de NaCl y 

detergente contenido en el tampón de lavado se lava la resina con buffer A16. Tras 

centrifugar las resinas de agarosa a 1.400 rcf eliminamos el sobrenadante, añadimos a las 

resinas de agarosa 15 µl de tampón de elución17 y posteriormente calentamos la muestra 

                                                           
15 Tampón de lavado: Restore™ Western Blot Stripping Buffer de Thermo Scientific. 
16 Buffer A : Tris-HCl 50 mM, EGTA 0.1 mM, pH 7.5. 
17 Tampón de elución: NuPAGE-LDS sample buffer 2x, β-mercaptoetanol 12.5% (v/v). 
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a 70ºC durante 10 minutos para conseguir la completa desnaturalización de las proteínas 

precipitadas.   

Tras centrifugar a 1.400 rcf durante 5 minutos pasamos el eluído por columnas 

SpinX® para descartar las resinas de agarosa. Finalmente las muestras están listas para 

detección por inmunoblot (véase apartado 2.3 y 2.4). 

3.2 Co-inmunoprecipitación de EB1-STIM1. 

EB1 endógeno se purifica mediante inmunoprecipitación y utilizando un 

anticuerpo específico frente a EB1 unido de modo covalente a resinas de proteína G-

sefarosa. Para ello se lisan las células siguiendo el protocolo que se detalla en el apartado 

2.1 y 2.2. Para purificar EB1 endógeno se incuba 1 mg del lisado celular con 5 µl de 

anticuerpo anti-EB1 unido de modo covalente a proteína G-sefarosa. Tras 16 horas de 

incubación con agitación y a 4ºC, se lava la resina de agarosa dos veces con tampón de 

lisis6, que contiene NaCl 0.15 M y un lavado más con buffer A16. A continuación 

precipitamos el complejo mediante centrifugación a 1.400 rcf y eluímos las proteínas 

inmunoprecipitadas añadiendo 15 µl de tampón de elución17 y calentando la muestra a 

70ºC durante 10 minutos. Finalmente las muestras están listas para detección por 

inmunoblot (véase apartado 2.3 y 2.4)  

3.2.1 Unión covalente del anticuerpo a la resina de proteína G-sefarosa. 

La proteína G-sefarosa, previamente equilibrada en PBS, se incuba con el 

anticuerpo anti-EB1 (en un ratio 1 µg: 1 µl) en PBS, a 4ºC y con agitación durante 30 

minutos. Transcurrido este tiempo obtenemos el complejo proteína G-sefarosa: 

anticuerpo anti-EB1 unido de forma no covalente. 

Para conseguir la unión covalente de la proteína G-sefarosa y el anticuerpo anti-

EB1, se incuba este complejo en borato sódico 0.1 M pH 9.3 y 20 mM DMP 

(dihidrocloruro de dimetil pimelimidato) durante 1 hora, a 4ºC y con agitación, para 

ayudar a estabilizar la unión entre ambas proteínas. Posteriormente se lava la resina con 

glicina 50 mM (pH 2.5) para eliminar el anticuerpo que no se ha unido de modo covalente 

a la proteína G-sefarosa. Por último, se neutraliza el complejo incubando con Tris-HCl 

0.2 M (pH 8.0) durante 2 horas a temperatura ambiente y con agitación. Las resinas se 

lavan 3 veces con PBS antes de su uso. 
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4. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE CALCIO LIBRE 
INTRACELULAR 

Para determinar la concentración de Ca2+ libre intracelular ([Ca2+] i) se ha seguido 

el método descrito en (Martin-Romero et al., 2008) empleando fura-2 como sonda 

fluorescente sensible a Ca2+. Fura-2 presenta un espectro de excitación con dos máximos 

situados a 340 y 380 nm (Figura 59). El primero de ellos permite monitorizar la 

concentración del complejo fura 2-Ca2+, mientras que el segundo corresponde al fura 2 

libre. A 360 nm presenta un punto isosbéstico que se utiliza para determinar la 

fluorescencia independiente de Ca2+ o para determinar la extinción de fluorescencia. 

 

Figura 59: Espectro de excitación del fura 2-AM. La gráfica representa el espectro de excitación de la sonda 
fluorescente fura 2-AM en presencia de concentraciones de Ca2+ saturantes (38.9 µM), y concentraciones que se 
encuentran dentro del intervalo de detección con fura 2: 0.017-1.70 µM, para una longitud de onda de emisión de 510 
nm. 

 

El espectro de emisión de este indicador presenta un único máximo situado a 510 

nm. La constante de disociación (Kd), para Ca2+ es de 225 nM, lo que hace a esta sonda 

especialmente adecuada para determinar los valores de Ca2+ desde 20-30 nM hasta 1-2 

µM (Thomas and Delaville, 1991). 

Debido a que el fura 2 es un anión policarboxilato, no atraviesa la bicapa lipídica, 

por lo que la forma más conveniente de cargar este indicador en la célula es mediante 

dispersión del acetoximetiléster (AM) del indicador. Los grupos carboxílicos del 

indicador son esenciales para que éste sea sensible a Ca2+, por lo tanto los grupos 

esterificados a los mismos deben ser eliminados una vez que el indicador ha penetrado en 

la célula. Esta acción es llevada a cabo por las esterasas intracelulares, capaces de liberar 
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la forma policarboxilato sensible a Ca2+. Un problema importante de los acetoxi-

metilésteres de los indicadores es su baja solubilidad en soluciones acuosas. Por ello, para 

que la carga del fura-2AM sea efectiva se necesita realizarla junto con pluronic F-127, un 

surfactante no iónico que facilita la dispersión de los mismos. 

4.1 Carga con fura 2-AM en cultivos celulares. 

Para realizar la medida de la [Ca2+] i con fura-2AM se procede en primer lugar a 

la carga del mismo en la célula. Para ello se incuban las células con fura-2AM 1 µM y 

pluronic 0.0125 % en medio de cultivo durante 1 hora a 37ºC. Transcurrido este tiempo 

se lavan las células con HBSS5 y se lleva a cabo la medida de los valores de fluorescencia. 

4.2 Medida de los valores de fluorescencia. 

Para determinar la fluorescencia de la sonda en el interior de las células se ha 

utilizado un microscopio invertido Nikon TE2000-U. El registro de emisión de 

fluorescencia consta de tres registros simultáneos: (1) el registro de la emisión de 

fluorescencia utilizando una excitación de 340 (F340), (2) utilizando una excitación de 380 

nm (F380) y (3) el registro del cociente (ratio de fluorescencia, R = F340 / F380) entre la 

emisión de fluorescencia con una longitud de onda de excitación de 340 nm y la emisión 

de fluorescencia con una longitud de onda de 380 nm. Todas las medidas fueron 

realizadas a 35ºC (controlador de la temperatura TC-324B de Warner Instruments, Inc.). 

Las imágenes se obtienen con los filtros de excitación 340 y 380 nm, un espejo dicroico 

de 510 nm y un filtro de emisión de 520 nm (Semrock). Las imágenes son obtenidas con 

una cámara CCD Hamamatsu C9100-02 acoplada al microscopio de fluorescencia 

invertido y analizadas con el software Metafluor®. 

4.3 Calibración de la medida. 

El cociente F340/F380, que hemos denominado R, puede ser utilizado para 

determinar la concentración de Ca2+ libre intracelular. La ecuación que relaciona R con 

la [Ca2+] i es la siguiente: 

[Ca2+] i = Kd x (R – Rmin) / (Rmax –R ) x β , 

Donde R es el cociente de la fluorescencia (F340 / F380). Rmáx y Rmín son los valores 

de R bajo condiciones saturantes y libres de Ca2+, respectivamente, y β es el cociente de 
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los valores de fluorescencia a 380 nm registrados en condiciones de Ca2+ libre y 

saturantes. 

4.4 Activación de la entrada de Ca2+ mediante canales SOC. 

Para inducir la apertura de los canales de Ca2+ regulados por depósitos 

intracelulares (canales SOC), se emplea tapsigargina (Tg), un inhibidor específico de la 

Ca2+-ATPasa del retículo sarco(endo)plasmático (SERCA) (Lytton et al., 1991; Thastrup 

et al., 1990). La depleción de los depósitos intracelulares se determina incubando las 

células durante 6-8 minutos con Tg 1 µM en tampón HBSS libre de Ca2+ 5. La activación 

de canales SOC se confirma por el incremento el ratio F340 /F380 tras la adición de CaCl2 

2 mM al medio extracelular en presencia de Tg. 

5. ANÁLISIS DE LA MULTIMERIZACIÓN DE STIM1. 

Para estudiar la multimerización de STIM1, tras el vaciado de depósitos 

intracelulares, se expresó STIM1-GFP en la línea celular HEK293 Flp-In T-Rex y se 

analizó la localización celular de STIM1-GFP por epifluorescencia. Las células que 

expresan STIM1-GFP se someten a distintos tratamientos durante 3 minutos en HBSS 

libre de Ca2+ 5 y se fijan en paraformaldehído 4% durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. Una vez fijadas, las células se lavan con PBS1, agua y finalmente se montan en 

portaobjetos con medio Hydromount® (National Diagnostics).  

Para observar la multimerización de STIM1-GFP por epifluorescencia se utiliza 

un microscopio invertido Nikon TE2000-U equipado con filtros de excitación de 465-495 

nm, dicroico de 505 nm y de emisión de 515-555 nm (Semrock). Las imágenes se 

obtienen con una cámara CCD Hamamatsu C9100-02 acoplada al microscopio de 

fluorescencia invertido y analizadas con el software Metafluor®.  

6. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR. 

En este trabajo hemos empleado citometría de flujo para cuantificar la distribución 

de las células a lo largo del ciclo celular, así como la proporción de células apoptóticas. 

Una vez realizados los tratamientos correspondientes, se separan las células de las placas 

de cultivo por adición de tripsina2, se lavan en PBS1 y se fijan a 4ºC en una solución de 

etanol al 70% (v/v). Antes de su análisis las células se incuban con 10 µg/ml de RNasa a 

37ºC durante 30 minutos y se tiñe el DNA con 50 µg/ml de yoduro de propidio a 



Materiales y Métodos 
 

 

134 

 

temperatura ambiente durante 15 minutos y en oscuridad. El contenido total de DNA por 

célula se determina empleando un citómetro de flujo Cytomics FC500 de Beckman 

Coulter. Para el análisis de distribución en el ciclo celular, se considera la señal 

procedente de células individuales (se contaron 10.000 células por muestra).  

7. INMUNOLOCALIZACIÓN. 

7.1 Inmunolocalización. 

Para analizar la expresión y localización de ciertas proteínas, las células se 

siembran en cubreobjetos de vidrio de 18 mm de diámetro, se tratan y se fijan en 

parafolmaldehido al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras dos lavados de 

10 minutos con PBS1, las membranas célulares se permeabilizan con PBS + 0.2% de 

Triton X-100 durante 10 minutos para permitir el paso de los anticuerpos al interior 

celular. Para el bloqueo de los epítopos inespecíficos las células se incuban durante 30 

minutos con la solución de bloqueo para inmunolocalización18 a temperatura ambiente y 

en agitación. A continuación se añade el anticuerpo específico diluido en solución de 

bloqueo18 (las concentraciones utilizadas se muestran en la Tabla II ) y se incuba durante 

toda la noche a 4ºC en una cámara húmeda. Después de lavar el anticuerpo primario con 

solución de lavado para inmunolocalización19, se añade el anticuerpo secundario anti-

mouse IgG marcado con Alexa Fluor-488 diluido 1:500 en solución de bloqueo18. 

Finalmente se lavan las células con PBS1, agua, y finalmente se montan los cubres con 

medio Hydromount® (National Diagnostics).  

Para observar el fluoróforo Alexa Fluor-488 del anticuerpo secundario por 

epifluorescencia se utiliza un microscopio invertido Nikon TE2000-U equipado con 

filtros de excitación de 465-495 nm, dicroico de 505 nm y de emisión de 515-555 nm 

(Semrock). Las imágenes se obtienen con una cámara CCD Hamamatsu C9100-02 

acoplada al microscopio de fluorescencia invertido y son analizadas con el software 

Metafluor®.  

 

                                                           
18 Solución de bloqueo para inmunolocalización: 3% (v/v) gelatina de piel de pez (de Sigma) en 
solución de lavado para inmunolocalización. 
19 Solución de lavado para inmunolocalización: PBS-Tween 0.2% (v/v), pH 7.4. 
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7.2 Tinción de la cromatina nuclear con Hoechst 33342. 

La tinción de la cromatina nuclear se lleva a cabo empleando Hoechst 33342, un 

colorante fluorescente que se excita con luz ultravioleta (alrededor de 350 nm) y que 

emite en azul/cian con un máximo en 461 nm. Una vez realizados los tratamientos, los 

cultivos se lavan con PBS1 y se fijan con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. A continuación se incuban con Hoechst 33342 0.2 µg/ml durante 

5 minutos en oscuridad. Para eliminar el exceso de Hoechst 33342 las células se lavan 

con PBS1, agua y finalmente se montan con medio Hydromount® (National Diagnostics). 

8.  ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA EN PLACA. 

La línea celular Ishikawa se siembra en placa de 35 mm de diámetro, con una 

densidad celular de 100.000 células por placa. Transcurridas unas 6-8 horas se  transfectan 

las células para la expresión de Flag-STIM1. Las células se dejan en atmósfera húmeda 

con 5% de CO2 y 37ºC durante 16-18 horas para permitir la expresión del vector.  

Cuando las células alcanzan una densidad del 80-90% (24 horas tras la siembra), 

se rasga la monocapa de células con ayuda de una punta de pipeta (≈ 500 µm de ancho). 

Tras un lavado con PBS1 para arrastrar las células en suspensión desprendidas de la 

monocapa se añade EGF 10 ng/ml y se realiza una fotografía de la herida tomándola como 

tiempo 0. Las células se dejan en cultivo 24 horas para el cierre de la herida y se fotografía 

de nuevo (tiempo 24h). Las imágenes son obtenidas en microscopio de contraste de fase 

con una cámara Nikon Digital Sight DS-U2 acoplada al microscopio invertido Nikon 

TE2000-U y utilizando el software Nis-Elements-F. Para cuantificar el sellamiento de la 

herida se calcula el área del cierre de la herida con ayuda del software ImageJ. Cada 

experimento se realiza por triplicado en cada condición experimental y se analizan una 

media de cuatro fotografías por condición. 

Una vez realizada las fotografías del sellamiento de la herida, las placas se lisan 

(300 µl de tampón de lisis6 por placa) para poder comprobar mediante western blot (véase 

apartado 2) la expresión de la proteína STIM1 en todas las muestras. 
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Tabla I. Relación de plásmidos utilizados en este estudio. 

 

  

NOMBRE DEL PLÁSMIDO PROTEÍNA ESPECIE GENBANK PLÁSMIDO 
PARENTAL 

ENZIMAS DE 
RESTRICCIÓN 

EB1-pEGFP EB1-GFP Mouse NM_007896 pEGFP-N1 XhoI/SacII 

pCMV-HA-ORAI1 HA-ORAI1 Human NM_032790 pCMV-HA-1 BamHI/NotI 

pcDNA3.1-RAS-G12V RAS-G12V Human NM_001130442.1 P01112 pcDNA3.1  

pCMV-Flag-STIM1 Flag-STIM1-WT Mouse NM_009287 pCMV-Flag-1 BamHI/NotI 

pCMV-Flag-STIM1-
S575A/S608A/S621A 

Flag-STIM1-3A Mouse NM_009287 pCMV-Flag-1 BamHI/NotI 

pCMV-Flag-STIM1-
S575E/S608E/S621E 

Flag-STIM1-3E Mouse NM_009287 pCMV-Flag-1 BamHI/NotI 

pcDNA5/FRT/TO-Flag-STIM1-
I644N/P645N 

Flag-STIM1-TRNN Mouse NM_009287 pcDNA5/FRT/TO-Flag  

STIM1-pmCherry STIM1-Cherry Mouse NM_009287 pmCherry-N1 XhoI/BamHI 

STIM1-S575A/S608A/S621A-
pmCherry 

STIM1-3A-Cherry Mouse NM_009287 pmCherry-N1 Xhol/BamHI 

STIM1-S575E/S608E/S621E-
pmCherry 

STIM1-3E-Cherry Mouse NM_009287 pmCherry-N1 Xhol/BamHI 

STIM1-I644N/P645N-
pmCherry 

STIM1-TRNN-Cherry Mouse NM_009287 pmCherry-N1 Xhol/BamHI 

pCMV-Tag-3B-STIM1-GFP Myc-STIM1-WT-GFP Mouse NM_009287 pCMV-Tag-3B BamHI/XhoI 

pCMV-Tag-3B-STIM1-
S575A/S608A/S621A-GFP 

Myc-STIM1-3A-GFP Mouse NM_009287 pCMV-Tag-3B BamHI/XhoI 

pCMV-Tag-3B-STIM1-
S575E/S608E/S621E-GFP 

Myc-STIM1-3E-GFP Mouse NM_009287 pCMV-Tag-3B BamHI/XhoI 

pCMV-Tag-3B-STIM1-
I644N/P645N-GFP 

Myc-STIM1-TRNN-GFP Mouse NM_009287 pCMV-Tag-3B BamHI/XhoI 
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Tabla II.  Relación de anticuerpos utilizados en este estudio. 

ANTICUERPO HOSPEDADOR MARCA COMERCIAL USO CONCENTRA CIÓN INCUBACIÓN 

EB1 Mouse BD Transduction Laboratories. IF 12.5 µg/ml O/N – 4ºC 

EB1 Rabbit Santa Cruz Biotechnologies, Inc. IP 5 µg : 1mg de lisado O/N – 4ºC 

E-Cadherina Mouse BD Transduction Laboratories 
WB 
IF 

50 ng/ml 
2.5 µg/ml 

O/N – 4ºC 
1h – T.A. 

GAPDH Mouse AbCam WB 0.4 µg/ml O/N – 4ºC 

GFP Rabbit Cell Signalling Technology WB 1 µg/ml O/N – 4ºC 

HA Rabbit Sigma Aldrich WB   

Phospho-
Thr202/Thr204-ERK1/2 

Rabbit Cell Signalling Technology WB 1 µg/ml O/N – 4ºC 

PhosphoSer575STIM1 Sheep 
Division of Signal Transduction Therapy. 
University of Dundee 

WB 1 µg/ml O/N – 4ºC 

PhosphoSer608STIM1 Sheep 
Division of Signal Transduction Therapy. 
University of Dundee 

WB 1 µg/ml O/N – 4ºC 

PhosphoSer621STIM1 Sheep 
Division of Signal Transduction Therapy. 
University of Dundee 

WB 1 µg/ml O/N – 4ºC 

STIM1 Rabbit ProSci Inc. WB 1 µg/ml O/N – 4ºC 

Total-ERK1/2 Rabbit Cell Signalling Technology WB 1 µg/ml O/N – 4ºC 

Vimentina clon V9 Mouse Sigma Aldrich 
WB 
IF 

1 µg/ml 
20 µg/ml 

O/N – 4ºC 
1h – T.A. 

 
WB: Western blot. 
IF: Inmunofluorescencia 

IP: Inmunoprecipitación 
T.A.: Temperatura ambiente 
O/N.: durante la noche  



 

 

 

 


