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INTRODUCCIÓN 

 

En las células eucariotas el ion calcio (Ca2+) constituye la señal más versátil 

de las implicadas en el control de procesos y funciones celulares, de manera que 

por sí mismo es un mecanismo universal de señalización celular. Una vez que 

aumenta transitoriamente su concentración en el citoplasma ([Ca2+]c), ejerce 

efectos reguladores alostéricos de muchas enzimas y proteínas. Además, el Ca2+ 

puede actuar en la transducción de señales tras su entrada al citoplasma desde 

el medio extracelular, como resultado de la activación de canales iónicos 

localizados en la membrana plasmática (MP), o como un segundo mensajero 

liberado desde depósitos intracelulares, fundamentalmente desde el retículo 

endoplásmico (RE), mediante las vías de transducción de señales en las que 

participan los receptores de membrana acoplados a proteínas G. Entre las 

importantes funciones fisiológicas en las que el Ca2+ juega un papel 

determinante podemos señalar la contracción muscular y la motilidad celular, 

incluyendo los movimientos de cilios y flagelos, así como la regulación de 

actividades enzimáticas, de bombas iónicas y de componentes del citoesqueleto 

(filamentos de actina y microtúbulos). 

 

En mamíferos, la concentración sérica de Ca2+ está finamente regulada, 

siendo la del calcio total 2,2-2,6 mmol/L (9-10,5 mg/dL) y la del calcio iónico 1,1-

1,4 (4,5-5,6 mg/dL). La [Ca2+]c se mantiene normalmente en el rango de 10-100 

nM. Para mantener esta baja concentración, el Ca2+ es bombeado activamente 

desde el citosol al medio extracelular y hacia el interior del RE y, algunas veces, 

a la mitocondria. Además, determinadas proteínas citosólicas, como la 

calmodulina, y algunas organelas, como los compartimentos acídicos, actúan 

como tampones de Ca2+. Muchos de los eventos mediados por Ca2+ tienen lugar 

cuando el Ca2+ libre citosólico se une y activa a la proteína reguladora 

calmodulina (CaM). La CaM puede, por su parte, activar proteínas cinasas 

dependientes de Ca2+/CaM o puede actuar directamente sobre otras proteínas 

efectoras. 

 

Son muchas las señales específicas que pueden inducir un súbito 

incremento de [Ca2+]c hasta 500-1000 nM mediante la apertura de canales del 

RE y de MP. La vía más común que incrementa la [Ca2+]c es la vía de la 

fosfolipasa C (PLC). Diversos receptores de la superficie celular, incluyendo los 
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receptores acoplados a proteínas G y los receptores tirosina cinasa, activan la 

enzima PLC. A su vez, la PLC hidroliza a los fosfolípidos de membrana, PIP2, 

produciendo inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), dos clásicos 

segundos mensajeros. El DAG activa la enzima proteína cinasa C (PKC), 

mientras que el IP3 difunde en el citosol y se une a su receptor en el RE, el IP3R, 

que es un canal de Ca2+, de forma que se libera Ca2+ desde el RE. 

 

La salida de Ca2+ desde el RE activa la entrada de Ca2+ desde el exterior 

celular por activación de canales operados por los almacenes (SOCs, del inglés 

Store-Operated Channels). Esta corriente de entrada de Ca2+, que se produce 

como consecuencia de la liberación del Ca2+ almacenado en los depósitos 

intracelulares, se conoce como corriente de Ca2+ activada por liberación de Ca2+ 

(ICRAC, del inglés Ca2+-release-activated Ca2+ current). También es común 

referirse a ella como entrada de Ca2+ operada por los depósitos (SOCE, del 

inglés Store-Operated Ca2+ Entry) o entrada capacitativa (ECC). El mecanismo 

responsable de que se produzca ICRAC no se conoce completamente y está 

siendo objeto de estudio en nuestro Departamento desde hace más de una 

década. Por el momento contamos con un modelo de entrada de Ca2+ operada 

por los depósitos en el que están implicadas las proteínas Orai1, STIM1 y varias 

proteínas TRPC (Jardin et al., 2008a;  Jardin et al., 2009a). Recientes estudios 

han señalado a la fosfolipasa A2β (PLA), el NAADP y la proteína STIM1 como 

posibles mediadores de ICRAC (Dionisio et al., 2011;  Lopez et al., 2006b;  Rosado 

et al., 2005). 

 

Tanto Orai1 como los TRPCs son proteínas incorporadas en la bicapa 

lipídica de la MP, y se sabe que el colesterol presente en la misma es 

fundamental para el mantenimiento de la simetría de la bicapa, de forma que la 

depleción del colesterol tiene efectos muy profundos tanto en la arquitectura 

como en la función de dicha membrana. La movilidad lateral de las proteínas de 

la MP se reduce cuando el colesterol celular se depleciona, y este cambio en la 

movilidad es una consecuencia de la reorganización del citoesqueleto de actina 

y de la condensación de la membrana. Es conocido que los agentes que actúan 

sobre la actina cortical interfieren con la activación de la ECC: la estabilización 

del citoesqueleto cortical con jasplakinolida reduce la ECC en la mayoría de las 

células (Rosado et al., 2000b), posiblemente por interferir con la asociación entre 

STIM1 y canales de Ca2+ (Tamarina et al., 2008), mientras que la disrupción del 

citoesqueleto con latrunculina A o con citocalasina D activa algunas rutas de la 
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entrada de Ca2+ (Morales et al., 2005). Por otro lado, STIM1 se localiza 

fundamentalmente en la endomembrana de los depósitos intracelulares de Ca2+ 

(aunque también se ha comunicado su presencia en la MP), actuando como el 

sensor de Ca2+ que informa a los canales implicados en la ECC de la cantidad 

de Ca2+ almacenado, y por tanto de la conveniencia de permitir la entrada del 

catión. La transmisión de esta información requiere una aproximación de la 

endomembrana a la MP, de modo que el contacto STIM1-Orai1-TRPCs sea 

posible, y es en esta aproximación donde otro componente del citoesqueleto, los 

microtúbulos, podría jugar un importante papel fisiológico. 

 

Teniendo en cuenta éstas y otras consideraciones, que ampliaremos a 

continuación en el capítulo de antecedentes bibliográficos, hemos llevado a cabo 

en los laboratorios del Departamento de Fisiología en la Facultad de Veterinaria, 

durante el período 2009-2013, y bajo la dirección de los doctores J.A. Rosado y 

G.M. Salido, experimentos para determinar con mayor precisión científica 

algunos mecanismos que permitan ampliar nuestro conocimiento de la ECC. 

Particularmente, hemos centrado nuestra atención en la función de tres actores 

principales de este fenómeno: las balsas lipídicas de membrana, el citoesqueleto 

y la calmodulina.  De ahí que hayamos titulado esta Tesis “Papel de Orai, STIM y 

TRPC en la entrada de calcio”, que sometemos a la consideración de la 

Comisión Evaluadora y con la que aspiramos a la obtención del grado de 

Doctora Europea por la Universidad de Extremadura.  
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INTRODUCTION 

 

In eukaryotic cells the ion calcium (Ca2+) is the most versatile signal involved 

in controlling cellular processes and functions, so that it is a universal mechanism 

of cell signalling. Once its concentration in the cytoplasm ([Ca2+]c) is transiently 

increased, it acts as an allosteric regulator of many enzymes and proteins. In 

addition, Ca2+ is involved in signal transduction after its entry from the 

extracellular medium into the cytoplasm, as a result of the activation of ion 

channels located on the plasma membrane (PM). It also acts as a second 

messenger released from intracellular stores, mainly from the endoplasmic 

reticulum (ER) through the signal transduction pathways involving membrane 

receptors coupled to G proteins. Among the important physiological functions in 

which Ca2+ plays a role, we can highlight muscle contraction and cell motility, 

including the movements of cilia and flagella, as well as the regulation of 

enzymatic activities, of ion pumps and components of the cytoskeleton (actin 

filaments and microtubules). 

 

In mammals, the Ca2+ concentration in serum is tightly regulated, being the 

total one from 2.2 to 2.6 mmol/L (9 to 10.5 mg/dL) and the ionic one from 1.1 to 

1.4 (4.5 to 5.6 mg/dL). [Ca2+]c is normally maintained in the range of 10-100 nM. 

To maintain this low concentration, Ca2+ is actively pumped from the cytosol to 

the extracellular medium and into the ER and, sometimes, into the mitochondria. 

Furthermore, certain cytosolic proteins such as calmodulin, and organelles such 

as acidic calcium stores act as Ca2+ buffers. Many of the Ca2+-mediated events 

occurs when free cytosolic Ca2+ binds to the regulatory protein calmodulin (CaM) 

and activates it. CaM can activate Ca2+-dependant protein kinases or can act 

directly on other effector proteins. 

 

There are many specific signals that can induce a sudden increase in [Ca2+]c 

to 500-1000 nM by opening channels of the RE and PM. The most common way 

to increase [Ca2+]c is by the pathway of phospholipase C (PLC). Several cell 

surface receptors, including the G protein-coupled receptors and tyrosine kinase 

receptors, activate the enzyme PLC. In turn, PLC hydrolyzes membrane 

phospholipids PIP2, producing inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) and diaclglycerol 

(DAG), two classic second messengers. DAG activates the enzyme protein 
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kinase C (PKC), while IP3 diffuses in the cytosol and binds to its receptor in the 

ER, IP3R, which is a Ca2+ channel, so that Ca2+ is released from the ER. 

 

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

activation of the store operated channels (SOCs, from Store-Operated 

Channels). This incoming stream of Ca2+, which is produced after the release of 

the Ca2+ stored in the intracellular stores, is known as Ca2+-induced Ca2+-release 

(ICRAC, from Ca2+-release-activated Ca2+ Current). It is also commonly called 

Store-Operated Ca2+ Entry (SOCE). The mechanism responsible for ICRAC is not 

completely understood and it has been studied in our Department for over a 

decade. At the moment we have a model for SOCE which involves proteins 

Orai1, STIM1 and several TRPC proteins (Jardin et al., 2008a;  Jardin et al., 

2009a). Recent studies pointed phospholipase A2β (PLA), NAADP and STIM1 as 

potential mediators of ICRAC (Dionisio et al., 2011;  Lopez et al., 2006b;  Rosado et 

al., 2005). 

 

Both Orai1 and TRPCs are proteins located in the lipid bilayer of PM, and it 

is known that cholesterol in this bilayer is essential to maintain the symmetry of 

the structure, so that cholesterol depletion has a profound effect both in the 

architecture and function of the membrane. Lateral mobility of the proteins in the 

PM is reduced when cellular cholesterol is depleted, and this change in mobility is 

a result of the reorganization of the actin cytoskeleton and condensation of the 

membrane. It has been reported that the agents that act on the cortical actin 

interfere with the activation of SOCE: the stabilization of the cortical 

cytoskeleton with jasplakinolide reduces SOCE in most cells (Rosado et al., 

2000a), possibly by interfering with the association between STIM1 and Ca2+ 

channels (Tamarina et al., 2008), while disruption of the cytoskeleton with 

latrunculin A or with cytochalasin D activates some pathways of Ca2+ entry 

(Morales et al., 2005). STIM1 is located mainly in the endomembrane of Ca2+ 

intracellular stores (although its presence in the PM has also been reported), 

acting as the sensor of Ca2+ which reports the amount of Ca2+ stored into the 

channels involved in SOCE. Transmission of this information requires an 

approximation of the endomembrane to the PM, so that STIM1-Orai1-TRPCs 

contact is possible. It is in this approach where other components of the 

cytoskeleton, the microtubules, may play an important physiological role. 
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Given these and other considerations, which will be explained below, we 

have conducted, at the laboratories of the Department of Physiology at the 

Faculty of Veterinary Medicine, during the period 2009-2013, and under the 

supervision of the doctors J.A. Rosado and G.M. Salido, experiments to 

determine with more scientific accuracy some mechanisms that will expand our 

understanding of SOCE. In particular, we focused our attention on the role of 

three key players in this phenomenon: membrane lipid rafts, cytoskeleton and 

calmodulin. We have therefore entitled this Thesis “Role of Orai, STIM and TRPC 

in the calcium entry”, which we submit for consideration by the Evaluation 

Commission and with which we aim to obtain the degree of European Doctor of 

the University of Extremadura.  
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ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

 

1.- Plaquetas. 

 

En el torrente sanguíneo humano circulan aproximadamente 1 trillón de 

plaquetas. Éstas  constituyen uno de los elementos formes de la sangre (junto a 

los eritrocitos y a los leucocitos) y son los fragmentos celulares más pequeños 

que circulan por ella. Fueron descritas por primera vez en 1882 por Giulio 

Bizzozzero, que las llamó “petites plaques” y, aunque entonces ya se demostró 

que participaban en la hemostasia y coagulación sanguínea, fue en 1886 cuando 

Eberth y Schimmelbusch definieron estas células como el pilar básico del 

proceso de coagulación sanguínea (Tocantis, 1948). 

 

Las plaquetas son células anucleadas con forma de disco biconvexo 

(discocitos), con 0,5-3 μm de diámetro, 4-7 μm3 de volumen, 10 pg de peso y 

carga eléctrica negativa en su superficie. La razón exacta de la forma de disco 

no se conoce, aunque esta forma podría ayudar a su capacidad de circular cerca 

del endotelio en el torrente sanguíneo. Su concentración normal en la sangre es 

de 1,5 a 3,5 x 108 plaquetas/mL y su vida media circulando en sangre es de 8 a 

11 días, para, tras este período, ser destruidas por los macrófagos del sistema 

retículo-histiocitario del bazo, hígado y médula ósea (Frojmovic et al., 1982). Al 

microscopio óptico, en frotis teñidos con la coloración de May-Grümwald-

Giemsa, aparecen como elementos rojizos y de contenido granular; mientras 

que, al observarlas al microscopio electrónico, aparecen como elementos 

discoides biconvexos, de superficie lisa salvo por pequeñas invaginaciones (las 

entradas al sistema canalicular abierto). Cuando las plaquetas se activan, su 

morfología se transforma en irregular y esférica, con multitud de pseudópodos 

(White, 1987). 

 

La función principal de las plaquetas es la de contribuir al mantenimiento de 

la hemostasia. Esta función la llevan a cabo de dos formas: por un lado, en los 

sitios donde se produce el daño vascular y las hemorragias, las plaquetas 

forman el tapón hemostático, reduciendo así la pérdida de sangre (Kaushansky, 

2008); y por otro lado, y para el desarrollo y la consolidación del trombo, las 

plaquetas activan la cascada de coagulación y actúan como sitios catalíticos, 

exponiendo fosfolípidos en su superficie (Lowenberg et al., 2010). Por otra parte, 
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las plaquetas están también implicadas en otros procesos, fisiológicos o 

patológicos, como la defensa antimicrobiana, la inflamación, la regulación 

inmunitaria o el crecimiento de tumores y la metástasis (Gresele et al., 2008). 

Asimismo, la secreción de diferentes factores autocrinos desde las plaquetas es 

fundamental para controlar la hemostasia. Algunos de estos factores son la 

trombina, la adenosina bifosfato (ADP) o factores activadores de plaquetas, que 

se liberan con el fin de activar otras plaquetas para reparar el daño vascular, 

produciendo vasoconstricción y reclutamiento de otras células como los 

macrófagos y los leucocitos para evitar posibles infecciones (Kaplan et al., 1979;  

Linder et al., 1979;  Zucker et al., 1979). Además, la secreción plaquetaria es 

importante para evitar enfermedades que comprenden tumores vasculares, 

previniendo hemorragias (Ho-Tin-Noe et al., 2009).   

 

2.-Desarrollo plaquetario. 

 

En un humano adulto se producen aproximadamente 1011 plaquetas al día 

(Italiano, 2008), para garantizar el mantenimiento de la concentración de las 

mismas en sangre. Estas nuevas plaquetas se distribuyen entre una parte 

circulante en el torrente sanguíneo (aproximadamente dos tercios de las nuevas 

plaquetas) y una parte tisular (que constituye el tercio restante). La formación de 

nuevas plaquetas es a partir de los megacariocitos de la médula ósea (a partir de 

un megacariocito maduro se producen entre 1000 y 3000 plaquetas (Stenberg et 

al., 1989)), en un proceso denominado megacariocitopoyesis, regulado por 

factores de transcripción y citocinas como la trombopoyetina. La 

megacariocitopoyesis es un proceso que comprende la especialización de las 

células madre hematopoyéticas pluripotenciales hacia los megacarioblastos 

(progenitores de los megacariocitos). La proliferación y diferenciación de los 

megacarioblastos producirá promegacariocitos, que, tras una poliploidización, 

darán lugar a los megacariocitos, células altamente especializadas que 

producirán plaquetas a través de su maduración y de la fragmentación de su 

citoplasma (Kaushansky, 2008).  El proceso de la producción de plaquetas a 

partir de los megacariocitos por un gran número de replicaciones del ADN, pero 

sin división celular, se denomina endocitosis (Nagata et al., 1997;  Vitrat et al., 

1998). Entre la diferenciación de las células precursoras y la producción de 

plaquetas en el ser humano transcurren aproximadamente 10 días (Harker et al., 

1969;  Patel et al., 2005). 

 



Antecedentes bibliográficos 

 

 35

Por lo tanto, en este proceso podemos distinguir morfológicamente cuatro 

tipos de células: 

 

-Megacarioblasto: Esta célula es parecida a una célula madre 

hematopoyética. Su tamaño es de entre 30 y 40 μm de diámetro y posee una 

alta ratio núcleo/citoplasma (debido a un incremento en la ploidía). Además, el 

megacarioblasto presenta cromatina fina (debido a la eucromatina, que es 

transcripcionalmente activa), nucleolo prominente y un anillo de citoplasma 

basófilo pequeño, sin gránulos, rico en ribosomas, con alta actividad de síntesis 

proteica y mitocondrias de gran tamaño (Behnke, 1968). 

 

-Promegacariocito granular: Esta célula tiene un tamaño de 

aproximadamente 80 μm de diámetro. El núcleo casi ha finalizado de sintetizar el 

material genético y presenta un contorno irregular, y el citoplasma se hace mayor 

y más basófilo, con un aumento de la cantidad de gránulos presentes (Behnke, 

1968). 

 

-Megacariocito granular: Con un tamaño de entre 50 y 100 μm, esta célula 

posee un núcleo polilobular y un citoplasma que se va haciendo azurófilo de 

forma progresiva, de forma similar a las plaquetas (Behnke, 1968). 

 

-Megacariocito maduro: En esta fase, se producirán las proplaquetas, que 

acabarán compactando y perdiendo su núcleo para liberar plaquetas individuales 

al torrente sanguíneo (Chang et al., 2007). Este proceso no se conoce con 

exactitud, y se han presentado varios modelos que podrían explicarlo. Uno de 

ellos sugiere que se producen una serie de invaginaciones en la membrana del 

megacariocito, de tal forma que se acotan unas demarcaciones que producirán 

la membrana de la plaqueta (Behnke, 1968). Otro de los modelos sugiere que en 

la superficie del megacariocito se desarrollarán gruesos pseudópodos que 

atravesarán las sinusoides medulares (cuya pared está formada por dos capas 

celulares, una endotelial y la otra adventicia), pasando entre las células 

adventicias y penetrando en el endotelio (Radley et al., 1980). Finalmente, otra 

de las teorías indica que las proplaquetas viajan desde la médula ósea hasta los 

pulmones, donde, debido al estrés mecánico de la respiración, se fragmentan 

dando lugar a las plaquetas (Kaufman et al., 1965). 
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3.-Estructura plaquetaria. 

 

La plaqueta se caracteriza, aparte de por la mencionada ausencia de núcleo, 

por presentar la siguiente estructura:  

 

3.1-Membrana externa. 

 

La membrana de las plaquetas es una estructura trilaminar formada por 

una bicapa lipoproteica con colesterol, lípidos neutros, glicolípidos y 

glicoproteínas. Estas últimas actúan como receptores de los agonistas 

fisiológicos de las plaquetas (ADP, trombina, tromboxano A2 (TxA2), fibronectina, 

laminina, vitronectina, trombospondina, factor de von Willebrand (vWF)) y para 

ligandos como el colágeno (Gresele et al., 2008;  Lowenberg et al., 2010). Esta 

estructura es la que permite que la membrana tenga un aspecto rígido y plástico, 

y que la plaqueta pueda llevar a cabo ciertas funciones.  

 

Los fosfolípidos presentes en la membrana tienen una distribución 

asimétrica en la misma, de forma que los cargados negativamente (como la 

fosfatidilserina) se encuentran en la parte interna de la membrana, 

desempeñando una función procoagulante. Si la plaqueta está en reposo, estos 

fosfolípidos de la cara interna no podrán contactar con los factores plasmáticos 

que activan la coagulación. En cambio, durante la agregación plaquetaria, estos 

fosfolípidos se externalizan, contactando así con esos factores. 

 

En la membrana plasmática encontramos las balsas lipídicas, unas zonas 

concretas de la membrana que son dominios de la misma ricos en colesterol y 

esfingolípidos, de un diámetro aproximado de 50 nm, encargados de organizar la 

unión de diferentes moléculas de señalización (Prieschl et al., 2000). Su 

denominación de “balsas” se debe a que se encuentran flotando entre el resto de 

lípidos de la membrana plasmática, gracias a que forman una fase lipídica de 

mayor densidad que la del resto. 

 

Estas balsas lipídicas participan en numerosas funciones celulares, y 

ayudan a la interacción de las proteínas asociadas a la ECC mediante la 

constitución de plataformas para las proteínas de membrana implicadas en la 

entrada de Ca2+ (Jardin et al., 2008d;  Pani et al., 2008;  Sampieri et al., 2008). 

Además, estos dominios de balsas lipídicas son importantes para la activación 
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de muchas funciones celulares, incluyendo la adhesión y migración celular, la 

apoptosis, la organización del citoesqueleto, la exocitosis y la endocitosis (Pani 

et al., 2009;  Simons et al., 2000). Estos procesos celulares son asimismo 

dependientes de los aumentos en la concentración de Ca2+, y se sabe que los 

estas balsas lipídicas regulan el mecanismo de activación de la ECC (Sampieri 

et al., 2008).  

 

Es la membrana plasmática la que permite la interacción de la plaqueta con 

el medio exterior, gracias a receptores como las integrinas, una familia formada 

por 24 proteínas resultantes de la asociación de subunidades α y β, que 

reconocen a proteínas que presentan la secuencia arginina-glicina-aspartato 

(RGD), es decir, fibrinógeno, fibronectina, vitronectina, vWF y colágeno. Las 

integrinas más importantes son las siguientes: 

 

-Integrina GPIIb/IIIa (o αIIbβ3): También se conoce como receptor de 

fibrinógeno. Estructuralmente está formada por dos cadenas αIIb y β3, cada una 

con un largo dominio extracelular, formando una región globular donde se 

encuentran los sitios de unión con los ligandos (Kamata et al., 2005), seguido de 

un dominio transmembrana y una corta región citoplasmática (Poncz et al., 

1987). Es muy abundante en la superficie de las plaquetas activadas, pero 

permanece asociada a las membranas plaquetarias internas asociada 

principalmente con los gránulos α (D'Souza et al., 1990). Además de ser receptor 

para el fibrinógeno, se une también a vWF, vitronectina y fibronectina, por lo que 

juega un papel fundamental en la hemostasia primaria. Esto sucede cuando se 

activa la plaqueta, momento en el cual la integrina establece una interacción 

estable entre vWF y la matriz extracelular, usando el fibrinógeno como molécula 

puente para el trombo plaquetario (Savage et al., 1998). Esta integrina puede 

formar complejos en presencia de calcio (Fujimura et al., 1983;  Santoro, 1988). 

Debido a su importante papel en la patogénesis de la trombosis, el bloqueo de la 

función de esta integrina se ha utilizado como terapia preventiva en pacientes 

con oclusiones coronarias (Coller, 2001). 

 

-Integrina GPIb/IX/V: Esta integrina constituye el segundo receptor más 

abundante de las plaquetas (Du et al., 1987). Su función es mediar la adhesión 

plaquetaria a la matriz subendotelial, para lo cual recluta factores de coagulación 

para las plaquetas activadas. Estructuralmente, está formada por 4 subunidades, 

GPIbα (~135 kDa), GPIbβ (~25 kDa), GPIX (~22 kDa) y GPV (~82 kDa). Las 



Antecedentes bibliográficos 

 

 38

cuatro se caracterizan por poseer la secuencia LRR (con leucinas altamente 

conservadas), esencial para el correcto funcionamiento del complejo (Hocking et 

al., 1998). Esta integrina se une al vWF inmovilizado en el endotelio expuesto, lo 

cual es fundamental para la adhesión plaquetaria en el sitio donde se ha 

producido el daño vascular, permitiendo la adhesión firme de las plaquetas al 

colágeno, mediada por GPVI e integrinas. El vWF se une primeramente al 

colágeno, componente principal de la matriz subendotelial expuesta al 

producirse el daño, y tras esta unión, la interacción entre el vWF y la integrina 

media la unión de las plaquetas con el colágeno. Esta integrina es capaz 

también de unirse a la trombospondina, a la integrina αMβ2 y a la P-selectina 

(Gresele et al., 2008). Además, esta integrina también se une a la trombina, a 

través de un dominio de unión de alta afinidad, de forma que regula la 

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

activación plaquetaria (Celikel et al., 2003). La integrina GPIb/IX/V juega 

asimismo un papel muy importante en la inflamación, puesto que media la 

interacción con las células endoteliales activadas y los leucocitos, gracias a su 

unión con la P-selectina y la integrina leucocitaria Mac-1. La deficiencia de esta 

integrina produce el síndrome de Bernard-Soulier (diátesis hemorrágica 

hereditaria). 

 

-Glicoproteína VI (GPVI): Esta glicoproteína, con un tamaño aproximado de 

62 kDa, se localiza exclusivamente en plaquetas y megacariocitos maduros. 

Funcionalmente, se asocia con el receptor Fc-γ (FcRγ), que proporciona 

actividad tirosina cinasa al complejo (Nieswandt et al., 2000). Una vez  que el 

complejo GPVI-FcRγ contacta con el colágeno, se activa una vía de señalización 

que incluye proteínas como Syk, SLP-76, LAT y fosfolipasa C2 (Ichinohe et al., 

1997;  Keely et al., 1996;  Redondo et al., 2005a;  Worth et al., 2006). Se ha visto 

que la tirosina cinasa de Bruton también participa en las vías de señalización 

plaquetaria de GPVI, estando implicada en la activación de la entrada de calcio 

(Keely et al., 1996). Junto a la GPIV (CD36) y GPIa/IIa, GPVI constituye el 

receptor de colágeno más importante en plaquetas. Esta unión de GPVI al 

colágeno se produciría tras la unión plaqueta-colágeno, de la cual son 

responsables receptores como GPIa/IIa (Verkleij et al., 1998). Para la completa 

activación de las plaquetas por colágeno son necesarias las glicoproteínas 

GPIIb/IIIa y GPVI, pero mientras la inhibición de la GPVI inhibe la formación del 

trombo, el bloqueo de la GPIIb/IIIa no tiene efectos destacables. Teniendo esto 

en cuenta, se ha sugerido que el colágeno se uniría a GPVI activando las 



Antecedentes bibliográficos 

 

 39

plaquetas y regulando así de manera positiva la GPIIb/IIIa (Gresele et al., 2008;  

Ichinohe et al., 1997).  

 

-P-selectina (CD62P): Con un tamaño aproximado de 140 KDa, es la 

mayor de las moléculas de adhesión de la familia de las selectinas. Está 

principalmente situada en la membrana de los gránulos α, pero también está en 

los gránulos densos y en los cuerpos de Weibel-Palade de las células 

endoteliales (Vial et al., 2002). Cuando las plaquetas están inactivadas, apenas 

una pequeña cantidad de P-selectina se encuentra en la membrana. Sin 

embargo, cuando se activan, al fusionarse los gránulos con la superficie de la 

plaqueta se produce una expresión rápida de P-selectina en la superficie, lo cual 

se suele usar como marcador de activación plaquetaria (Merten et al., 2000). La 

P-selectina se une al vWF y a la GPIbα, y participa en la hemostasia, así como 

en la interacción con otras células responsables de la inflamación (Tailor et al., 

2005). 

 

-Receptores de trombina: El receptor de la trombina en plaquetas es una 

glicoproteína con 7 dominios transmembrana que se desensibiliza e internaliza 

rápida y permanentemente cuando se activa (Authi et al., 1997). Posee un 

dominio con 100 residuos extracelulares en el extremo amino terminal, con un 

lugar putativo de escisión por la trombina, llamado sitio LDPR/S (Coughlin et al., 

1992). La trombina puede activar las plaquetas a bajas concentraciones, de 0,1 

nM (0,01 U/mL), y es el agonista fisiológico más eficaz hidrolizando el fosfatidil 

inositol 4,5-bisfosfato (PIP2), siendo este proceso mediado por la fosfolipasa C 

(PLC) y produciéndose los segundos mensajeros inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 

D-1,2-diacilglicerol (DAG). IP3 inducirá la liberación de Ca2+ desde los depósitos 

intracelulares (Sage et al., 1989;  Shukla et al., 1987;  Suganuma et al., 1992). 

La trombina también activa Rho, una pequeña GTPasa de la familia Ras que 

promueve la reorganización del citoesqueleto de actina y el cambio morfológico 

de las plaquetas (Moers et al., 2003;  Olson et al., 1995). La activación 

plaquetaria por la trombina está mediada por miembros de la familia de proteínas 

G acopladas al receptor activado por proteasas (del inglés Protease-Activated 

Receptor, PAR), de los cuales PAR1 y PAR4 se expresan en las plaquetas 

humanas (Kahn et al., 1998). La activación de estos PAR se produce cuando la 

trombina corta el extremo N-terminal de cada receptor, creando un nuevo 

extremo amino del receptor y mostrando un ligando SFLLRN (PAR1) o AYPGKF 

(PAR4), que activará a cada receptor (Vu et al., 1991). El receptor PAR1 
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presenta alta afinidad por la trombina y el PAR4 baja (Covic et al., 2000). Ambos 

liberan Ca2+ mayoritariamente del sistema tubular denso (STD), el equivalente al 

retículo endoplásmico (RE) en las plaquetas; y, en menor medida, de los 

gránulos acídicos. Por su parte, la integrina GPIb/IX/V, que posee un dominio de 

alta afinidad a la trombina, lo libera de forma exclusiva desde los gránulos 

acídicos (Jardin et al., 2007). 

 

-Receptor de ADP: Las plaquetas humanas, como muchas otras células, 

contienen receptores de ADP. El ADP es un importante agonista fisiológico 

durante la hemostasia y la trombosis, y es almacenado en los gránulos densos 

de las plaquetas, liberándose tras la activación de las mismas. Este ADP induce 

la fosforilación de proteínas, la formación de TxA2, el aumento del Ca2+ 

citosólico, el cambio de forma, la agregación y la secreción, e inhibe la formación 

de adenosín monofosfato cíclica (AMPc) (Gresele et al., 2008). El ADP actúa 

sobre dos receptores purinérgicos acoplados a proteínas G, P2Y1 y P2Y12 y para 

que la respuesta al agonista sea completa ambos receptores tienen que 

activarse. Estos receptores son miembros de la familia de proteínas de 

receptores acoplados a proteínas G, con siete dominios transmembrana. P2Y1 

está acoplado a la proteína Gαq y es responsable del aumento en la [Ca2+]c, el 

cambio morfológico y la agregación de las plaquetas, mediante la activación de 

la PLCβ (Jin et al., 1998). P2Y12, por su parte, está acoplado a la proteína Gαi, 

que activa a la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3-K) e inhibe a la adenilato ciclasa 

(AC) (Jones et al., 2011;  Kauffenstein et al., 2004). 

 

-Receptor P2X1: Es un miembro de la familia de los receptores purinérgicos 

no acoplados a proteínas G, y es la única isoforma de la familia P2X que se 

expresa en las plaquetas y los megacariocitos (Scase et al., 1998;  Sun et al., 

1998). Se trata de canales activados por adenosina 5’-trifosfato (ATP), que 

permiten la entrada de Ca2+ y Na+ (Mahaut-Smith et al., 2000). Por otra parte, al 

activarse este receptor se produce un cambio conformacional rápido y reversible 

y la centralización de los gránulos secretores, así como procesos propios del 

inicio de la agregación, tales como la exposición de los sitios de unión al 

colágeno de la integrina GPIIb/IIIa. Este receptor P2X1 interacciona con las rutas 

metabólicas de otros receptores, como los receptores P2Y y los receptores de la 

trombopoyetina; y con el colágeno y la adrenalina (Oury et al., 2001;  Vial et al., 

2002). Esto se observa en la potenciación sobre el efecto de los receptores P2Y 

en la movilización de Ca2+, siendo el incremento mayor tanto en la velocidad de 
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respuesta como en la liberación de Ca2+ al activarse los dos receptores, P2Y y 

P2X1 de forma simultánea, que al activarse solamente los receptores del ADP. 

Esto puede deberse a una potenciación de la PLC o de los receptores de IP3 por 

la entrada rápida de Ca2+ que se produce tras la activación del P2X1, 

precediendo a los eventos de la vía de los receptores acoplados a proteínas G 

(Mahaut-Smith et al., 2000;  Vial et al., 2002). 

 

-Receptor de prostaglandina I2 (EPs): Se trata de un receptor acoplado a 

proteínas, en concreto a la Gs, que une prostaglandina I2 (PGI2) para mantener a 

las plaquetas en reposo, para lo cual activa la AC, incrementando el AMPc, lo 

que da lugar a la inhibición de la activación plaquetaria y a la inactivación de las 

plaquetas que estaban estimuladas (Coleman et al., 1994). Al activarse EPs y 

producirse un aumento del AMPc, se inhibe la movilización de Ca2+ y los 

procesos de secreción de los gránulos, de forma que se evitan futuros procesos 

de activación y agregación plaquetaria (Dusting et al., 1990). El AMPc activa 

asimismo la fosforilación de la fosfoproteína estimulada por vasodilatadores 

(VASP), encargada de regular los filamentos de actina y la reorganizacón del 

citoesqueleto. Por otra parte, la fosforilación de esta VASP puede modular la 

inactivación del receptor de fibrinógeno, evitando su interacción con la integrina 

GPIIb/IIIa, y la activación plaquetaria (Horstrup et al., 1994). Estos mecanismos 

ayudan al mantenimiento del endotelio como una superficie antitrombótica y 

ayudan a evitar que se produzca la activación plaquetaria de forma inapropiada. 

 

3.2.-Citoplasma: 

 

El espacio intracelular de las plaquetas se encuentra separado de la 

membrana plasmática de las mismas por un fino anillo de citoplasma periférico 

claramente delimitado al observarse al microscopio electrónico, formado 

mayoritariamente por α-actina. Este anillo se denomina citoesqueleto de 

membrana, y es el que proporciona la forma discoidal a las plaquetas, además 

de ser el responsable de la formación de pseudópodos una vez producida la 

activación de las plaquetas. Este anillo posee proteínas como la talina o la 

vinculina, proteínas necesarias para la reorganización de actina, como la filamina 

o la α-actinina, y también proteínas como la proteína cinasa C (PKC).  

 

El citoplasma plaquetario contiene partículas de glucógeno, fuente 

energética de la célula. La plaqueta se caracteriza por tener en su citoplasma 
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organelas específicas, un sistema de membranas especializado y diversos 

gránulos de almacenaje (George, 2000;  Gresele et al., 2008). 

 

3.3.-Citoesqueleto: 

 

El citoesqueleto de las plaquetas es el responsable de mantener la forma 

discoidal que presentan las plaquetas en reposo y además participa en 

funciones celulares como la exocitosis, endocitosis y transporte intracelular. Este 

citoesqueleto está muy especializado, y permite que las plaquetas presenten una 

rápida respuesta ante los daños vasculares, de forma que se pueda alterar el gel 

contráctil y se pueda remodelar la actina, tanto durante el cambio morfológico 

plaquetario producido tras la activación, como para producir los pseudópodos. 

Los componentes principales de este citoesqueleto son los siguientes: 

 

-Citoesqueleto de actina: La actina es la proteína más abundante en las 

plaquetas. La G-actina es una proteína de aproximadamente 42 kDa que se 

organiza en una estructura más compleja denominada filamento de actina o F-

actina. Esta F-actina constituye un 40% del total de actina (aproximadamente 

entre 2000 y 5000 filamentos de actina) en las plaquetas en reposo (Hartwig et 

al., 1991). El restante 60% de actina se almacena formando un complejo con β-

4-timosina, la G-actina globular monomérica, que se transforma en filamentos 

tras producirse la activación plaquetaria, permitiendo así el cambio morfológico 

de la célula (Safer et al., 1994). El citoesqueleto de actina forma estructuras 

como anillos contráctiles, que se modifican constantemente debido a ciertas 

proteínas asociadas a la F-actina, que controlan la ratio de 

asociación/disociación de nuevas subunidades de G-actina. Algunas de estas 

proteínas son la tropomodulina o la Cap Z, que se une a las terminaciones de F-

actina evitando que se añadan nuevas subunidades de G-actina. 

 

 Cuando las plaquetas se encuentran en estado de reposo, los filamentos 

de actina se interconectan en distintos puntos con una red citoplasmática rígida 

o gel contráctil, y poseen sitios de unión con proteínas andamio, como la filamina 

y la α-actinina, que facilitan la unión de estos filamentos a otras proteínas 

(Rosenberg et al., 1981;  Rosenberg et al., 1982). La interacción entre estos 

filamentos de actina y la región citoplasmática de la subunidad GPIbα del 

complejo GPIb-IX-V, mediada por la filamina, es fundamental para la 

organización estructural de las plaquetas en reposo, puesto que proporcionan 
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una vía de comunicación entre el citoplasma y los receptores de membrana, 

disponiendo el complejo GPIb-IX-V en línea en la superficie celular, y además 

comprimen y estabilizan el gel contráctil en el citoplasma impidiendo su 

dispersión (White, 2008). 

 

La estabilización o la disrupción del citoesqueleto de actina tiene un papel 

importante en la motilidad celular, en la fagocitosis, la citocinesis y en la 

extensión o retracción de estructuras como las microvellosidades intestinales o 

los axones de las neuronas.   

 

-Anillo marginal de microtúbulos: Este anillo fue descrito por primera vez 

por White, y está formado por tubulina α y β en un equilibrio dinámico entre 

monómeros y polímeros, originando una estructura protofilamentosa al unir la 

subunidad β-tubulina de un heterodímero con la α-tubulina del siguiente, de 

forma que 13 de estos protofilamentos se unen para formar un único filamento 

de tubulina con un espacio vacío en su interior. Esta estructura está conservada 

por proteínas llamadas MAP (proteínas asociadas a microtúbulos). El anillo 

marginal es una de las características más visibles de las plaquetas en reposo al 

observarlas al microscopio y, junto al citoesqueleto de la membrana, es el 

encargado de proporcional la forma discoidal a estas células, al estar formado 

por un único microtúbulo de 100 μM de longitud que se enrolla de 8 a 12 veces 

en la periferia plaquetaria, formando un entramado que soporta la estructura de 

la célula, de forma que, al desorganizar los microtúbulos (White, 1968), se pierde 

esta morfología discoidal. Además, su reorganización es esencial para la 

completa activación y funcionamiento de la plaqueta en procesos de secreción. 

En la entrada capacitativa de Ca2+ (ECC), este anillo actúa por un lado como 

barrera para prevenir la ECC constitutiva regulada por el STD, y por otro, 

apoyando la ECC mediada por los depósitos acídicos de Ca2+ (Redondo et al., 

2007b). Por otra parte, también está involucrado en el transporte de vesículas y 

otros orgánulos. 

 

-Gel contráctil o esqueleto de membrana de espectrina: Este gel contráctil 

es el encargado de envolver la superficie citoplasmática del sistema canalicular 

abierto (SCA) y de los sistemas de membrana que se desplazan hacia el centro 

debido a la contracción del gel. Está constituido por largas moléculas de 

aducina, espectrina y filamentos de actina. La espectrina interacciona con los 

filamentos de actina, produciendo una ultraestructura de poros triangulares 
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(Patel-Hett et al., 2011). En plaquetas en reposo, los extremos de polimerización 

de la actina aparecen bien libres o bien unidos a la proteína Arp2/3, e 

interaccionan también con la aducina, ya que la afinidad entre el complejo 

actina-aducina con espectrina es mucho mayor que la afinidad de la espectrina 

con la actina o la aducina por separado (Barkalow et al., 2003). 

 

3.4.-Organelas: 

 

Las plaquetas contienen  en su citoplasma una serie de organelas, como 

los lisosomas y peroxisomas. Los lisosomas son organelas de pequeño tamaño 

que contienen gran cantidad de enzimas degradativas, como las enzimas β-

galactosidasa, catepsina, aril sulfatasa, β-glucoronidasa y fosfatasa ácida (King 

et al., 2002). La función principal de estos lisosomas es degradar el material 

ingerido por fagocitosis o pinocitosis. Por su parte, los peroxisomas son también 

organelas de pequeño tamaño que contienen la enzima catalasa, que se 

encarga de la degradación del H2O2 (Redondo et al., 2005b). 

 

Además, las plaquetas contienen una pequeña cantidad de mitocondrias, 

que le dan a la célula la energía necesaria mientras circula por el torrente 

sanguíneo; un número escaso de ribosomas; y, raramente, retículo 

endoplásmico rugoso o vesículas del aparato de Golgi. 

 

Sin embargo, la estructura más característica de las plaquetas son los 

gránulos de secreción, donde se almacenan moléculas activas biológicamente, 

que son secretadas en los sitios de daño vascular, y cuya función es el 

reclutamiento de otras células sanguíneas para contribuir a la reparación de 

dicho daño. En células en reposo, los gránulos se localizan cerca del Sistema 

Canalicular Abierto (SCA), y al producirse la activación de las plaquetas, los 

gránulos se fusionan con este SCA y se secretan al torrente circulatorio 

(Flaumenhaft, 2003). Existen principalmente dos tipos de gránulos en las 

plaquetas: los alfa y los densos. 

 

-Gránulos alfa: Son los gránulos de mayor tamaño (aproximadamente 200-

400 nm) y los más abundantes en las plaquetas, conteniendo cada una 

aproximadamente 40-60 de éstos. Están delimitados por una membrana simple y 

poseen forma esférica, con núcleos oscuros en el centro, que se corresponden 

con los proteoglicanos. En su interior contienen proteínas especiales para la 
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adhesión plaquetaria durante la reparación del vaso. Se producen en el aparato 

de Golgi trans (Jones, 1960) y adquieren su contenido molecular en los 

megacariocitos, previamente a su fragmentación, por dos vías. La primera vía se 

produce a través de la síntesis endógena de proteínas, como el factor 

plaquetario 4 (PF-4), la tromboglobulina y el vWF, y se produce cerca del aparato 

de Golgi. La segunda vía tiene lugar mediante endocitosis y pinocitosis mediada 

por receptores de proteínas citoplasmáticas, como el fibrinógeno, y se realiza en 

las regiones periféricas de los megacariocitos (de Larouziere et al., 1998). Esta 

segunda vía continúa en las plaquetas circulantes. 

 

Estos gránulos también almacenan multitud de proteínas de membrana, 

como la integrina GPIIb/IIIa, la CD62P y la CD36. Asimismo, almacenan la mayor 

parte de la P-selectina, que se expondrá al medio extracelular cuando se active 

la plaqueta, reclutando así neutrófilos en el sitio donde se ha producido el daño 

vascular (Diacovo et al., 1996). Por otra parte, estos gránulos alfa contienen 

también un gran número de proteínas encargadas de regular la angiogénesis, lo 

que permite a estos gránulos modular activamente la formación de nuevos vasos 

en el sitio de reparación (Folkman et al., 2001). 

 

-Gránulos densos: Estos gránulos, que tienen un tamaño aproximado de 

250 nm, tienen como función más importante la de reclutar plaquetas en el sitio 

donde se ha producido el daño vascular. Esto lo consiguen liberando sustancias 

hemostáticamente activas una vez que se ha producido la activación de las 

plaquetas. Algunas de estas sustancias son la serotonina, las catecolaminas, el 

ADP, el ATP y el Ca2+ (a concentraciones muy altas, de aproximadamente 2 mM) 

(White, 2008). Asimismo, contienen pequeñas proteínas de unión al GTP y 

moléculas de adhesión, como GPIbα, integrina αIIbβ3 y P-selectina. 

 

Además de estas sustancias, las plaquetas también liberan sustancias 

autacoides, prostaglandinas G2 (PGG2) y H2 (PGH2), TxA2 (Marcus, 1978) y el 

factor activador de plaquetas (PAF) (Chignard et al., 1979), encargadas de 

mediar las primeras fases del reclutamiento de plaquetas hacia el lugar donde se 

ha producido el daño vascular. 
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3.5.-Sistema de membranas: 

 

Hay dos tipos de membranas internas, que se diferencian por su contenido 

en colesterol. Estos dos tipos de membranas son: 

 

-Sistema canalicular abierto (SCA): Se trata de un sistema complejo de 

canales ramificados interconectados a la membrana, de forma que es en 

realidad una ampliación de la misma, con glicocálix, unidad de membrana y 

región submembranosa. Sus funciones principales son dos. En primer lugar, 

cuando se activan, las plaquetas sufren un cambio morfológico y el SCA se 

evagina, de forma que aumenta así la superficie secretora. Así, el SCA se 

transforma en una vía a través de la que se secretarán los productos 

plaquetarios (Flaumenhaft, 2003). En segundo lugar, el SCA sirve también como 

reservorio de proteínas y receptores de membrana. Por ejemplo, la tercera parte 

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

esperando el transporte a la membrana cuando se activan las plaquetas 

(Gresele et al., 2008) e incluso el transporte de glicoproteínas desde el SCA 

hacia los gránulos α (Lopez-Vilchez et al., 2007). 

 

-Sistema tubular denso (STD): Formado por un sistema de canales internos 

cerrados, que aparece cerca de los microtúbulos, rodeando las organelas, y no 

conectado con la membrana externa. Tiene una función similar al RE liso en 

otras células, es decir, de almacenamiento de Ca2+ (Jardin et al., 2007;  White, 

1972). El STD posee bombas de Ca2+ que introducen Ca2+ en el STD y así, junto 

con otros mecanismos de la membrana, mantienen las concentraciones de Ca2+ 

citosólico en el rango nanomolar en las plaquetas en reposo. Cuando la célula se 

activa por los agonistas, se inicia una cascada de señales que acaba 

produciendo síntesis de IP3, el cual causará la liberación de Ca2+ desde el STD 

(Berridge, 1995). Por otra parte, el STD es el principal lugar donde se sintetiza 

TxA2 y prostaglandinas (PG), dado que en él se localiza la ciclooxigenasa (COX) 

(Gerrard et al., 1976;  Klinger, 1996). 
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Figura 1. Morfología plaquetaria 

 

 

4.-Función plaquetaria. 

 

La función fisiológica principal de las plaquetas es la de mantener la 

hemostasia, es decir, evitar la pérdida de sangre al dañarse un vaso sanguíneo y 

mantener la integridad del vaso mediante la formación de un tapón hemostático. 

Para llevar a cabo esta función, las plaquetas obtienen su energía mediante la 

glucólisis anaerobia a partir de la glucosa, transformando la glucosa en lactato e 

hidrogeniones, que serán captados por el acetato, entrando en las mitocondrias 

para que se oxiden en el ciclo de Krebs, produciendo ATP y estabilizando así el 

pH de la célula (Akkerman, 1978). 

 

Esta función se realiza a través de tres eventos: 

 

-Adhesión plaquetaria: Producida de manera independiente a la plaqueta.  

Comprende el transporte por difusión de las plaquetas hacia la superficie dañada 

y la interacción de los receptores de membrana con sus ligandos en las 

estructuras de la pared lesionada. Cuando el vaso sanguíneo se daña, se 

expone el colágeno desde el vaso al torrente sanguíneo, permitiendo así la unión 

del vWF. Este vWF se unirá a su receptor, el GPIb/V/IX en la membrana 

plasmática de las plaquetas que están circulando por la corriente sanguínea. 

Dada la fuerza de la corriente, este contacto puede ser reversible y no 
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provocarse la completa activación plaquetaria, de forma que volverían al torrente 

sanguíneo. Es por ello que, una vez preactivadas, las plaquetas exponen al 

exterior de sus membranas plasmáticas nuevos receptores, los receptores de 

colágeno α2β1 y GPVI, el receptor de fibronectina α5β1 y el receptor de 

fibrinógeno GPIIb/IIIa, los cuales favorecen la unión de las plaquetas al 

subendotelio que ha sufrido el daño. Por último, las plaquetas se unen también 

de manera estable al endotelio, produciéndose un cambio morfológico en la 

célula, de forma que se reduce la resistencia al flujo de sangre y se emiten 

pseudópodos, reclutando otras plaquetas, además de eritrocitos y leucocitos y 

proteínas plasmáticas de la sangre para detener la hemorragia (de Groot et al., 

2008;  Redondo, 2009). 

 

Receptor Ligando 

Complejo GPIb/IX/V 

 

Subunidad GPIbα 

 

Subunidad GPIbβ 

FVW 

P-selectina 

Trombospondina 

Colágeno 

Trombina 

Factores IX y XII, cininógeno 

Integrina leucocitaria Mac-1 

GPVI Colágeno 

Laminina 

GPIV Colágeno 

Integrina α2β1 Colágeno 

Integrina α5β1 Fibronectina 

Integrina α6β1 Laminina 

Integrina αvβ3 FVW 

Fibronectina 

Vitronectina 

Osteospondina 

Integrina αIIIbβ3 FVW 

Fibrinógeno 

Fibronectina 

Vitronectina 

Trombospondina 

 

Tabla 1. Receptores y ligandos involucrados en la adhesión 

 

-Cambio morfológico y secreción de gránulos: Las plaquetas pierden la forma 

discoidal que las caracteriza, adquiriendo una forma esférica, expandiéndose y 

aumentando su superficie mediante la emisión de pseudópodos (Hartwig, 1992), 
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gracias a la unión de filamentos de actina. Los pseudópodos pueden ser 

filopodios (expansiones citoplasmáticas sostenidas por los filamentos de actina, 

que detienen a la plaqueta en el sitio de daño vascular) o lamelipodios 

(expansiones que permiten que la plaqueta recubra una mayor superficie de la 

lesión). Las uniones entre los pseudópodos se rellenan de membrana y los 

microtúbulos que están en estrecho contacto con el gel contráctil se trasladan al 

centro de la célula. Se produce la desintegración del citoesqueleto y se restituye 

a partir de la internalización de fragmentos de la membrana externa, lo cual 

permite a las plaquetas adquirir forma plana. Estos dos procesos son 

independientes y dependen de la reorganización del citoesqueleto (Gear, 1994;  

Gear et al., 2008;  Redondo, 2009), de la redistribución de los microtúbulos 

(Carroll et al., 1982;  Davies, 1984;  Steiner et al., 1979) y de incrementos en la 

[Ca2+]c (Hallam et al., 1985). Además, este proceso es fundamental ya que, al 

incrementarse la superficie de la membrana plasmática, se exponen receptores 

que antes no estaban expuestos. 

 

La secreción del contenido de los gránulos α y densos ayuda a la 

amplificación de la señal de activación de las plaquetas. Para la agregación de 

las mismas, es fundamental la secreción de endoperóxidos y del TxA2. 

 

-Agregación plaquetaria: Este mecanismo es fundamental en el control y 

mantenimiento de la hemostasia, y está involucrado en la formación del tapón 

hemostático y el trombo arterial. Los estímulos fisiológicos que pueden inducir la 

activación plaquetaria son diversos, y actúan de forma sinérgica, combinando su 

acción, de forma que este efecto es mayor que el que pudiera producirse con un 

único agonista. Los agonistas fisiológicos más importantes en la agregación 

plaquetaria son, in vivo: el colágeno (en las paredes de los vasos sanguíneos), el 

ADP (secretado por los glóbulos rojos y por las plaquetas), TxA2 y otros 

derivados del ácido araquidónico (AA) (el cual es sintetizado por las plaquetas 

cuando se activan) y la trombina. Otros agonistas, como la serotonina, también 

contribuyen al proceso de agregación y otros, como la epinefrina, no producen 

agregación por sí mismos, pero favorecen la agregación mediada por otros 

agonistas (Packham et al., 2008). La agregación plaquetaria puede ser 

reversible o irreversible, y depende del estímulo que la produzca. La reversible 

tiene como misión reparar los pequeños daños producidos en el subendotelio y 

el tejido vascular, mientras que la irreversible está encaminada a formar una 

placa hemostática cuando la lesión en el tejido es muy grave. Es en esta 
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agregación irreversible cuando se secreta el contenido de los gránulos α, sobre 

todo del receptor del fibrinógeno o GPIIb/IIIa (Kaplan et al., 1979) y densos. 

 

5.-Regulación de la agregación plaquetaria. 

 

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

arrastre del flujo, choque contra las paredes y otras células, contacto con 

sustancias como el ATP liberado al fragmentarse los eritrocitos…) podrían hacer 

que las plaquetas se activaran, produciendo problemas cardiovasculares. Es por 

ello que el mecanismo de agregación plaquetaria tiene que estar regulado de 

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

vascular.  

 

5.1.-Mecanismos activadores de la función plaquetaria. 

 

Entre estos mecanismos están el colágeno, la trombina o el estrés 

mecánico del flujo sanguíneo, que produce agregación plaquetaria por el enlace 

del vWF con la GPIb/V/IX, con una gran participación del ADP liberado. La 

exposición de P-selectina en las membranas de células endoteliales y plaquetas 

se encarga de mediar la interacción intercelular mediante el reconocimiento de 

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

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

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

agregación de las plaquetas, como son el ADP liberado al fragmentarse los 

eritrocitos. También lo es la liberación del PAF por las plaquetas y otras células 

como los neutrófilos, basófilos, células endoteliales, macrófagos o el propio tejido 

dañado. Este PAF es un fosfolípido que estimula la agregación plaquetaria y 

modula la respuesta alérgica e inflamatoria. Otra sustancia activadora es el TxA2 

liberado por parte de los leucocitos activados (de Groot et al., 2008). 

 

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

necesita un estímulo inicial, que es la lesión del endotelio vascular, es decir, el 

daño físico con exposición de la membrana basal rica en colágeno o la 

disfunción endotelial con desbalance de la producción de mediadores anti y 

proagregantes (Pulcinelli et al., 1995). 
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Al adherirse al endotelio, las plaquetas son capaces de atraer más 

plaquetas P-selectina positivas, y además se producirá el reclutamiento y 

activación de los leucocitos, los cuales se unen de forma irreversible a la 

superficie plaquetaria mediante la molécula de adhesión intercelular 2 (ICAM-2). 

Por otra parte, se produce también la activación del receptor para el fibrinógeno 

soluble, y la participación de los fosfolípidos de la membrana plaquetaria como 

co-factores para la cascada de reacciones enzimáticas de la coagulación, de 

forma que se favorece la formación del trombo arterial (Chow et al., 1992). 

 

Asimismo, ciertos componentes de los gránulos plaquetarios, que se 

liberan durante la activación, influyen sobre otras células. Uno de estas 

sustancias es el factor de crecimiento derivado de la plaqueta (PDGF), que 

estimula la proliferación celular y tiene un importante papel en la cicatrización de 

heridas y la aterogénesis (Hannink et al., 1989). Otras de estas sustancias son el 

TxA2 y la 5-hidroxitriptamina (5HT), potentes vasoconstrictores (Kruithof et al., 

1986); y el inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1), con acción 

antifibrinolítica (Alessi et al., 2007). 

 

5.1.1.-Agonistas plaquetarios. 

 

Los agonistas plaquetarios de mayor importancia fisiológica son los 

siguientes: 

 

-Adenosina bifosfato (ADP): En los años 60, el ADP se identificó como 

un factor derivado de los eritrocitos, que causaba adhesión plaquetaria, además 

de agregación, y mediaba los procesos de trombosis y hemostasia (Born, 1962). 

Posteriores estudios demostraron que el ADP se almacena en los gránulos 

densos de las plaquetas a concentraciones cercanas a molar, y se libera cuando 

las plaquetas se estimulan por otros agonistas como la trombina o el colágeno, 

de forma que se refuerza y se amplifica la agregación (Gachet et al., 2008). El 

ADP se considera un agonista débil de la PLC y de la agregación, puesto que en 

los primeros 30 segundos tras la activación de los receptores, se produce la 

primera fase de la agregación, reversible, y necesita de la síntesis de TxA2 para 

empezar la segunda fase de la agregación, la irreversible (Gachet et al., 1997). A 

pesar de ser un agonista débil, es un co-activador fundamental para que la 

respuesta del resto de los agonistas plaquetarios sea la adecuada, incluso la de 

los más débiles, como la serotonina o la epinefrina (Gachet et al., 2008). Este 
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ADP provoca diversos eventos moleculares, como la movilización de Ca2+ muy 

rápida y transitoria desde los depósitos y la posterior entrada desde el medio 

extracelular (Lopez et al., 2006a). El ADP también activa a la PLA2, de forma que 

se libera AA, lo cual conduce a la generación de TxA2. Por último, el ADP inhibe 

a la AC y la producción de AMPc, siendo esto fundamental para la activación 

plaquetaria, aunque sin un papel relevante en la agregación mediada por ADP, 

debido a que ésta sólo se produce con una previa activación de la AC por 

prostaglandinas u otros activadores (Haslam, 1973). 

 

-Trombina: Producida a partir de la protrombina, es el segundo de los 

agonistas fisiológicos de la activación plaquetaria, y un componente esencial en 

el sistema de coagulación sanguínea. La respuesta de la plaqueta a este 

agonista está mediada de forma parcial por el complejo GPIb/IX/V y, 

mayoritariamente, por los PAR (GPCRs activados por proteasas). Estos PAR se 

activan por la proteólisis producida por la trombina de un fragmento extracelular 

del extremo amino del receptor, de tal manera que se genera un nuevo extremo 

amino, con un ligando SFLLRN (en el PAR1) y AYPGKF (en el PAR4), que 

activará cada receptor (Vu et al., 1991). En el sitio donde se ha producido el 

daño vascular, tras la unión de la primera monocapa de plaquetas adherentes, la 

trombina, junto al ADP y el TxA2, adquiere un importante papel reclutando otras 

plaquetas no activadas. La respuesta de las plaquetas a esta trombina produce 

una reorganización del citoesqueleto, así como la secreción del contenido de los 

gránulos, la exposición de la GPIIb/IIIa y, por último, la agregación plaquetaria. 

Todo esto se produce debido a la activación de vías intracelulares, estando la 

mayor parte de ellas mediadas por proteínas G de membrana, entre las que 

destaca la activación de la PLC (que está implicada en la homeostasis del Ca2+ 

intracelular), de la fosfolipasa A2 (PLA2) (que moviliza AA y por tanto TxA2 

mediado por COX-I) y la enzima PI3-K. Por otra parte, la trombina activa también 

miembros de la superfamilia Ras, como son Rac, Rho o Rap1B (importante en la 

reorganización del citoesqueleto y el cambio de forma de la plaqueta). Asimismo, 

la trombina inhibe la actividad de la AC, productora del AMPc responsable de 

mantener a las plaquetas en estado inhibido, de forma que no se activan per se 

o por estrés mecánico en el torrente sanguíneo (Brass et al., 2008). 

 

-Colágeno: Hay 9 tipos de colágeno descritos (I, III, IV, V, VI, VIII, XII, 

XIII y XIV) en el sistema vascular humano. Entre ellos, el I, el III y el V son las 

proteínas más abundantes en los vasos sanguíneos (20-40%), y es el IV el 
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principal componente de la membrana de la base del tejido subendotelial que 

soporta los vasos (Barnes, 1985). Estos tipos de cólageno presentan una alta 

reactividad por las plaquetas y proporcionan el primer estímulo para que se 

produzca la adhesión plaquetaria y la agregación tras el daño vascular (Siljander 

et al., 2008). Los principales receptores de colágeno son la glicoproteína GPVI y 

la integrina GPIIb/Ia. La glicoproteína GPVI funciona como receptor y es 

imprescindible para que se produzca la activación inducida por colágeno a través 

de la PLC (Nieswandt et al., 2001;  Sixma et al., 1997) y a su vez activa a otros 

receptores de la adhesión, como la GPIIb/Ia, que, aunque no es imprescindible, 

fortalece la adhesión plaquetaria con el colágeno subendotelial (Nieswandt et al., 

2001). La susceptibilidad a la aspirina de la agregación inducida por colágeno 

sugiere lo importante que es la liberación de TxA2 en su mecanismo de 

activación plaquetaria. La aspirina es un inhibidor de la ciclooxigenasa I (COX-I) 

y la ciclooxigenasa II (COX-II), que son enzimas precursoras de la síntesis de 

PGs y TxA2 (Ueno et al., 2011). 

 

-Tromboxano A2 (TxA2): Se trata de un metabolito resultante del 

metabolismo del AA. Este AA liberado es un sustrato para COX-I o las vías de 

las lipooxigenasas, produciéndose TxA2, que actúa como un potente agonista 

plaquetario, induciendo un cambio en su morfología, la secreción de los gránulos 

y la agregación. Todos estos fenómenos van acompañados de incrementos en la 

[Ca2+]c, de la activación de PLC con la consecuente producción de IP3 y DAG, la 

activación de la proteína cinasa C (PKC) y la fosforilación de la pleckstrina (P47), 

la estimulación de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) que fosforila 

la cadena ligera de la miosina (MLC), la activación de PLA2 que producirá más 

AA, y por último la exposición en la membrana de los sitios de unión a la 

GPIIb/IIIa (Halushka et al., 1995). Aunque los procesos de cambio de morfología 

e incremento de la [Ca2+]c ocurren de forma independiente a la acción de otros 

agonistas, para que la plaqueta se agregue completamente bajo la acción del 

TxA2, éste necesita de la participación del ADP y la epinefrina (Paul et al., 1999). 

 

-Epinefrina: La epinefrina es un agonista débil encargado de amplificar 

el efecto de otros estímulos. Esta sustancia moviliza Ca2+ y permite la 

agregación en plaquetas preactivadas con trombina, incluso con 

concentraciones bajas (0,21 nM), mediante los receptores α2A-adrenérgicos. De 

esta forma, participa en el mantenimiento de la hemostasia y trombosis en los 

tejidos vasculares (Grenegard et al., 2008). Por otra parte, la epinefrina reduce la 
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producción de AMPc, de forma que inhibe la actividad de la AC (Jakobs et al., 

1976). 

 

5.2.-Mecanismos inhibidores de la función plaquetaria. 

 

Para inhibir la adhesión plaquetaria en un endotelio sano, las células de 

este endotelio liberan mediadores químicos. Entre ellos destacan la heparina 

(que actúa previniendo la estimulación de los receptores de trombina) y las PG y 

la prostaciclina (que regulan negativamente la función de muchas vías de 

señalización en la plaqueta). La PGE2 o PGI2 estimulan la síntesis de AMPc, que 

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

produce una reducción de la liberación de Ca2+. La activación de la PKA inhibe 

además la PLC y la PLA2 y la polimerización de actina (Redondo, 2009). Por otra 

parte, hay que destacar también el papel del óxido nítrico (NO), que es un 

producto del metabolismo de los aminoácidos, que se sintetiza en las células 

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

síntesis de guanosina monofosfato cíclica (GMPc), de forma que actúa de 

manera similar al AMPc. De hecho, tanto el GMPc como el AMPc trabajan 

sinérgicamente, regulando la función plaquetaria (Moore et al., 2010). En último 

lugar, las células del endotelio vascular expresan en sus membranas CD39, una 

enzima que posee actividad ATP difosfohidrolasa, que degrada ATP y ADP, 

reduciendo así la capacidad de ambos para estimular las plaquetas (Redondo, 

2009;  Watson, 2009). 
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Figura 2. Mecanismos de adhesión y activación plaquetaria (modificada de Jackson, 2011) 

 

 

6.-Vías de señalización de la activación y agregación plaquetaria. 

 

Una vez que las plaquetas se estimulan por los agonistas, se producirá una 

serie de eventos intracelulares hasta que las plaquetas respondan. Estos 

eventos necesitan de la participación de diversas vías de señalización, en las 

que está involucrada, directa o a través de segundos mensajeros, una compleja 

maquinaria celular interrelacionada. A continuación se describen las principales 

moléculas implicadas en las diferentes vías de señalización. 

 

-Fosfolipasa A2 (PLA2): Es una enzima de 85 kDa, encargada de la 

producción de la mayor parte del AA, que deriva de la estimulación plaquetaria 

por agonistas fisiológicos. El AA es un ácido graso almacenado en posición sn-2 
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en las membranas de fosfolípidos, sobre todo en la fosfatidilcolina, la 

fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol. Cuando se activa la plaqueta, la PLA2 

se encarga de hidrolizar el AA por la región sn-2 (aunque también puede 

hidrolizar otros fosfolípidos con otras cadenas acilos) (Gelb et al., 2008). 

 

En mamíferos, la PLA2 se transfiere desde el citosol hasta la región 

perinuclear, donde se sitúan el núcleo, el RE y el aparato de Golgi. No obstante, 

no hay pruebas de la translocación de PLA2 hacia los elementos de membrana 

(STD y SCA) en las plaquetas, aunque puede suponerse esto puesto que tanto 

COX-I como la tromboxano sintetasa están localizados en el STD (Carey et al., 

1982). La activación de la PLA2 se puede producir tanto por un aumento en la 

[Ca2+]c como por fosforilación (Gelb et al., 2008). 

 

Con respecto a su regulación por Ca2+, la PLA2 tiene un dominio C2 en su 

extremo N-terminal, dominio que es el elemento de unión de la fosfolipasa a los 

ligandos de una forma dependiente de Ca2+, respondiendo a incrementos del 

orden de nM en la [Ca2+]c. De esta forma, la mayor parte de los agonistas que 

aumentan la [Ca2+]c vía IP3, vaciando los depósitos intracelulares de Ca2+ y 

provocando la apertura de canales en la membrana que permiten la entrada 

masiva de Ca2+ desde el medio extracelular, activan la PLA2 aumentando la 

producción de AA. Hay también otras vías de entrada de Ca2+, donde los canales 

se encuentran regulados por tirosinas cinasas (Pasquet et al., 2000). Varios 

estudios han concluido que la PLA2 es fosforilada en los residuos de serina 437, 

454, 505 y 727, siendo ser-505 (MAP cinasa) y ser-727 (Mnk1-, PRAK1 cinasa) 

los más importantes para la actividad catalítica de esta enzima. La actividad de 

la PLA2 es tres veces mayor cuando está totalmente fosforilada, pero la 

fosforilación por sí sola no activa la PLA2, aunque sí incrementa la respuesta de 

ésta a los aumentos de la [Ca2+]c (Gelb et al., 2008). 

 

-Fosfolipasa C (PLC): Con una masa molecular de aproximadamente 150 

kDa, la familia de las PLC juega un papel fundamental en la activación 

plaquetaria mediada por receptor. Esta familia tiene numerosas isoformas, de las 

cuales las subfamilias β y γ son las más importantes en las plaquetas. La PLC es 

una enzima hidrolítica y dependiente de Ca2+, con preferencia por el PIP2, al cual 

hidroliza, produciendo IP3 y DAG, dos mensajeros intracelulares muy 

importantes (Berridge, 1995). Además de la producción de estos dos 

mensajeros, la hidrólisis de PIP2 por la PLC tiene otras consecuencias. PIP2 es el 
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sustrato preferido de la enzima PI3-K, que es activada tras ser estimuladas las 

plaquetas por un agonista y cambia un fósforo del PIP2 a la tercera posición del 

anillo, generando el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). 

Por lo tanto, la activación de PLC disminuye el sustrato de la PI3-K, afectando a 

las vías de señalización de esta cinasa (Rittenhouse, 1996). Otra de las 

consecuencias de la hidrólisis de PIP2 es la liberación de profilina y gelsolina, 

proteínas involucradas en la regulación de la polimerización de actina, que se 

hallan secuestradas en la membrana, unidas al PIP2, en las plaquetas en reposo. 

En último lugar, la hidrólisis de PIP2 mediada por PLC, bien por la activación de 

las plaquetas o por factores de crecimiento polipeptídicos, como el PDGF, el 

factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento de los 

fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF), permite el reciclado 

de los fosfoinositoides (Rhee et al., 1992).  

 

Todas las PLC están formadas por diferentes dominios. En el extremo N 

tienen un dominio de homología a pleckstrina (PH), seguido de cuatro dominios 

EF-hand (que unen Ca2+). Este dominio PH interactúa con las membranas, por lo 

que se piensa que puede participar en la translocación de la PLC a las 

membranas y su interacción con las proteínas de membrana (Torti et al., 2008). 

El dominio catalítico de la PLC varía según la isoforma, y está constituido por 

dos regiones, X e Y, separadas por más o menos aminoácidos (50-60 en las 

isoformas PLCδ y PLCβ y 400 en la isoforma PLCγ), con dos dominios de unión 

a Src (SH-2 y SH-3), todos incluidos en un segundo dominio PH, necesario para 

la activación de la PLC en plaquetas, puesto que existen pruebas de que otras 

proteínas con el dominio PH pueden inhibir la hidrólisis de PIP2 inducida por 

agonistas (Abrams et al., 1995). La única isoforma de PLC regulada por 

proteínas G es la PLCβ, que es activada por agonistas fisiológicos como la 

trombina, el ADP y el TxA2. Las principales isoformas en plaquetas, por su parte, 

son la PLCβ2 y PLCβ3. La activación de la PLCβ2 por las subunidades βγ de la 

proteína G es el principal mecanismo en la hidrólisis de PIP2 tras la estimulación 

con trombina, mientras que PLCβ3 media la hidrólisis de PIP2 tras la 

estimulación con ADP, y ésta es activada por la subunidad αq de la proteína G 

(Torti et al., 2008). La activación de la PLCγ2 mediada por colágeno en 

plaquetas requiere la contribución de numerosas moléculas, entre las que se 

encuentran las tirosina cinasas Fyn, Lyn, Syk y BtK, que mediarían la 

fosforilación de los residuos de Tyr753 y Tyr759 (Ozdener et al., 2002), la 

proteína adaptadora LAT y las proteínas SLP-76 y PIP3 (Torti et al., 2008). 
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-Inositol-1,4,5-trifosfato (IP3): Se trata de un segundo mensajero soluble, que 

promueve de forma rápida el vaciamiento de los depósitos intracelulares, por la 

activación de su receptor (IP3R), que sufre un cambio conformacional que 

permite la liberación de Ca2+. Existe además una ruta alternativa para el IP3, que 

podrá ser fosforilado pasando a inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato (IP4). A pesar de 

que el IP4 no es capaz de movilizar Ca2+ desde los depósitos intracelulares, sí 

regula los flujos de Ca2+ (Luckhoff et al., 1992). 

 

-D-1,2-diacilglicerol (DAG): El DAG es un segundo mensajero de naturaleza 

lipídica que está unido a la membrana. Su función es la de mediar la 

translocación y la activación de la proteína cinasa C (PKC), que fosforila residuos 

de serina y treonina. El DAG también puede actuar como segundo mensajero 

para la apertura de canales no capacitativos en la membrana plasmática. Se 

inactiva de forma rápida mediante fosforilación por la DAG cinasa, que lo 

convertirá en ácido fosfatídico (PA), precursor de la biosíntesis de los 

fosfolípidos. 

 

-Proteínas serina/treonina (Ser/Thr) cinasas: Las rutas de transducción de 

señales usan proteínas cinasas para modificar la función de las proteínas 

mediante su fosforilación; entre ellas se encuentra la familia de las Ser/Thr 

cinasas. Recientes investigaciones han revelado los mecanismos usados por 

esta familia para reconocer su sustrato específico. Las cinasas dependen del 

anclaje mediante interacciones directas con el sustrato, usando lugares distintos 

a la secuencia fosfoaceptora, y las interacciones que se producen al anclarse 

con el sustrato también contribuyen a la especificidad y regulación de la actividad 

cinasa. Al analizar su estructura, se observa que los lugares usados para el 

anclaje de los sustratos también pueden unir extensiones N- y C-terminales al 

centro catalítico de la cinasa y participar en la regulación de su actividad (Biondi 

et al., 2003). Las proteínas Ser/Thr más importantes son: 

 

-Proteína cinasa A (PKA): Se trata de una proteína heterotetramérica 

regulada por AMPc, formada por dos subunidades catalíticas y dos subunidades 

reguladoras que inhiben la acción de las catalíticas. De esta forma, cuando las 

subunidades reguladoras se unen a AMPc, las catalíticas se liberan, 

permitiéndoles realizar su función fosforilando residuos de Ser/Thr. Esta cinasa 

contribuye al estado de reposo de las plaquetas gracias a su papel en la 

regulación de la homeostasis del Ca2+ en las plaquetas humanas y los 
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megacariocitos. Aumentos en la concentración de AMPc estimulados por PG 

activarán la PKA, que fosforila por su parte los receptores de IP3, disminuyendo 

la liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares mediada por IP3. La PKA 

no sólo inhibirá la liberación desde los depósitos, sino que además regulará de 

forma negativa la actividad de la PLC (reduciendo la formación de IP3 y DAG) y 

de PLA2, e incluso la polimerización de actina (Redondo, 2009). Aparte de su 

efecto sobre la liberación de Ca2+, PKA regula la maquinaria que contribuye a 

disminuir la [Ca2+]c tanto en el RE como en la membrana plasmática. De esta 

forma, PKA regula la bomba ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática 

(PMCA) (Strehler et al., 2001) y el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) (Blaustein et 

al., 1999) en la membrana, e inhibe a fosfolamban, que reduce la actividad de la 

ATPasa de Ca2+ del RE (SERCA) en el RE (Metcalfe et al., 2005). Por último, la 

PKA tiene un efecto regulador sobre Rap 1b, GP1b-α, VASP, MLCK y sobre 

proteínas unidas a actina (ABP) (Daniel et al., 2008). 

 

Además de activarse por AMPc, la PKA puede ser activada de manera 

independiente a éste, a través de su unión a IκB, que forma parte del complejo 

NFκB-IB, el cual tiene un importante papel en la diferenciación y maduración de 

los megacariocitos. En plaquetas, una vez que éstas se han activado por 

colágeno o trombina, IκB se va a disociar del complejo NFκB-IκB, y se unirá a 

PKA activándola. A su vez, ésta fosforilará a VASP y otras dianas de la PKA, 

participando así en un mecanismo inhibitorio que reduce la activación 

plaquetaria ante un estímulo débil (Gambaryan et al., 2010). 

 

-Proteína cinasa C (PKC): Esta familia de cinasas juega un papel 

esencial en la transducción de señales una vez que sus agonistas han activado 

a los receptores. La PKC fosforila un gran número de proteínas en residuos de 

Ser/Thr esenciales para numerosos procesos fisiológicos en las células, como la 

diferenciación o proliferación celular. En las plaquetas regulan varias funciones, 

como la agregación, el vaciamiento del contenido de los gránulos, la movilización 

de Ca2+ intracelular y la regulación de la forma de la célula. Los miembros de la 

familia de la PKC se activan de forma reversible por el DAG, tras la activación de 

la PLC mediada por receptores de membrana (Abrams et al., 2008). 

 

La PKC parece estar implicada en un gran número de respuestas 

inhibitorias en las plaquetas, fosforilando varias proteínas y reduciendo su 

actividad. Algunas de ellas son: la PLC, la AC, la PLA2, la PI3-K y la MLCK. La 
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fosforilación e inhibición de esta batería enzimática produce alteraciones en la 

liberación de Ca2+, la producción de AMPc y la generación de AA (Abrams et al., 

2008;  Bushfield et al., 1987;  Ryu et al., 1990). Asimismo, es la PKC la que 

produce la desensibilización de los receptores, vía fosforilación, cuando éstos se 

activan por sus agonistas. El receptor del TxA2 (TP), por ejemplo, del que sólo ha 

sido descrita la isoforma TPα en las plaquetas, es fosforilado por la PKC tras su 

activación (Habib et al., 1997). 

 

La PKC es esencial para la agregación plaquetaria, puesto que al inhibirla 

se previene la agregación en respuesta a la mayor parte de los agonistas. 

Asimismo, se ha demostrado que la activación de la PKC ocurre en paralelo a la 

activación de la integrina GPIIb/IIIa para unir fibrinógeno y colaborar en la 

agregación (Gabbeta et al., 1996). La inhibición de la PKC mediante un inhibidor 

específico bloquea la activación de GPIIb/IIIa y su capacidad para unir 

fibrinógeno es otra de las conclusiones obtenidas (Shattil et al., 1992). 

 

La PKC está implicada también en la secreción de los gránulos densos y 

los gránulos α, de forma independiente a la agregación. Aunque aún no están 

muy claros los mecanismos sobre los que actúa, al usar inhibidores específicos 

de la PKC se bloquea la secreción tras el estímulo con agonistas como la 

trombina (Abrams et al., 2008;  Geanacopoulos et al., 1993). 

 

Las plaquetas expresan diferentes isoformas de la familia PKC, 

incluyendo las isoformas clásicas α y β (dependientes de Ca2+ y DAG) y las 

nuevas isoformas PKD δ, θ y η (dependientes de DAG pero independientes de 

Ca2+). Asimismo, en plaquetas de ratón, pero no en humanas, se ha encontrado 

la PKC ε. 

 

-Proteína cinasa G (PKG): Se trata de una proteína homodimérica 

constituida por dos subunidades: una soluble (PKG I) y la otra anclada a la 

membrana (PKG II). Esta cinasa es el principal efector de las rutas metabólicas 

de GMPc y NO, pudiendo activarse incluso por AMPc, inhibiendo así la 

activación plaquetaria (Casteel et al., 2010). Esta PKG actúa en numerosas 

ocasiones de manera coordinada y sinérgica con PKA, de forma que resulta 

difícil distinguir su acción de la segunda. La PKG inhibe la PLC, la liberación de 

Ca2+ a través del IP3R y la VASP (Daniel et al., 2008). 
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-Cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK): La función de esta MLCK 

está regulada fundamentalmente por la [Ca2+]c, aunque su activación se produce 

asimismo por trombina y PAF a concentraciones basales de Ca2+ intracelular. 

Por su parte, la fosforilación de las cadenas ligeras de miosina actúa sobre el 

aparato contráctil de las plaquetas, organizando así los gránulos de secreción. 

 

-PKB: Directamente relacionada con los 3-fosfoinositoles, la 

serina/treonina cinasa Akt (PKB) es activada por el PDGF en un proceso que 

requiere PI3-K unida a sitios específicos del receptor del PDGF (Franke et al., 

1995). El IP3 interacciona con un dominio PH de Akt, estimulando su actividad 

cinasa. 

 

-Proteínas tirosina cinasas (PTKs): Catalizan la transferencia de un fosfato 

desde una molécula de ATP a un residuo de tirosina en la molécula 

seleccionada, constituyendo uno de los procesos más básicos e importantes en 

el control, la integración y la amplificación de las señales intracelulares de las 

respuestas fisiológicas. Las PTKs pueden ser divididas en dos grandes familias: 

las tirosina cinasa receptor (RTKs), que se encuentran en la membrana 

plasmática; y las tirosina cinasa no receptor (NRTKs), libres en el citoplasma. 

Las plaquetas humanas contienen un gran número de PTKs, con proporciones 

muy bajas de RTK en sus membranas, entre las que cabe destacar el receptor 

de PDGF, siendo la mayor parte de la familia NRTKs, dentro de la que se 

encuentran las Src, las Syk y las cinasas de adhesión focal (FAK). Importantes 

miembros de la familia Src son la pp60-src, la pp60fyn, pp54, 58lyn, pp61hck y 

pp62c-yes (Courtneidge et al., 1993).  

 

La fosforilación en residuos de tirosina está implicada en diversas respuestas 

funcionales de las plaquetas, como la regulación de la actividad PLC, la 

agregación y la secreción. Por ejemplo, la translocación y activación de FAK, que 

se une a las integrinas, puede representar uno de los primeros eventos 

inducidos por la ocupación de integrinas en la superficie de la célula, debido a 

las interacciones entre FAK y varias proteínas del citoesqueleto, lo cual produce 

una agregación irreversible (Levy, 2008). 

 

-Proteínas tirosina fosfatasas (PTP): Las plaquetas poseen una elevada 

concentración de proteínas con actividad tirosina fosfatasa (Jackson et al., 

1996). Debido a que la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina es el 
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resultado del balance de dos acciones opuestas, tirosina cinasa y tirosina 

fosfatasa, cuando la actividad fosfatasa es inhibida mediante inhibidores se pone 

de manifiesto la agregación plaquetaria con una única fosforilación transitoria de 

proteínas en residuos de tirosina (Inazu et al., 1990). La multiplicidad de señales 

producidas al aumentar la fosforilación en tirosina en plaquetas humanas, así 

como la activación de PLC, resulta en la interacción de complejos de 

señalización con sus dominios SH-1 y SH-2 (Ullrich et al., 1990). Estos dominios 

son sitios específicos de reconocimiento que están asociados con residuos de 

fosfotirosina y que permiten señalizar enzimas como PLc-γ, PI3-K y NRTKs 

como los productos génicos para asociarse con proteínas con tirosinas 

fosforiladas (Vogel et al., 1993). Asimismo, las proteínas tirosina fosfatasas 

poseen un importante papel en la ECC en plaquetas humanas. Una vez 

estimuladas estas plaquetas con trombina o habiendo vaciado sus depósitos 

intracelulares de Ca2+ usando TG+Iono, la proteína α-actinina asociada al canal 

TRPC1, esencial para la ECC en plaquetas, sufre una desfosforilación seguida 

de una rápida fosforilación necesaria para la activación de la ECC (Redondo et 

al., 2007a). 

 

-Proteínas Ser/Thr fosfatasas (PP): La PP1 es la fosfatasa más estudiada, y 

participa en procesos celulares como la adhesión plaquetaria, mediante su 

interacción con la integrina GPIIb/IIIa. Cuando esta fosfatasa está inactiva, la 

subunidad catalítica de PP1 se halla unida directamente a la subunidad IIb de la 

integrina. Una vez producida la activación plaquetaria, la subunidad catalítica de 

PP1 se disocia de la subunidad anclada a la membrana y desfosforila la MLC, lo 

que es requerido para despolimerizar y reorganizar el citoesqueleto (Bouaziz et 

al., 2007;  Vijayan et al., 2004). Además, la cofilina es regulada por una Ser/Thr 

fosfatasa en el residuo Ser3, que se une al citoesqueleto de actina al 

desfosforilarse, reduciendo así la longitud de los filamentos de actina al retirar 

monómeros de G-actina, siendo esta despolimerización necesaria para que se 

produzca la ECC (Redondo et al., 2006). 

 

Podemos concluir que la señalización intracelular plaquetaria es un proceso 

complejo finamente regulado, en el que cada agonista plaquetario usa una o 

varias vías de transducción celular, y en el que muchas de estas vías son 

compartidas por los agonistas. Por ejemplo, el colágeno, la trombina y el TxA2 

activan la PLC, vía proteínas G, y la producción de IP3 que provocará el cambio 

conformacional de IP3R permitiendo la liberación de Ca2+ de los depósitos 
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intracelulares hacia el citoplasma. Este incremento en la [Ca2+]c activará por su 

parte otras rutas, como la activación de la miosina cinasa (que produce cambios 

en el citoesqueleto). Asimismo, la activación de la PLC produce DAG, que 

activará la PKC, que fosforilará diversas proteínas activando nuevas vías, de 

forma que se acabará produciendo la agregación plaquetaria. Muchas de estas 

vías son reguladas por la [Ca2+]c. 

 

7.-Células de cultivo HEK293. 

 

Para los experimentos de esta Tesis, además de las plaquetas, se utilizó 

también la línea celular HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cells), debido a 

la facilidad de su cultivo y su transferencia (es por ello que se han convertido en 

una de las líneas celulares más usadas en investigación en biología celular, 

además de en biotecnología para producir proteínas terapéuticas y virus para 

terapia génica). Estas células son derivadas de células embrionarias de riñón 

humano, obtenidas a partir de cultivo celular. 

 

Las células HEK293 se generaron en los años 70 al transformarse cultivos 

de células embrionarias de riñón normales. La transformación se realizó 

mediante exposición a fragmentos cortados de ADN del adenovirus de tipo 5 

(Ad5) en el laboratorio de Alex van der Eb en Leiden, Holanda (Thomas et al., 

2005). Las células embrionarias de riñón humanas se obtuvieron de un feto sano 

abortado en 1972 y fueron cultivadas al principio por el propio Van der Eb. La 

transformación por el adenovirus fue llevada a cabo por Frank Graham, el cual 

publicó sus resultados en los años 70 (Graham et al., 1977). El número 293 

proviene de la costumbre de Graham de numerar sus experimentos.  
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Figura 3. Células HEK293 en cultivo (extraída de www.atcc.org) 

 

 

La transformación se realizó mediante la inserción de 4,5 kilobases del 

genoma vírico en el cromosoma 19 humano. Hasta hace poco, las HEK eran las 

únicas células transformadas por el Ad-5, aunque también existen ya las HER 

(Human embryonic retinal cells), transformadas por la inserción de Ad-5 y Ad-12. 

 

Algunas de las características de este tipo celular son: 

 

-Receptores endógenos: 

 

La principal razón para elegir una línea celular de cultivo en lugar de células 

nativas para el estudio, por ejemplo, de canales iónicos heterooligoméricos 

recombinantes con unas subunidades definidas es que sus propiedades pueden 

ser estudiadas aisladas de otros receptores de las mismas o de diferentes 

familias. Sin embargo, y dependiendo de la fuente de la línea celular parental, 

podría haber interferencia con las proteínas endógenas expresadas 

constitutivamente en la célula hospedadora. En el caso de las células HEK293, 

una complicación potencial en el estudio de corrientes iónicas puede deberse a 

la presencia de canales de potasio operados por voltaje. A pesar de que la 
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mayoría de los estudios de expresión recombinante que usan electrofisiología se 

realizan con algún tipo de protocolo de voltage clamp, la presencia de estos 

canales es significativa (sobre todo cuando la expresión de la proteína endógena 

es baja), puesto que generan corrientes del rango de varios cientos de 

picoamperios tras la despolarización, y muestran conductancias y densidades de 

corriente comparables a las de los canales operados por voltaje nativos en 

neuronas del hipocampo y la corteza (Yu et al., 1998). La cantidad de proteínas 

presentes constitutivamente en las células HEK no se limita a los canales 

operados por voltaje, como canales de calcio (Berjukow et al., 1996), sino que 

también se han encontrado proteínas intracelulares reguladoras de origen 

neuronal. Un extenso estudio realizado por Shaw et al. (Shaw et al., 2002) 

utilizando detección por microarray sugiere que existen ARNm para 28 

receptores asociados a proteínas G, lo cual implica que las vías de señalización 

de proteínas G que involucran al diacilglicerol (DAG), IP3 y calcio funcionan en 

las células HEK.  

 

-Transfección celular:  

 

Uno de los motivos por los que se usó la línea celular HEK293 en esta Tesis 

es su facilidad de transfección con plásmidos para silenciar o sobreexpresar 

ciertos genes. Esta transfección, en esta línea celular, puede llevarse a cabo 

utilizando diferentes técnicas: 

 

-Electroporación: Las células son sometidas a un intenso campo 

eléctrico (1 kV/cm), provocando poros transitorios en la membrana a través de 

los cuales entrará el ácido nucleico a transfectar. Normalmente se usa ADNc, 

puesto que es más estable que el ARNc, y la eficiencia de la transfección suele 

ser del 30%, aunque puede llegar a ser del 80%, con técnicas como la 

nucleofección. 

 

-Precipitación con fosfato cálcico: Éste es un método barato y 

accesible, para el cual no se necesita equipamiento especial. Sin embargo, la 

eficiencia de la transfección varía mucho, debido a los cambios de pH del medio. 

 

-Otras técnicas: La lipofectamina 2000 es uno de los agentes más 

recientemente usados para transfectar ADN a la célula por fusión e incorporación 

de microsomas lipídicos en la bicapa lipídica de la célula.  
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-Farmacología: 

 

Como se ha dicho antes, la fidelidad con la que las células HEK pueden 

expresar receptores exógenos hace que estas células puedan transfectarse por 

diferentes métodos, permitiendo así la expresión de diferentes proteínas de 

estudio. Por ejemplo, las células HEK se han utilizado para expresar una amplia 

variedad de proteínas importantes para la neurofarmacología: canales iónicos 

sensibles al voltaje (sodio, potasio, calcio), receptores unidos a proteínas G, 

canales iónicos operados por ligandos… Además, estas células expresan 

suficientes proteínas como para poder realizar experimentos bioquímicos como 

Western Blotting o inmunocitoquímica. 

 

Sin embargo, existen también algunos problemas al usar este tipo celular, 

puesto que existen receptores endógenos y canales constitutivamente 

expresados en la célula, como se comentó anteriormente, lo cual hace que estas 

células se utilicen para estudiar determinados tipos de proteínas. Otra de las 

desventajas del uso de las células HEK293 es que las células se dividen 

bastante rápido (aproximadamente en un día), lo cual hace que se formen 

racimos celulares que dificultan su uso para, por ejemplo, electrofisiología o 

técnicas de Imaging. 

 

8.-Homeostasis del Ca2+. 

 

El Ca2+ es uno de los mensajeros intracelulares más extendidos en el reino 

animal, puesto que participa en procesos tan importantes como la contracción 

muscular, la secreción, la proliferación y el crecimiento celular, la expresión de 

genes, la agregación plaquetaria e incluso la muerte celular programada o 

apoptosis. Es por ello que los agonistas modulan la [Ca2+]c para regular estas 

funciones. Cuando es necesario aumentar la [Ca2+]c, las células lo liberan desde 

los depósitos intracelulares y permiten la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular, a través de la membrana plasmática. Por otra parte, cuando las 

células quieren reducir la [Ca2+]c, ponen en marcha mecanismos para reintroducir 

el Ca2+ en los depósitos intracelulares o para bombearlo al medio extracelular a 

través de la membrana plasmática, mediante transportadores que necesitan ATP 

para realizar su función (Berridge, 1997). 
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Una célula, en estado de reposo, mantiene la [Ca2+]c muy baja 

(aproximadamente 20 nM), mientras que la concentración de Ca2+ tanto en los 

depósitos (1 mM) como en el medio extracelular (1,2 mM) es mucho más 

elevada. Esto produce un fuerte gradiente electroquímico que las células tienen 

que regular, mediante una sofisticada maquinaria para almacenar el Ca2+ en los 

depósitos intracelulares o para expulsarlo al exterior celular, mediante el uso de 

las ATPasas. Por otra parte, las células poseen asimismo mecanismos que 

permiten la liberación del Ca2+ almacenado en los almacenes intracelulares o el 

paso de Ca2+ extracelular a través de las membranas, sólo por canales más o 

menos específicos para Ca2+ y otros cationes, que están cerrados cuando las 

células se encuentran en reposo, evitando de esta forma el incremento de Ca2+ 

en el citoplasma que produciría apoptosis y muerte celular. 

 

8.1.-Mecanismos que aumentan la [Ca2+]c: 

 

Estos mecanismos pueden ser divididos a su vez en dos subgrupos: los 

que liberan el Ca2+ desde los depósitos intracelulares y los que permiten la 

entrada de Ca2+ desde el medio extracelular. 

 

8.1.1.-Liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares. 

 

En la membrana plasmática, cuando se produce la unión de un 

agonista a su receptor, se va a activar la PLC, que generará dos segundos 

mensajeros intracelulares: el IP3 y el DAG. El IP3 va a liberar Ca2+ desde el RE a 

través de la unión a su receptor, que cambia su conformación permitiendo la 

salida masiva de Ca2+ al citoplasma (Streb et al., 1983) . Por su parte, el DAG 

activa la PKC (Berridge, 1997). 

 

-Receptores de IP3 (IP3R): Fueron descritos por primera vez por 

Furuichi (Furuichi et al., 1989). Se encuentran situados en el RE (además de en 

la membrana nuclear, en el aparato de Golgi y en las vesículas secretoras) y, 

cuando son activados por el IP3, sufren un cambio conformacional, de forma que 

permiten la liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares (Berridge et al., 

2003). Presentan tres dominios: un dominio N-terminal, de unión al IP3; un 

dominio regulador con un lugar de unión para ATP y residuos susceptibles de 

fosforilación; y un dominio C-terminal con seis regiones transmembrana, 

responsables de la agregación de las cuatro subunidades necesarias para 
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formar el canal activo (Chadwick et al., 1990;  Taylor et al., 1991). Una elevada 

concentración de Ca2+ en el lumen del RE hace que el IP3R sea muy sensible a 

IP3, disminuyendo esta sensibilidad tras el vaciamiento de los depósitos 

(Missiaen et al., 1991). Por otra parte, estos canales están regulados por la 

[Ca2+]c de forma que, ante incrementos en esta [Ca2+]c (300-600 nM), el IP3R se 

abre y permite que se libere Ca2+ (Bezprozvanny et al., 1991). Por último, el ATP 

tiene un efecto dual sobre el IP3R, actuando como co-activante hasta una 

concentración de ATP de 4 nM, e inhibiendo la apertura de los mismos a 

concentraciones de ATP superiores, lo cual se debe posiblemente a competición 

al sitio de unión del IP3 (Bezprozvanny et al., 1993). 

 

-Receptores de rianodina (RyR): Se localizan en el RE y, tanto en 

estructura como en función, son similares al IP3R. Los RyR se activan por la 

rianodina (a concentraciones inferiores a 10 μM), la cafeína, la ADP ribosa 

cíclica y por el Ca2+ (a concentraciones menores de 1 mM), produciendo un 

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

como modulador de este canal, anulando incluso el efecto conjunto de la 

rianodina, ADP y la cafeína (Endo, 2009). 

 

-Receptores del nicotinato de adenina dinucleótido fosfato (NAADP): El 

NAADP, derivado desaminado del nicotiadenín dinucleótido fosfato (NADP) y 

sintetizado por la propia célula en la mitocondria, es un mensajero capaz de 

liberar Ca2+ de depósitos acídicos (endosomas, lisosomas y vesículas 

secretoras), liberándolo de forma independiente al IP3 y al ADP (Lopez et al., 

2005), a través de sus receptores, identificados recientemente como los canales 

de dos dominios de poro (TPC) (Zhu et al., 2010). 

 

-Canal liberador de Ca2+ sensible a esfingolípidos (SCaMPER): Este 

canal libera Ca2+ intracitoplasmático, respondiendo a lípidos derivados de la 

esfingosina, cuya concentración se incrementa ante factores de crecimiento 

(como el PDGF). No se conocen aún las funciones fisiológicas que producen su 

apertura (Young et al., 2000). 

 

Además de por estos canales situados en los depósitos intracelulares 

de Ca2+, la concentración de este ion está regulada por una serie de proteínas 

existentes en los depósitos que son capaces de unir el Ca2+ en su estructura. 

Algunas de estas proteínas son la calsecuestrina o la calreticulina. 
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8.1.2.-Entrada de Ca2+ desde el medio extracelular:  

 

Al activarse ciertas funciones celulares como las destacadas 

anteriormente mediante la generación de la señal de Ca2+, las células requieren 

que se llegue a una [Ca2+]c sostenida y prolongada, y en muchos casos no es 

suficiente con el Ca2+ acumulado en los depósitos para completar este 

requerimiento. Es por ello que la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular a 

través de canales de membrana es esencial. Según el tipo celular, existen 

distintos mecanismos para la entrada de Ca2+. 

 

-Entrada de Ca2+ activada por voltaje (VOCs): Se produce sobre todo 

en células eléctricamente excitables: neuronas, células musculares y muchas 

células endocrinas. En estos tipos celulares, la apertura de estos canales se 

produce tras una despolarización de la membrana que permite la entrada breve 

de Ca2+ desde el medio extracelular. Estos canales están regulados por 

receptores y mensajeros intracelulares (McDonald et al., 1994). Recientemente, 

se ha descubierto que el canal activado por voltaje Cav1.2, es además regulado 

por la región SOAR de STIM1, que activa la apertura de Orai1, uno de los 

canales de Ca2+ más importantes activados por el vaciamiento de los depósitos 

intracelulares de Ca2+ (Wang et al., 2010). 

 

En células no excitables, la entrada de Ca2+ se produce a través de 

canales iónicos activados por segundos mensajeros (SMOC), por receptor 

(ROC) o por el vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+ (SOC). 

 

-Entrada de Ca2+ activada por segundos mensajeros (SMOC): 

Fisiológicamente, algunos segundos mensajeros inducen la apertura de canales 

sensibles a moléculas producidas tras la activación de un receptor en la 

membrana, que permiten el flujo de cationes monovalentes o divalentes. Algunas 

de estas moléculas son el IP4 en células endoteliales, la PKC en plaquetas o el 

DAG en diversos tipos celulares (Irvine et al., 1999;  Jardin et al., 2008c;  Rosado 

et al., 2000e). 

 

-Entrada de Ca2+ activada por receptor (ROC): Estos canales operados 

por receptor son muy ubicuos, y se sitúan principalmente en células secretoras y 

en las terminaciones nerviosas. Este tipo de entrada se produce por la unión de 

un agonista, generalmente neurotransmisores como el glutamato, ATP o ADP, al 
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dominio extracelular del receptor ionotrópico. Algunos ejemplos de ROC son los 

receptores del ácido N-metil-D-aspártico (NMDA), que en respuesta al glutamato 

se abren (Benarroch, 2011), o los receptores purinérgicos de las plaquetas P2X1, 

que se abren tras ser activados por ATP (Gachet et al., 2008). 

 

-Entrada de Ca2+ activada por el vaciamiento de los depósitos 

intracelulares (SOC): Esta entrada se produce tras el vaciamiento de los 

depósitos intracelulares de Ca2+ y es uno de los principales mecanismos de 

entrada de Ca2+ en células no excitables, estando regulado por el estado de 

relleno de los almacenes intracelulares de Ca2+. La entrada capacitativa de 

calcio (ECC) fue descrita por primera vez en 1986 por Putney, el cual observó 

que, una vez vaciados los reservorios intracelulares de Ca2+, se abren los 

canales de Ca2+ en la membrana, los cuales están cerrados en la célula en 

reposo. Estos canales permitirán una entrada masiva de Ca2+ al citoplasma, así 

como el relleno de los depósitos de Ca2+ y el cierre de los canales bloqueando la 

entrada de calcio (Putney, 1986). Originalmente se propusieron cuatro modelos 

para explicar la ECC: 

 

1.-Modelo difusible: Sugiere que, al producirse el vaciamiento de los 

depósitos, una molécula mensajera de naturaleza desconocida hace que se 

abran los canales de membrana y que se produzca la ECC. Las posibles 

moléculas difusibles que se propusieron para este modelo fueron: cambios en la 

concentración citosólica de GMPc, algunas tirosina cinasas o pequeñas 

proteínas unidas a GTP, algún producto derivado del metabolismo de la 

mitocondria, algunas vías de Ca2+ dependientes de la calmodulina o el llamado 

factor del influjo de Ca2+ (CIF) (Parekh et al., 1997). Sin embargo, y tras la 

imposibilidad de identificar esta molécula, este modelo fue abandonándose. 

 

2.-Modelo del acoplamiento conformacional constitutivo: Este modelo 

establece que hay una interacción entre los IP3R en el RE y los canales de 

membrana plasmática una vez que se produce el vaciamiento de los depósitos 

intracelulares de Ca2+. Para que se produzca esta interacción, el RE debe 

situarse cerca de la membrana plasmática (Berridge, 1995). 

 

3.-Modelo del acoplamiento conformacional “de novo”: Tomando como 

base el modelo propuesto por Berridge, Rosado et al. propusieron una 

modificación a éste, en la cual estaba involucrado el tráfico de membranas en las 
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células. Así, una vez vaciados los depósitos intracelulares, el RE, que no está 

situado cerca de la membrana plasmática, se acerca a ésta con ayuda del 

citoesqueleto de actina, de forma que se produce la interacción entre los IP3R y 

los canales de Ca2+ en la membrana plasmática (Rosado et al., 2000a). 

 

4.-Modelo de secreción: Este modelo sugiere que, una vez producido el 

vaciamiento de los depósitos de Ca2+, se produce la translocación e inserción de 

canales ya formados desde el RE hasta la membrana plasmática (Fasolato et al., 

1993). Esto se apoya en diferentes trabajos que demuestran que la ECC 

necesita la colaboración de proteínas involucradas en el tráfico y fusión de 

vesículas con la membrana plasmática (Yao et al., 1999). 
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Figura 4. Modelos propuestos para la ECC (extraída de Jardin, 2011) 

 

 

Las proteínas involucradas en la ECC y el paso de información desde el 

RE hasta los canales de la membrana plasmática se han ido investigando en los 

últimos años. Las principales son: 

 

-STIM1 (685 aa): Se identificó como el sensor de Ca2+ del RE en 2005 

(Roos et al., 2005;  Zhang et al., 2005). Se expresa en la mayoría de las células 

animales y posee un dominio EF-hand en el lumen del RE, que comprende los 
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aminoácidos (aa) 76-87, encargado de unir Ca2+. La afinidad de este dominio por 

el Ca2+ es muy baja (0,5-1 mM) (Stathopulos et al., 2009), de forma que, con los 

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

favorece la unión, pero una vez que se produce el vaciamiento de estos 

depósitos y la concentración de Ca2+ disminuye en el RE, queda libre el dominio 

EF-hand. Cuando esto ocurre, STIM1 sufre un cambio conformacional que le 

permitirá unirse y activar a los canales en la membrana plasmática (Liou et al., 

2005). La mutación del dominio EF-hand (D76A) y su incapacidad para unir Ca2+ 

favorecen una ECC constitutiva que puede ser letal para la célula (Deng et al., 

2009). Aparte del dominio EF-hand, STIM1 posee también un dominio alfa estéril 

(SAM) en el extremo amino (N) localizado en el lumen del RE, por el que STIM1 

forma homodímeros u homotetrámeros (Stathopulos et al., 2006). Esta proteína 

de unos 75 kDa posee una región transmembrana altamente conservada. En el 

extremo carboxilo (C), localizado en el citoplasma, STIM1 tiene varios dominios 

importantes. Hay que destacar los dominios coiled-coil, que median la 

interacción de STIM1 con otros STIMs y canales de la membrana plasmática; 

además, STIM1 posee una pequeña región, descrita por tres grupos de 

investigación independientes, con la capacidad de activar la ECC sin tener que 

vaciar los depósitos. Esta región se denomina SOAR (STIM1 Orai1-activating 

region), que comprende los aa 344-442 (Yuan et al., 2009); OASF (Orai-

activating small fragment) entre los aa 233-474 (Muik et al., 2009); y CAD 

(CRAC-activating domain) entre los aa 342-448 (Park et al., 2009). Además, 

STIM1 posee el dominio CMD (CRAC-modulatory domain), que interacciona con 

un sitio de unión para calmodulina en el extremo N de Orai1 (Mullins et al., 2009) 

e interacciona asimismo con residuos de glutamato conservados en el extremo C 

de los tres Orais que regula la inactivación rápida de Orai1 por Ca2+ (Lee et al., 

2009;  Yuan et al., 2009). La corriente ICRAC (Ca2+ release activated current) fue la 

primera corriente de entrada de Ca2+ generada por el vaciamiento de los 

reservorios intracelulares de Ca2+ que se caracterizó, y la más estudiada por 

técnicas de electrofisiología (Yuan et al., 2009;  Zhang et al., 2005). La 

secuencia rica en Ser/Thr de STIM1 ha sido identificada como un sitio de 

multimerización e interacción con Orai1 (Srikanth et al., 2010). STIM1 tiene otro 

dominio importante en su extremo C, el dominio polibásico rico en lisina (K), que 

facilita la unión de STIM1 a la membrana plasmática (Liou et al., 2007) y activa la 

apertura de los canales TRPC (Huang et al., 2006). Por último, STIM1 tiene 

muchos sitios de fosforilación que pueden ser usados por diversas proteínas 

cinasas para regular las variaciones de Ca2+ en distintos estadíos celulares como 
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la mitosis, en la que la fosforilación de STIM1 inhibe la ECC (Smyth et al., 2009). 

STIM1 también puede ser fosforilaca por la cinasa regulada extracelularmente 

ERK1/2, que puede controlar la interacción entre STIM1 y Orai1 (Pozo-Guisado 

et al., 2010). 

 

-TRPs: En los años 90 se propuso que los homólogos en mamíferos de 

los receptores de potencial transitorio (TRP, transient receptor potencial) de 

Drosophila eran los posibles mediadores de la ECC (Birnbaumer et al., 1996;  

Rosado et al., 2001). El nombre de estos canales se debe a que una mutación 

en ellos producía potenciales transitorios, por la entrada de Na+ y Ca2+, en lugar 

de los potenciales sostenidos que se producían en canales no mutados (Hardie 

et al., 1992). En mamíferos han sido identificadas distintas subfamilias de TRP: 

TRPC, TRPA, TRPV, TRPM, TRPML, TRPP; y cada subfamilia está constituida 

por distintas isoformas. Por ejemplo, es el caso de los 7 canales TRPCs 

(TRPC1-TRPC7), activados una vez producida la hidrólisis de PIP2 tras la 

estimulación con diversos agonistas en diferentes tipos celulares y tejidos 

(Montell, 2005;  Parekh et al., 2005). Sin embargo, no todos los TRPCs 

participan en la ECC, sino que también funcionan como canales en otros tipos de 

entrada de Ca2+, como la entrada no capacitativa de Ca2+ (ENCC). La corriente 

generada por los canales TRP es un tipo de corriente capacitativa no selectiva 

para Ca2+ llamada ISOC (store-operated Ca2+ current) (Parekh et al., 2005). Los 

principales canales TRPs son: 

 

-TRPC1 (793 aa): Es el TRP más estudiado. Algunos grupos de 

investigación sostienen que participa en la ECC como uno de los principales 

componentes de esta entrada en una gran variedad de células, como las 

glándulas salivales, queratinocitos, musculares, HEK293 y plaquetas humanas 

entre otras (Ambudkar et al., 2007;  Brough et al., 2001;  Rosado et al., 2000c;  

Rosado et al., 2002;  Zhu et al., 1996;  Zitt et al., 1996). Sin embargo, otros 

grupos están en contra de esta hipótesis (Dietrich et al., 2006;  Lintschinger et 

al., 2000;  Sinkins et al., 1998;  Varga-Szabo et al., 2008). El TRPC1 fue el 

primer homólogo mamífero del TRP que se identificó en humanos, siendo dos 

grupos los que lo hicieron (Wes et al., 1995;  Zhu et al., 1995). La estructura del 

TRPC1 es muy parecida a la del resto de la familia de los TRPC. En su extremo 

N citosólico posee 4 dominios repetidos de ankirina, necesarios para formar la 

unidad heteromérica con otros TRPCs, y un dominio coiled-coil, necesario para 

la unión entre TRPC1. Asimismo, tiene un sitio de unión para caveolina 1 (Cav1), 
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que es una proteína adaptadora y reguladora que actúa como nexo entre las 

interacciones de las proteínas en la membrana plasmática y los lípidos (Cohen et 

al., 2004). El TRPC1, como el resto de miembros de la familia TRP, atraviesa la 

membrana 6 veces (6 dominios transmembrana), con el poro para permitir el 

paso de cationes entre el 5º y el 6º dominio. En su extremo C, citosólico también, 

el TRPC1 tiene la secuencia característica de los TRP (EWKFAR), además de 

un dominio rico en prolina altamente conservado, donde se insertan un sitio de 

unión a la proteína FKBP52, una inmunofilina que modula el plegado y el tráfico 

de proteínas; y otro sitio de unión para Homer1, una proteína de soporte que 

facilitará la interacción entre diversas proteínas. Por último, posee también un 

dominio de unión a CaM e IP3R llamado CIRB, el cual modulará la activación del 

TRPC1 en función de la [Ca2+]c (Tang et al., 2001) y dos dominios coiled-coil, 

donde se encuentra insertado un segundo dominio de unión a CaM, involucrado 

en la inactivación del TRPC1 dependiente de Ca2+ (Singh et al., 2002). El TRPC1 

presenta selectividad pNa+/pCa2+ 1:1. Este TRPC1 forma también diferentes 

canales con distinta selectividad para el Ca2+, desde algo selectivo hasta nada 

selectivo (para ello se mide la permeabilidad del Ca2+ frente a la del Na+). Esta 

variación en la selectividad del canal se debe a que los monómeros de TRPC1 

forman heterotetrámeros, por lo general dos TRPC1 y dos TRPCs, variando la 

selectividad en función del heterotetrámero formado (Brough et al., 2001;  Liu et 

al., 2005). Hasta ahora, se ha comprobado que el TRPC1 constituye canales con 

TRPC4/TRPC5 (Plant et al., 2005) o con TRPC3/TRPC7 (Zagranichnaya et al., 

2005). Sin embargo, no existen pruebas concluyentes de que forme un canal 

homotetramérico. 

 

-TRPC3 (848 aa): Está situado en la membrana plasmática y participa 

fundamentalmente en la ENCC. Estructuralmente es muy parecido a los demás 

TRPCs, pero tiene algunas particularidades. Ambos extremos, el N y el C, se 

sitúan en el citoplasma, y posee los 6 dominios transmembrana, situándose el 

poro entre el 5º y el 6º. En su extremo N, tiene los 4 dominios repetidos de 

ankirina, el dominio coiled-coil y el sitio de unión a caveolina, pero además tiene 

un sitio de unión a la PLCγ en el primer dominio de ankirina y una unión para 

VAMP2 entre los dominios de ankirina 3 y 4. En su extremo C tiene el dominio 

EWKFAR, rico en prolinas, donde se inserta un sitio de unión para FKBP12 pero 

no para Homer1, y el dominio CIRB, acabando en un dominio coiled-coil (Eder et 

al., 2007). El TRPC3 presenta selectividad pNa+/pCa2+ 1:1,5. Al igual que otros 

TRPCs, el TRPC3 forma heterotetrámeros, e interviene en la ENCC activada por 



Antecedentes bibliográficos 

 

 76

agonistas, cuyos receptores están acoplados a proteínas G, que ponen en 

marcha la maquinaria de hidrólisis de PIP2 generando DAG, que activará el 

canal. Se ha demostrado que en algunos tipos celulares el TRPC3 puede 

activarse por el vaciamiento de los depósitos (Birnbaumer et al., 1996;  Montell, 

2001;  Trebak et al., 2003). 

 

-TRPC6 (931 aa): Presenta la típica estructura de los TRPCs, con los 

extremos N y C en el citoplasma, la estructura EWKFAR y los 6 dominios 

intermembrana, con el poro entre el 5º y el 6º. En el extremo N presenta los 

cuatro dominios de ankirina y el dominio coiled-coil. Sin embargo, y al contrario 

que los TRPC1 y 3, no posee sitios de unión para la Cav1. En el extremo C tiene 

el dominio rico en prolinas con un sitio de unión para FKBP12, el CIRB y un 

dominio coiled-coil final (Eder et al., 2007). El TRPC6 presenta una selectividad 

pNa+/pCa2+ 1:5. El canal TRPC6 es regulado por muchas señales, incluyendo el 

segundo mensajero DAG, la fosforilación en residuos de serina o tirosina, el PIP2 

e incluso el vaciamiento de los almacenes de Ca2+ intracelulares (Hofmann et al., 

1999;  Jardin et al., 2008c). 

 

-Orai1: También se conoce como CRACM1 (301 aa). Este canal se 

caracterizó al estudiar una mutación en Orai1 (R91W), codificada por el gen 

FLK14466 del cromosoma 12 humano, que se manifiesta de forma natural y 

suprime tanto la entrada de Ca2+ como las corrientes ICRAC en células T. Esta 

mutación es la que produce la enfermedad de la inmunodeficiencia severa 

combinada (Feske et al., 2006). Se ha propuesto que la proteína Orai1 forma 

parte del poro del canal que media la corriente ICRAC, una corriente no activada 

por cambios en el voltaje y altamente selectiva para Ca2+ (Parekh et al., 2005). 

Esta proteína forma complejos de canales de iones multiméricos en la 

membrana plasmática, y se encuentra regulada por el vaciamiento de los 

depósitos de Ca2+ intracelulares y mediada por la participación de STIM1 (Vig et 

al., 2006). Orai1 es una pequeña proteína de membrana, de un tamaño 

aproximado de 38 kDa, que posee ambos extremos, N y C, en el citoplasma. 

Tiene 4 dominios transmembrana y el poro se halla situado entre el 2º y el 3º. En 

su extremo N tiene dos dominios ricos en prolina, uno rico en arginina y uno muy 

cercano al primer dominio transmembrana rico en arginina/lisina. Además, posee 

un sitio de unión a CaM, la cual produce la inactivación del canal al unirse 

(Mullins et al., 2009). En su extremo C tiene un dominio coiled-coil por el cual se 

une al extremo C de STIM1 (Muik et al., 2009;  Park et al., 2009;  Yuan et al., 
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2009). Orai1 posee dominios estructurales que pueden formar un canal de Ca2+ 

muy selectivo (pNa+/pCa2+ aproximadamente de 1000) y pequeñas mutaciones 

pueden alterar su selectividad por los cationes. Se ha sugerido que la región 

(106-114 aa), con una composición muy ácida, con un glutamato (106), 

fundamental para definir la selectividad a Ca2+ del canal, una glutamina (108) y 

tres residuos de aspartato (110, 112 y 114), puede ser la que forme el poro. 

Según esto, al realizar una mutación puntual E106A o D112A, la ECC se 

bloquea de forma completa y con las mutaciones Q108A y D110A la ECC se 

reduce (Vig et al., 2006). Otra mutación que provoca el cambio en la selectividad 

del poro es la del residuo E190Q (Prakriya et al., 2006;  Yeromin et al., 2006). 

Asimismo, se ha descubierto que ciertos residuos del dominio ETON contribuyen 

a la unión de Orai1 con STIM1 (Derler et al., 2013). 

 

8.1.2.1.-Mecanismo de la entrada de Ca2+. 

 

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

a proteínas G, se producirá la activación de la PLC, que hidroliza PIP2 y lo 

transforma en IP3 y DAG. El IP3, por su parte, se une a su receptor en el RE, lo 

cual hace que éste sufra un cambio conformacional que permitirá la salida de 

Ca2+ al citoplasma, desencadenándose así la activación de varias rutas 

(Berridge, 1995). La liberación de Ca2+ en los depósitos provoca que el Ca2+ que 

se encuentra unido al dominio EF-hand de STIM1 se libere, por lo que STIM1 

sufrirá un cambio conformacional que activará a los canales de Ca2+ de la 

membrana plasmática. En reposo, STIM1 tiene ocultos los dominios coiled-coil 

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

cambio conformacional sufrido por STIM1 le permite, en primer lugar, formar 

homodímeros u homotetrámeros con otras moléculas de STIM1 y heterodímeros 

o heterotetrámeros con moléculas de STIM2. Estas uniones se formarán 

mediante el dominio SAM, situado en el extremo N de las STIMs (Muik et al., 

2011). Una vez que se han vaciado los reservorios de Ca2+, ambas proteínas se 

reorganizan en las balsas lipídicas, zonas de la membrana con un alto contenido 

en colesterol (Pani et al., 2008). La interacción entre STIM1 y Orai1 se produce 

en puntos muy concretos y localizados de la célula, donde la separación entre la 

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

al., 2005). STIM1 se une a Orai1 mediante los dominios coiled-coil de los 

extremos C de ambas proteínas, y el dominio SOAR de STIM1 activa Orai1, 

permitiendo la entrada de Ca2+ desde el exterior (Yuan et al., 2009). Asimismo, 
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STIM1 se une a la membrana por su dominio K en el extremo C, de forma que 

estabiliza las uniones con las proteínas de membrana y activa el canal TRPC1 

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

intracelulares aumenta la interacción entre STIM1 y hTRPC1 en un 50%, y este 

incremento es inhibido por la electrotransyección de un anticuerpo anti-STIM1 

(Lopez et al., 2006b), bloqueando además la interacción entre hTRPC1 y el IP3R 

que se produce tras el vaciamiento de los almacenes de Ca2+ (Rosado et al., 

2000c). Esta interacción entre el TRPC1 y los IP3Rs tiene un papel fundamental 

en la ECC en varias líneas celulares (Adebiyi et al., 2011;  Rosado et al., 2000c;  

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

la membrana plasmática una vez que se han vaciado los depósitos (Zhang et al., 

2005) y que esta STIM1 en la membrana plasmática es necesaria para las 

corrientes ICRAC en células T Jurkat y la ECC en HEK293 (Spassova et al., 2006). 

En plaquetas humanas, ha sido demostrado que esta translocación necesita los 

filamentos de actina (Lopez et al., 2006b). Sin embargo, hay autores que se 

oponen a la idea de la translocación de STIM1 a la membrana plasmática, y 

sugieren que como la distancia entre las membranas del RE y la membrana 

plasmática es muy pequeña (100 nm), STIM1 actuaría como si estuviera en la 

membrana plasmática cuando en realidad se sitúa en el RE (Mercer et al., 2006;  

Soboloff et al., 2006). 

 

El vaciamiento de los depósitos por IP3 y el consiguiente incremento 

en la [Ca2+]c desencadenan la apertura de otros canales de Ca2+ de los 

depósitos, como los receptores de rianodina, mecanismo que se denomina 

liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR) (Kiselyov et al., 2001). 

 

Por otra parte, el DAG actuará como segundo mensajero, activando 

canales permeables a Ca2+, entre los que destacan TRPC3 y TRPC6, no 

involucrados en la ECC (canales SMOC), contribuyendo así al incremento de 

[Ca2+]c necesario para la función celular. Recientemente ha sido identificada una 

nueva familia de proteínas, llamadas factor de intercambio de nucleóticos de 

guanina regulado por Ca2+ y DAG (CalDAG-GEF/RasGRP), con dominios 

estructurales, tipo EF-hand de unión a Ca2+ y de unión a DAG, que sugieren que 

estas proteínas pueden participar en la regulación de las señales mediadas por 

Ca2+ y DAG. Recientes investigaciones han demostrado que la proteína CalDAG-

GEFI activa a Rap1, una GTPasa monomérica que participa en la activación 

rápida de las plaquetas activadas por Ca2+ dentro de un complejo formado por 
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CalDAG-GEFI, la PKC y el receptor purinérgico P2Y12 (Stefanini et al., 2010). 

Asimismo, el DAG activa la PKC, que inhibe a la PLC, la AC, la PLA2, la PI3-K y 

la MLCK (Abrams et al., 2008;  Bushfield et al., 1987;  Ryu et al., 1990). 

 

8.2.-Mecanismos que disminuyen la [Ca2+]c. 

 

La células, una vez llevada a cabo la función que necesitaba los 

incrementos de Ca2+, necesitan recuperar el estado basal de su [Ca2+]c, puesto 

que un exceso de Ca2+ en el citoplasma puede ser tóxico para la célula, 

activando mecanismos apoptóticos y produciendo finalmente la muerte celular. 

Los mecanismos que disminuyen la [Ca2+]c se pueden agrupar en: los que 

devuelven el Ca2+ a los depósitos intracelulares y los que expulsan el Ca2+ al 

exterior. Todo tipo de transporte de Ca2+ citoplasmático requiere del uso de 

bombas e intercambiadores (Berridge, 1995). 

 

-Bomba ATPasa de Ca2+ del retículo sarco/endoplásmico (SERCA): La 

proteína SERCA (con un tamaño aproximado de 100 kDa) se localiza en las 

membranas de los depósitos intracelulares, y es la encargada de “secuestrar” el 

Ca2+ citosólico y volverlo a introducir en los almacenes. Este proceso se realiza 

en contra de gradiente, por lo que consume ATP. Esta proteína está codificada 

por tres genes distintos, produciendo, por splicing alternativo, varias isoformas, 

con diferentes subtipos para cada isoforma (Enouf et al., 1997). La estructura de 

SERCA es compleja, estando formada por 3 dominios citoplasmáticos (el A o 

ejecutor, donde se une el Ca2+; el N o sitio de unión con los nucleótidos (ATP); y 

el P o sitio de fosforilación, en los residuos Asp351 y Asp703), 10 dominios de 

hélices transmembrana y pequeños dominios luminales con forma de lazo. El 

funcionamiento, sin embargo, es más sencillo: cuando SERCA une dos iones de 

Ca2+ en el lado citosólico, se producirá un cambio estructural que permitirá que el 

ATP ceda un fósforo al residuo Asp351, el cual induce el cambio conformacional 

de SERCA, de forma que queda el dominio A en el lumen del almacén de Ca2+ y 

los sitios de unión a Ca2+ pierden su afinidad por el ion, liberándolo. La 

disociación de los iones de Ca2+ causará la hidrólisis del fósforo en el residuo de 

aspartato, de forma que se produce un nuevo cambio en la estructura proteica, 

en la que el dominio A volverá a situarse en el citoplasma (Toyoshima, 2008). 

SERCA está regulada por una proteína de membrana denominada fosfolamban, 

que inhibe su actividad reduciendo así su afinidad por Ca2+ (Simmerman et al., 

1998). Esta fosfolamban es inhibida por PKA o por proteínas cinasas 
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dependientes de Ca2+ y por la calmodulina (Metcalfe et al., 2005). Asimismo, 

SERCA puede regularse por una pequeña proteína regulada a su vez por una 

GTPasa (Rap 1b), que al activarse por un incremento en la [Ca2+]c se une a 

SERCA3b inhibiéndola, de forma que favorece el aumento de Ca2+ en el 

citoplasma tras el estímulo. Cuando Rap 1b se fosforila por la GTPasa, se 

desacopla de SERCA3b, la cual aumentará el secuestro de Ca2+ (Lacabaratz-

Porret et al., 1998). En último lugar, SERCA es inhibida por agentes 

farmacológicos como la tapsigargina (TG), que bloqueará SERCA en el estado 

conformacional E2, en el que el sitio de unión a Ca2+ está situado en el lumen del 

RE (Davidson et al., 1995;  Thastrup et al., 1989), el ácido ciclopiazónico y la 2,5-

di(ter-butil)-1,4-hidroquinona (TBHQ) (Cavallini et al., 1995). 

 

-Bomba ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA): La PMCA 

usa la energía prodecente de la hidrólisis de ATP con el fin de transportar Ca2+ 

contra el gran gradiente electroquímico que hay en la membrana plasmática 

(Carafoli et al., 1994). Con una estructura y forma de actuación parecida a 

SERCA, la PMCA tiene 10 dominios transmembrana y los extremos N y C en el 

citoplasma. En el C hay una larga cola de aminoácidos (70-200 aa) con distintos 

dominios tanto de unión a moléculas como de fosforilación, por los que PMCA se 

regula. Algunos de estos reguladores son la CaM, los fosfolípidos acídicos y las 

proteínas cinasas como la PKA y la PKC (Strehler et al., 2001). 

 

-Intercambiador Na+/Ca2+ (NCX): Está situado en la membrana plasmática, 

y usa la energía almacenada como gradiente electroquímico de Na+ para sacar 1 

ion de Ca2+ por cada 3 de Na+ al medio extracelular. El NCX (de 

aproximadamente 108 kDa) está constituido por un péptido inicial (M0), seguido 

de 5 regiones transmembrana (M1-M5), un bucle intracelular muy grande, donde 

se localizan tanto el sitio de unión a Ca2+ como el sitio de inactivación de Na+, y 6 

regiones transmembrana más (M6-M11) con el extremo C en el citoplasma. El 

NCX se regula por proteínas cinasas de la familia de la PKA y PKC (Blaustein et 

al., 1999). Además, este NCX puede actuar inversamente, introduciendo Ca2+ al 

interior celular. Esto ocurre en algunas ocasiones, como en el caso del potencial 

de acción cardíaco, durante el cual aumenta transitoriamente la concentración de 

Na+ cercana a la membrana plasmática, haciendo que el NCX expulse Na+ 

reintroduciendo Ca2+ (Blaustein et al., 1999). 
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-Tamponamiento del Ca2+ por proteínas citosólicas: En el citoplasma de las 

células existe una serie de proteínas que unirán el Ca2+ que se libera desde los 

depósitos, actuando así como sensores, efectores y proteínas tampón que 

modulan diferentes funciones dependientes de Ca2+. Algunas de estas proteínas 

son la calretinina, la calbindina, la parvalbúmina o la calmodulina. La mayor parte 

de estas proteínas actúa tamponando la [Ca2+]c, de forma que, en condiciones de 

reposo, se mantiene la [Ca2+]c baja, y mantienen así un equilibrio entre el Ca2+ 

que se encuentra libre y el que se encuentra unido a las proteínas. En las 

células, tanto excitables como no excitables, entre el 98 y el 99% del Ca2+ 

intracelular se encuentra unido a proteínas (Neher et al., 1992). 

 

-Calmodulina:  

 

La proteína calmodulina (CaM) se expresa en todas las células 

eucariotas, constituyendo aproximadamente un 0,1% del total de las proteínas, y 

en ellas participa en multitud de vías de señalización, regulando procesos tan 

importantes como el crecimiento y la proliferación celular, así como el 

movimiento, la inflamación, la apoptosis o la respuesta inmunitaria celular.  Se 

trata de una proteína de pequeño tamaño (148 residuos en vertebrados y peso 

molecular de aproximadamente 16 kDa), que posee cuatro dominios EF-hand, 

de forma que cada uno une una molécula de Ca2+. Los dos primeros se 

combinan y forman un dominio N-terminal de estructura globular, que se separa 

de un dominio C-terminal formado por las otras dos EF-hands gracias a una 

estructura corta y flexible. El dominio C-terminal tiene entre tres y cinco veces 

más afinidad por el Ca2+ que el dominio N-terminal (Chin et al., 2000).  

 

Como sensor de Ca2+, la calmodulina es capaz de detectar y responder 

ante pequeños cambios en la concentración intracelular de este ion, con una Kd 

de 5 x 10-6 M aproximadamente. En ausencia de Ca2+, el dominio N-terminal 

adopta una morfología cerrada, en la que las hélices de ambos EF-hands se 

encuentran juntas. El dominio C-terminal, en condiciones de ausencia de Ca2+, 

adquiere una forma semiabierta, de forma que expone parcialmente una sección 

hidrofóbica al disolvente. Esto podría permitir la interacción del dominio C-

terminal con algunas proteínas a [Ca2+]c basales (Swindells et al., 1996). Cuando 

se produce un aumento de Ca2+, éste se unirá a la CaM, produciendo 

alteraciones en la estructura de esta proteína, permitiendo conformaciones 

abiertas de la misma y la exposición de grupos hidrofóbicos. Además, la CaM se 



Antecedentes bibliográficos 

 

 82

redistribuye en el citosol de la célula, llegando a acumularse incluso en el núcleo 

de algunas células, como las células acinares pancreáticas (Craske et al., 1999). 

Estos cambios estructurales de la CaM producen la generación de energía, lo 

cual constituye la base de la capacidad de la CaM para mediar señales de Ca2+.  

 

 

 

Figura 5. Mecanismos reguladores de la homeostasis del Ca2+ 

 

 

8.3.-Finalización de la señal de Ca2+. 

 

Una vez producido el estímulo, la movilización de Ca2+ y la respuesta, la 

concentración de Ca2+ en el citoplasma debe disminuir (20 nM) y los almacenes 

de Ca2+ deben rellenarse para responder al siguiente estímulo. Asimismo, el 

exceso de Ca2+ debe expulsarse al medio extracelular. Además de estos 

mecanismos encaminados a reducir la concentración de Ca2+, se debe cortar 

también la señal que ha causado el vaciamiento de los reservorios y la apertura 

de los canales. El IP3 debe ser metabolizado, para lo que la célula utiliza dos 
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vías. En la primera de ellas el IP3 es desfosforilado a inositol 1,4-bifosfato (IP2) 

por la acción de una enzima 5-fosfatasa; o bien se fosforila por una enzima 3-

cinasa, pasando entonces a IP4. El DAG es rápidamente inactivado por 

fosforilación a través de la DAG cinasa, que lo va a transformar en PA, el cual es 

un precursor de la biosíntesis de fosfolípidos. 

 

Una vez activada la célula por un agonista y producido el incremento en 

[Ca2+]c, se producirá la inhibición de la AC y por lo tanto la disminución de AMPc 

(Adunyah et al., 1987). Una vez finalizado el estímulo y la señal de Ca2+, la AC 

empieza a sintetizar AMPc de forma rápida, activando la PKA, que inhibirá PLC y 

PLA2, así como la polimerización de actina (Redondo, 2009). De forma conjunta, 

empieza también la síntesis de GMPc por NO, lo cual activará la PKG que, 

trabajando sinérgicamente junto a PKA, regulará la función plaquetaria (Moore et 

al., 2010). Por último, la expresión de la enzima CD39 en las células del 

endotelio vascular degradará ATP y ADP, reduciendo así la activación de las 

plaquetas (Redondo, 2009;  Watson, 2009). 

 

9.-Homeostasis del Ca2+ en la función plaquetaria. 

 

La homeostasis del Ca2+ en las plaquetas es parecida a la de la mayoría de 

las células, aunque tiene algunas particularidades, debido a las características 

de estas células. Por ejemplo, las plaquetas humanas disponen de varios 

compartimentos intracelulares que almacenan Ca2+: el STD (que actúa como el 

RE) y otras organelas. El STD es la organela más estudiada, y funciona como el 

reservorio de Ca2+ principal en la mayoría de las células (Pozzan et al., 1994). 

Además del STD, las plaquetas también tienen otras organelas, como los 

lisosomas y los gránulos de secreción, que almacenan y liberan Ca2+ una vez 

activadas por un agonista. Estos almacenes se denominan depósitos acídicos de 

Ca2+ y, en ellos, el Ca2+ es introducido mediante un gradiente de protones (H+) 

que es generado por la bomba de H+ vacuolar (H+-ATPasa) (Camacho et al., 

2008;  Camello-Almaraz et al., 2000;  Christensen et al., 2002). Por último, 

aunque numerosos estudios demuestran el importante papel de las mitocondrias 

en la homeostasis del Ca2+ intracelular en diferentes tipos celulares (Camello-

Almaraz et al., 2006;  de la Fuente et al., 2010), el papel de la mitocondria en la 

homeostasis del Ca2+ en plaquetas no se conoce con exactitud. Asimismo, no 

parecen tener una función relevante en la ECC en plaquetas (Redondo et al., 
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2004), lo cual puede ser debido al escaso número de mitocondrias (unas 7) 

presentes en cada plaqueta (Beutler et al., 2001).  

 

Los almacenes intracelulares de Ca2+ en plaquetas presentan distinta 

sensibilidad al vaciamiento producido por agonistas, de forma que el vaciamiento 

del STD está mediado principalmente por la activación de receptores de 

membrana acoplados a proteínas G, que activan la PLC y la síntesis de IP3, 

mientras que en los depósitos acídicos el vaciamiento está mediado por la 

producción de NAADP y su interacción con su receptor en la membrana de los 

gránulos, el cual ha sido descrito recientemente y se denomina TPC (Lopez et 

al., 2005;  Zhu et al., 2010). La trombina, por ejemplo, activa los receptores 

PAR1, PAR4 y la GPIb/IX/V, de los cuales PAR1 y PAR4 van a liberar Ca2+ del 

STD y tendrán alguna acción, pero muy pequeña, sobre los reservorios acídicos, 

y la GPIb/IX/V actuará sobre los gránulos acídicos (Jardin et al., 2007). Por su 

parte, la respuesta de las plaquetas a los agonistas no es dependiente 

exclusivamente del vaciamiento de los reservorios. Algunos experimentos 

llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que el vaciamiento de los 

almacenes de Ca2+, por sí solo y en un medio libre de Ca2+, no producirá 

agregación, pero el vaciamiento en un medio en presencia de Ca2+ sí la 

producirá, lo cual indica que no es el vaciamiento de los depósitos lo que hace 

que se produzca la agregación, sino que ésta se producirá al alcanzarse una 

[Ca2+]c determinada (Jardin et al., 2007). Para alcanzar la concentración de Ca2+ 

necesaria para que se active la agregación, las plaquetas disponen de diferentes 

mecanismos que permiten la entrada de Ca2+ en la célula: los canales ROC, 

SMOC y SOC, aunque no se conocen canales activados por voltaje en este tipo 

celular. Uno de los canales ROC más estudiados en las plaquetas es el receptor 

purinérgico de tipo P2X1, que es activado por ATP y que permite la entrada de 

Ca2+ y Na+ (Mahaut-Smith et al., 2000). La activación de canales de Ca2+ por 

segundos mensajeros también existe en las plaquetas. Por ejemplo, el DAG, que 

es un producto de la hidrólisis del PIP2, estaría implicado en la activación de 

canales TRPs en la membrana (TRPC3 y TRPC6), e interactuaría formando el 

complejo CalDAG-GEF/RasGRP. Sin embargo, el mecanismo más importante de 

entrada de Ca2+ en las plaquetas es la ECC y los canales SOC. Este 

mecanismo, que es similar al del resto de las células, necesita la participación de 

STIM1, el sensor de Ca2+ en el RE, que actúa también como sensor de Ca2+ en 

los gránulos acídicos (Zbidi et al., 2011); los canales SOC; Orai y diferentes 

miembros de la familia de los TRPC, los receptores de IP3 y SERCA (Lopez et 
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al., 2006b;  Redondo et al., 2008;  Salido et al., 2011). De igual forma que en 

otros tipos celulares, este mecanismo está soportado por el citoesqueleto 

(Morales et al., 2005;  Redondo et al., 2007b;  Rosado et al., 2000a), y es 

realizado en lugares específicos de la membrana, en las balsas lipídicas, que 

favorecen la interacción entre proteínas.  

 

A diferencia de otros tipos celulares, en plaquetas humanas no se produce la 

activación de la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR), mediada por los 

RyR (no descritos en plaquetas). Sin embargo, se ha observado que cuando 

aumenta la concentración de Ca2+ cerca de los IP3R, se puede activar la apertura 

de los mismos (Bezprozvanny et al., 1991). Además, el Ca2+ puede liberarse de 

los depósitos intracelulares a través de los translocones, que son proteínas de 

membrana que están involucradas en el transporte de polipéptidos. 

 

En plaquetas, la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular se puede 

producir a través de los canales ROC, canales SMOC o por los SOC. 

 

En cuanto a la reducción de la [Ca2+]c, se produce gracias a SERCA 

(SERCA2b, situada en los gránulos acídicos; y SERCA3) y a la PMCA. 

Asimismo, el NCX participa también en la expulsión de Ca2+ hacia el medio 

extracelular. 
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OBJETIVOS  

 

 Determinar el papel de las balsas lipídicas en la asociación entre las 

proteínas implicadas en la entrada capacitativa de Ca2+, y por lo tanto su 

posible papel en dicha entrada de Ca2+. 

 

 Establecer el papel del citoesqueleto en la entrada capacitativa de Ca2+ y 

en la asociación de las proteínas STIM1, Orai1 y TRPC1. 

 

 Analizar el papel de la calmodulina en la entrada capacitativa de Ca2+, a 

través de su asociación con los canales de Ca2+ de la membrana. 

 

 Definir el papel del dominio CIRB del TRPC6 de unión a calmodulina o 

IP3Rs en la entrada de Ca2+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objectives 

 

 91

OBJECTIVES 

  
 To determine the role of lipid rafts in the association of the proteins involved 

in the store-operated Ca2+ entry, and thus their possible role in this type of 

Ca2+ entry.  

 

 To establish the role of the cytoskeleton in the store-operated Ca2+ entry 

and in the association between the proteins STIM1, Orai1 and TRPC1.  

 

 To analyze the role of calmodulin in the store-operated Ca2+ entry, through 

its interaction with plasma membrane Ca2+ channels. 

 

 To define the role of the TRPC6 CIRB site, which binds calmodulin or 

IP3Rs, in Ca2+ entry.  
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METODOLOGÍA 

 

Para la consecución de los objetivos anteriormente expuestos, se usaron los 

siguientes procedimientos experimentales: 

 

1.-Reactivos. 

 

 2-aminoetil-difenil-borato (2-APB). Sigma (Madrid, España). 

 5,5’-dimetil BAPTA/AM. Invitrogen (Barcelona, España). 

 Albúmina de suero bovino (BSA). Sigma (Madrid, España). 

 Anticuerpo anti-actina G. Sigma (Madrid, España). 

 Anticuerpo anti-calmodulina. Abcam (Cambridge, Reino Unido). 

 Anticuerpo anti-hTRPC1 C-terminal. Abcam (Cambridge, Reino Unido). 

 Anticuerpo anti-hTRPC6 (S-20) C-terminal. Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, Estados Unidos). 

 Anticuerpo antiinmunoglobulina G de burro conjugado con peroxidasa de 

rábano. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Estados Unidos). 

 Anticuerpo antiinmunoglobulina G de cabra conjugado con peroxidasa de 

rábano. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Estados Unidos). 

 Anticuerpo antiinmunoglobulina G de conejo conjugado con peroxidasa de 

rábano. GE Healthcare (Madrid, España). 

 Anticuerpo antiinmunoglobulina G de oveja conjugado con peroxidasa de 

rábano. Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido). 

 Anticuerpo antiinmunoglobulina G de ratón conjugado con isotiocianato de 

fluoresceína (FITC). Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Estados 

Unidos). 

  Anticuerpo antiinmunoglobulina G de ratón conjugado con peroxidasa de 

rábano. GE Healthcare (Madrid, España). 

 Anticuerpo anti-IP3Rs I/II/III (H-300). Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, Estados Unidos). 

 Anticuerpo anti-Orai1 C-terminal. Sigma (Madrid, España). 

 Anticuerpo anti-STIM1. BD Transduction Laboratories (Franklin Lakes, 

Estados Unidos). 

 Anticuerpo monoclonal anti-calmodulina (J4D8). Abcam (Cambridge, Reino 

Unido). 
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 Anticuerpo monoclonal anti-hTRPC6 contra los residuos 300-400 de 

TRPC6. Abcam (Cambridge, Reino Unido). 

 Anticuerpo policlonal anti-hTRPC1 (557-571). Alomone (Jerusalén, Israel). 

 Anticuerpo policlonal anti-Orai1 N-terminal. ProSci Inc. (Derio, España). 

 Apirasa (grado VII). Sigma (Madrid, España). 

 Aspirina. Sigma (Madrid, España). 

 Benzamidina. Sigma (Madrid, España). 

 Calmidazolium. Sigma (Madrid, España). 

 Citocalasina D (Cyt D). Calbiochem (Madrid, España). 

 Cloruro de lantano. Sigma (Madrid, España). 

 Colchicina. Sigma (Madrid, España). 

 Deoxicolato. Sigma (Madrid, España). 

 Detergente iónico Tween 20. Sigma (Madrid, España). 

 Dimetil BAPTA-AM (1,2-bis(o-aminofenoxi) etano-N,N,N',N'-ácido 

tetraacético). Sigma (Madrid, España).  

 Dodecilsulfato sódico (SDS). Sigma (Madrid, España). 

 EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin. Pierce (Rockford, Estados Unidos). 

 Faloidina conjugada con isotiocianato de fluoresceína (FITC). Sigma 

(Madrid, España). 

 Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Sigma (Madrid, España). 

 Formaldehído. Sigma (Madrid, España). 

 Fura-2-acetilmetil éster (fura-2/AM). Invitrogen (Madrid, España). 

 Gel de estreptavidina inmovilizado. Pierce (Rockford, Estados Unidos). 

 Hiperfilms ECL. Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido). 

 Ionomicina. Sigma (Madrid, España). 

 Jasplakinolida. Calbiochem (Madrid, España). 

 Leupeptina. Sigma (Madrid, España). 

 Marcador de peso molecular. Bio-Rad (Madrid, España). 

 Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Sanex (Badajoz, 

España). 

 Metil-β-ciclodextrina (MβCD). Sigma (Madrid, España). 

 Nonidet P-40. Sigma (Madrid, España). 

 Oregon Green 488 paclitaxel. Invitrogen (Madrid, España). 

 Paclitaxel (taxol). Sigma (Madrid, España). 

 Papel secante (blotting paper). GE Healthcare (Madrid, España). 
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 Paraformaldehído. Sigma (Madrid, España). 

 Películas fotográficas. GE Healthcare (Madrid, España). 

 Péptido de control de antígeno (CAP) para el anticuerpo anti-hTRPC6 (S-

20) C-terminal. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Estados Unidos). 

 Probenecid. Sigma (Madrid, España). 

 Proteína agarosa A. Upstate Biotechnology Inc. (Waltham, Estados 

Unidos). 

 Reactivos de revelado quimioluminiscente. Pierce (Rockford, Estados 

Unidos). 

 Reactivo de transfección TransPass™ COS/293. New England BioLabs 

(Ipswich, Estados Unidos). 

 Suero fetal bovino inactivado por el calor. Sanex (Badajoz, España). 

 Tapsigargina (TG). Sigma (Madrid, España). 

 Test Cholesterol E. Wako Diagnostics (Richmond, Estados Unidos). 

 Tris. Sigma (Madrid, España). 

 Tritón X-100. Sigma (Madrid, España). 

 Trombina. Sigma (Madrid, España). 

 Valinomicina. Sigma (Madrid, España). 

 

El resto de reactivos utilizados son de grado analítico y han sido 

suministrados por Panreac (España). 

 

2.-Preparación de las plaquetas.  

 

2.1.-Selección de los individuos susceptibles de investigación. 

 

Las muestras de sangre que se usaron en estos estudios provinieron de 

donantes voluntarios sanos, y la obtención de las mismas para el posterior 

aislamiento de las plaquetas se realizó mediante punción venosa en la Clínica 

Juan Manuel Hernández Cruz (San Antón, 10; Cáceres), o bien a partir de 

concentrados de plaquetas (PRP: Plasma Rico en Plaquetas) donados para la 

investigación por el servicio de Hematología del Hospital General San Pedro de 

Alcántara (Avenida Pablo Naranjo Porras, s/n; Cáceres). Todos estos procesos 

se realizaron de acuerdo con los principios de la Declaración de Helsinki, y los 

Comités de Bioética del Hospital y de la Universidad de Extremadura. 
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2.2.-Preparación de la suspensión de plaquetas. 

 

La sangre obtenida siguiendo el protocolo mencionado anteriormente se 

mezcló cuidadosamente con una solución de dextrosa citrato ácida (ACD), en 

una proporción de 1 a 6 en relación al volumen de sangre extraído. De esta 

forma, se evita la coagulación de la sangre y la activación de las plaquetas. 

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 
Ácido cítrico 85 12,5 

Citrato sódico 78 7,5 
Glucosa 111 10 

 

Tabla I: Solución ACD (pH=7,46 mezclado con la sangre) 

 

Una vez obtenida la sangre, ésta se centrifugó durante 5 minutos a 700ˣg, 

tras lo cual se obtuvieron tres fracciones diferenciadas: en el fondo, una de color 

rojo constituida por los glóbulos rojos o eritrocitos; a continuación un halo 

blanquecino formado por los glóbulos blancos o leucocitos; y, en la parte 

superior, una fracción de color amarillento, el PRP. Este PRP se separó y se le 

añadió ácido acetil salicílico (100 μM), que inhibe la COX-I evitando la liberación 

plaquetaria de prostaglandinas e impidiendo la agregación plaquetaria 

espontánea; y apirasa (40 μg/mL), que hidroliza el ADP y ATP secretado por las 

plaquetas a través de su actividad di-trifosfatasa, impidiendo así la activación 

plaquetaria mediada por estos agonistas. 

 

Por último, el PRP (tanto procedente de las muestras de sangre como el 

concentrado del hospital) fue centrifugado a 350ˣg durante 20 minutos, 

obteniéndose un pellet de color blanco (las plaquetas), y un sobrenadante 

llamado plasma pobre en plaquetas (PPP), que fue desechado. Tras retirar el 

PPP, las plaquetas fueron resuspendidas en un medio tampón HEPES salino 

(HBS), suplementado con apirasa (40 μg/mL). 

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 
HEPES 10 1,19 

Cloruro sódico 145 4,23 
Cloruro potásico 5 0,19 

Sulfato de magnesio 1 0,13 
Glucosa 20 1,8 

BSA 1 mg/mL 1,0 
 

Tabla II: Tampón Hepes Salino (HBS) (pH=7,4) 
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3.-Cultivo celular.  

 

Las células de riñón embrionario humano (HEK293) se adquirieron de la 

American Type Culture Collection y se cultivaron en medio de Eagle modificado 

por Dulbecco, suplementado con un 10% de suero fetal bovino inactivado por el 

calor, en un incubador a 37 ºC con un 5% de CO2. En el momento de los 

experimentos, las células se suspendieron en medio (HBS). Cuando se requirió 

un medio libre de Ca2+, se añadió EGTA 1,2 mM. 

 

3.1.-Transfección celular. 

 

La transfección celular con shTRPC1 y shTRPC6 se realizó utilizando el 

reactivo TransPass. Cuando las células alcanzaron una confluencia aproximada 

del 80%, fueron transfectadas con 7 μg/mL de shTRPC1 o shTRPC6 

amablemente cedidos por la doctora Ambudkar (National Institutes of Health, 

Bethesda, EEUU). Para ello, se mezclaron en 1 mL de medio DMEM sin 

reconstituir el plásmido y 25 μL de TransPass, dejando la mezcla durante 20 

minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se retiraron 3 mL de las 

placas de siembra de las células y se añadió, gota a gota, la mezcla por toda la 

placa, que se movió en círculos suavemente y se mantuvo en el incubador 

durante 24 horas tras la transfección, pasadas las cuales se procedió a los 

experimentos. 

 

La secuencia del shRNA para el TRPC1 humano fue 5’-

CACCGGGTGACTTTATATGGTTCGAAAACCATATAATAGTCACCC-3’ y la 

secuencia antisentido fue 5’-

AAAAGGGTGACTATTATATGGTTTTCGAACCATATAATAGTCACCC-3’. Para el 

shTRPC6 la secuencia fue 5’-

CACCGTCGAGGACCAGCATACATGCGAACATGTATGCTGGTCCTCGAC-3’ y 

la recuenta antisentido fue 5’-

AAAAGTCGAGGACCAGCATACATGTTCGCATGTATGCTGGTCCTCGAC-3’. 

 

4.-Métodos de determinación de la viabilidad celular.  

 

Para comprobar la viabilidad de las plaquetas tras el aislamiento de las 

mismas, se utilizaron dos técnicas: azul de tripán y calceína. La supervivencia 
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obtenida fue del 95%, demostrando así que el aislamiento de las plaquetas es 

adecuado. 

 

4.1.-Tinción con Azul Tripán. 

 

Este método se basa en la capacidad que poseen las células viables de 

expulsar del interior de su citoplasma el colorante Azul de Tripán (Baur et al., 

1975). Una vez incubadas las células con el colorante, se observan en un 

microscopio óptico (a aumento de 40x), y se hace el recuento de las células 

vivas, que son las que conservan su citoplasma transparente; y de las muertas, 

que tendrán el citoplasma teñido de azul. Por último, se calcula el porcentaje de 

viables y no viables frente al total de las células contadas.  

 

4.2.-Calceína. 

 

La calceína-AM es una sonda no fluorescente que entra en la célula por 

difusión pasiva. Una vez introducida, si la célula está viva, es cortada por 

esterasas, de forma que se transforma en calceína, la cual empieza a emitir en la 

longitud de onda del verde (535 nm), recogiéndose la emisión en un 

espectrofluorímetro en unidades arbitrarias. En cambio, si la célula está muerta, 

la sonda no es cortada y no se emite ninguna señal. La calceína-AM se incuba 

en el PRP durante 30 minutos a 37 ºC, con una concentración de 5 μM. Pasado 

el tiempo de incubación, las células se centrifugan y se resuspenden en tampón 

HBS para medir la fluorescencia en un espectofotómetro Cary Eclipse (Varian 

Ltd., Madrid, España). Se usaron alícuotas de 2 mL, y las muestras se excitaron 

a 494 nm, recogiéndose la emisión a 535 nm. 

 

Esta técnica tiene una ventaja frente al azul tripán, y es que es necesario 

que las células tengan actividad enzimática para que la sonda sea fluorescente, 

y además requiere que la membrana celular esté íntegra para que el fluoróforo 

se retenga dentro por las ATPasas. 
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5.-Determinación de la concentración de Ca2+ intracelular. Fluorimetría.  

 

5.1.-Fura-2/AM.  

 

El fura-2/AM es un fluoróforo de Ca2+ permeable a la membrana 

plasmática, puesto que presenta en su estructura un grupo acetoximeliéster (AM) 

que, una vez introducido en el interior celular, es cortado por una serie de 

esterasas citosólicas que liberan fura-2, incapaz de atravesar la membrana y de 

penetrar en los compartimentos intracitoplasmáticos. Este fluoróforo presenta 

una constante de disociación (Kd) para el Ca2+ de 120-250 nM, en función de la 

temperatura, lo cual permite determinar variaciones de Ca2+ muy pequeñas, de 

hasta nanomolar (Grynkiewicz et al., 1985). 

 

La ventaja de esta sonda con respecto a otras en el estudio de los 

movimientos de Ca2+ se debe a su carácter ratiométrico, ya que presenta dos 

longitudes de onda de excitación (340 y 380 nm), que permiten observar los 

máximos y mínimos de emisión a 505 nm y obtener una ratio de estos valores. 

La ratio de fluorescencia emitida (340/380) es proporcional a las variaciones en 

la concentración de Ca2+ libre citosólico, de forma que se evitan errores 

derivados de una distribución no homogénea en el citosol celular, carga 

deficiente del marcador u otros posibles artefactos originados durante la 

manipulación experimental (Paredes et al., 2008). 

 

Otra ventaja importante de este fluoróforo es que su punto isosbéstico 

(punto de isofluorescencia) es a 360 nm, lo cual resulta útil a la hora de 

monitorizar los cambios en la fluorescencia no dependiente de Ca2+, o para 

apreciar el apagamiento de la fluorescencia cuando la molécula se une a 

algunos metales pesados como el Mn2+ (Sage et al., 1989). 

 

5.2.-Carga del indicador. 

 

En el caso de los estudios realizados en plaquetas, se incubó el PRP en 

presencia de fura-2/AM a una concentración de 2 μM durante 45 minutos, a 37 

ºC y en oscuridad. Una vez terminada la incubación, el PRP se centrifugó a 

350ˣg durante 20 minutos. Tras la centrifugación, se eliminó el sobrenadante 

(que contenía el fura-2 AM sobrante que no se introdujo en la célula) y el pellet 

de plaquetas se resuspendió en HBS al que se añadió el día del experimento 
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glucosa (1,80 mg/mL) y BSA (1 mg/mL). A esta suspensión de plaquetas se le 

adicionó 40 μg/mL de apirasa. 

 

En el caso de los estudios realizados con células HEK293, éstas se 

incubaron con fura-2/AM a una concentración de 2 μM durante 30 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez transcurrida la incubación, las 

células se centrifugaron a 80ˣg, resuspendiendo el pellet en HBS al que se 

añadió el día del experimento glucosa (1,80 mg/mL) y BSA (1 mg/mL). 

 

5.3.-Determinación de la concentración de Ca2+ intracelular mediante 

métodos fluorimétricos. 

 

Los movimientos de Ca2+ en las células de estudio se registraron usando 

un espectrofotómetro Cary Eclipse (Varian Ltd., Madrid, Spain) a partir de 

alícuotas de suspensión celular depositadas en cubetas de cuarzo. En el caso 

de las plaquetas, las alícuotas fueron de 1 mL, mientras que fueron de 2 mL 

cuando se estudiaron las células HEK293. El sistema está provisto de un 

dispositivo de microagitación y termostatización que permite mantener las 

células en suspensión y atemperadas a 37 °C.  

 

Todos los agentes añadidos durante la realización de los experimentos se 

adicionaron directamente en la cubeta del espectrofluorímetro en función del 

volumen de la suspensión celular, para poder obtener así la concentración final 

deseada. Las variaciones en la [Ca2+]c se monitorizaron y se expresaron como 

ratio de las fluorescencias emitidas a 505 nm por el fura-2 tras ser excitado a 340 

y 380 nm.  

 

La traducción de ratios de fluorescencia a [Ca2+]c y el posterior calibrado se 

realizaron mediante el método desarrollado por Grynkiewicz (Grynkiewicz et al., 

1985): 
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[Ca2+]c  = 
b

f

 max

min
  d

S
S

R -R
R - RK   

 

Kd = Constante de disociación del fura-2 y el Ca2+ (214 nM a 37ºC). 

R = Ratio de la muestra. 

Rmin = Ratio mínimo. 

Rmax = Ratio máximo. 

Sf = S free (emisión del fura-2 al ser excitado a 380 nm). 

Sb = S bound (emisión del fura-2 unido a Ca2+ al ser excitado a 380 nm). 

 

Para obtener estos parámetros, cada experimento se calibró al final. Esta 

calibración consiste en saturar de Ca2+ el fura-2 de la muestra añadiendo a la 

cubeta una concentración final de Ca2+ de 1 mM. Por su parte, el Sb y el Rmax se 

obtuvieron al romper las células, añadiendo una solución de Tritón X-100 

(0,05%), de forma que todo el fura-2 presente en el interior celular se pone en 

contacto con el Ca2+. El Sf y el Rmin se obtuvieron añadiendo una solución 

formada por una alta concentración de EGTA (500 mM) y de Trizma base (3 M), 

de forma que el Ca2+ se separó del fluoróforo. 

 

5.4.-Determinación de la liberación y entrada de Ca2+. 

  

La liberación de Ca2+ inducida por TG, por ionomicina o por trombina se 

estimó calculando el área bajo la curva del incremento de la [Ca2+]c durante los 

180 segundos posteriores a la adición del agonista, en un medio libre de Ca2+, 

corregidas con la resta del promedio de la concentración basal de Ca2+ pre-

estímulo en ausencia de Ca2+ extracelular, usando el quelante de Ca2+ EGTA a 

una concentración de 100 μM (Rosado et al., 2000a). La entrada de Ca2+ que se 

produce tras la adición de CaCl2 se calculó calculando el área bajo la curva del 

incremento de la [Ca2+]c durante los 150 segundos posteriores a la adición de 

CaCl2 y se expresó como (nM·s), siendo corregida con la resta del promedio de 

la concentración de Ca2+ post-estímulo (Rosado et al., 2000d). Los movimientos 

de Ca2+ inducidos por OAG (un análogo del diacilglicerol) se calcularon mediante 

el mismo método que las anteriores, en un medio con 2 mM CaCl2 (Hisatsune et 

al., 2005). 
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6.-Determinación de la entrada de Mn2+. 

 

El Mn2+ se utilizó para monitorizar la entrada de cationes divalentes. El flujo 

de Mn2+ fue medido en alícuotas de suspensión de células a 37 ºC, utilizando 

para ello un espectrofotómetro Cary Eclipse (Varian Ltd., Madrid, España), 

emitiendo a la longitud de onda isoemisiva de 360 nm. El apagamiento de la 

señal de fluorescencia del fura-2 se representó en una escala linear arbitraria. La 

fluorescencia del fura-2 bajo la excitación a 360 nm fue insensible al Ca2+.  

 

En el caso de las células HEK293, para estimar la ratio de disminución de la 

fluorescencia del fura-2 tras la adición de Mn2+ al medio (o tras la adición de TG 

en presencia de Mn2+), las curvas se ajustaron a la ecuación y = S x e-kx + A, 

donde k es la pendiente, S es el período y A es la meseta (Ben-Amor et al., 

2006). En los estudios llevados a cabo en plaquetas, para comparar la ratio de 

disminución de la fluorescencia del fura-2 cuando las plaquetas se sometieron a 

diferentes tratamientos, las curvas se ajustaron a la ecuación y = Ax+B, donde A 

es la pendiente y B es la fluorescencia del fura-2 al inicio del experimento. 

 

7.-Técnicas para el aislamiento y cuantificación de proteínas.  

 

7.1.-Inmunoprecipitación. 

 

La inmunoprecipitación es una técnica gracias a la cual se puede aislar una 

proteína determinada de un lisado celular, usando para ello un anticuerpo que se 

une específicamente a la proteína diana.  

 

Las células resuspendidas en HBS (con apirasa en el caso de las 

plaquetas), se repartieron en viales Eppendorf, con un volumen de 500 μL y una 

concentración de 1x109 plaquetas/mL o de 2x106 células HEK293/mL. En el caso 

de los estudios llevados a cabo en plaquetas, la suspensión se dejó reposar 

durante 30-60 minutos para que las células volvieran a un estado normal y evitar 

la posible, aunque mínima pre-activación plaquetaria que se hubiera podido 

producir al centrifugar las células. Pasado este período, las células se trataron a 

37 ºC, bien con agonistas, tanto fisiológicos como farmacológicos, o bien con 

activadores o inhibidores de los distintos procesos a estudiar.  

 



Metodología 

 

 105

Una vez tratadas, las células se lisaron con el detergente RIPA, en una 

proporción 1:1 (500 μL células: 500 μL RIPA 2x, para que la concentración final 

de RIPA sea 1x) y se mantuvieron 10 minutos en hielo para evitar proteólisis, 

desfosforilación y desnaturalización de las proteínas (procesos que comienzan 

inmediatamente después del lisado, y que se detienen o al menos ralentizan al 

mantener las muestras a 4 ºC a la vez que se añaden los correspondientes 

inhibidores).  

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 
Tris 20 2,42 
NaCl 316 18,50 

Deoxicolato sódico 2 % 20,00 
EGTA 2 0,76 
SDS 0,2 % 2,00 

Tritón X-100 2 % 20 mL 
 

Tabla III: Tampón RIPA (2x) (pH=7,2) 

 

Una vez finalizada la incubación en hielo, las muestras se centrifugaron a 

16100ˣg, a 4 ºC durante 15 minutos, con el fin de eliminar restos celulares no 

deseados, como el citoesqueleto. Se retiró el sobrenadante y se incubó junto con 

el anticuerpo de la proteína diana, y unas pequeñas bolas de agarosa 

recubiertas por proteína A (proteína de la superficie de Staphylococcus aureus 

con gran afinidad por el fragmento cristalizable (Fc) o cadena pesada de las 

inmunoglobulinas (Ig)) durante toda la noche a 4 ºC en un rotor con agitación 

constante. De esta forma, el anticuerpo se une a la proteína y a la bola de 

agarosa. Pasado el período de incubación, las muestras se centrifugaron a 

9300ˣg durante un 1 minuto a 4 ºC y se retiró el sobrenadante (las bolas de 

agarosa quedaron depositadas en el fondo con el anticuerpo y la proteína 

unidas) y se añadió un tampón salino fosfato (PBS) para lavar las bolas, 

agitando a continuación y volviendo a centrifugar. Este proceso se repitió 2 

veces. En el último centrifugado, se retiró el sobrenadante pero no se añadió 

PBS, y se volvió a centrifugar para conseguir que las bolas quedasen 

empaquetadas en el fondo, aspirando el poco sobrenadante que quedaba y 

añadiendo Laemmli Buffer (LB), enriquecido con ditiotreitol (DTT) al 5%, para su 

posterior resolución en un gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate – 

PoliAcrilamide Gel Electrophoresis). 
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REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 
NaCl 137 8,00 
KCl 2,70 0,20 

Na2HPO4 5,62 2,01 
NaH2PO4 1,09 0,17 
KH2PO4 1,47 0,20 

              H2O 1 L 
 

Tabla IV: Tampón fosfato salino (PBS) (pH=7,4) 

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/100 mL) 4× 
Tris 280 3,40 

Glicerol 40 % 40 mL 
Azul de 

bromofenol 
0,008 % 0,008 

SDS 8 % 8 
 

Tabla V: Solución de Laemmli (pH=7,4) 

 

7.2.-Inmunoprecipitación de STIM1 de la membrana. 

 

Para aislar la fracción de STIM1 localizada en la membrana plasmática y 

poder medir así su interacción con otras proteínas (como Orai), se 

inmunoprecipitó la STIM1 de la membrana utilizando el protocolo descrito a 

continuación. 

 

Las plaquetas se alicuotaron en 500 μL, se estimularon y se fijaron al 

tiempo requerido por incubación en hielo durante 10 minutos con PBS con un 

3% de paraformaldehído (m/v) y suplementado con un 0,5% de BSA (m/v). Una 

vez trascurrido el tiempo de incubación, las plaquetas fijadas se lavaron dos 

veces con PBS para retirar el medio, y se resuspendieron de nuevo en HBS, 

donde se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo anti-STIM1, que reconoce 

la región N-terminal de la proteína, situada en el exterior de la membrana 

plasmática.  

 

Una vez terminada la incubación, las muestras se lavaron otra vez con 

PBS para retirar el anticuerpo del medio y fueron lisadas con RIPA tras este 

lavado, incubadas en hielo durante 10 minutos y centrifugadas a 16100ˣg a 4 ºC 

durante 15 minutos, como se describió en al apartado anterior. Finalmente, el 

sobrenadante se incubó con 25 μL de bolas de agarosa recubiertas por proteína 
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A durante toda la noche a 4 ºC, para al día siguiente lavar las muestras y 

proceder como se describió con anterioridad. 

 

7.3.-Cuantificación de la concentración de proteínas. 

 

Para determinar el contenido en proteína total se empleó el método de 

Bradford (Bradford, 1976). Este método consiste en una técnica colorimétrica 

basada en la existencia de dos formas diferentes del Coomasie Brilliant Blue G-

250 (una roja y otra azul), que en contacto con las proteínas pasa de color rojo a 

azul, de forma que este cambio puede ser detectado mediante el empleo de un 

espectrofotómetro.  

 

REACTIVOS Concentración (mM) 50 mL 
Coomasie brilliant 

blue G-250 
117 5 mg 

Etanol 95% 2,5 mL 
Ácido fosfórico 85% 5 mL 

H2O 8% 42,5 mL 
 

Tabla VI: Reactivo de Bradford 

 

En una microplaca se mezclaron 10 μL de las muestras y 190 μL del 

reactivo de Bradford. Una vez agitadas para obtener una suspensión 

homogénea, las muestras se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad 

durante 10 minutos, transcurridos los cuales se llevó a cabo la lectura de la 

concentración de las proteínas mediante un lector de microplacas Infinite M200 

(Tecan, Männedorf, Suiza). Los datos obtenidos se compararon con una curva 

estándar realizada con BSA disolviendo 2 mg en 1 mL de agua bidestilada. Los 

resultados se expresaron en mg/mL. 

 

7.4.-Western blotting.  

 

La técnica de Western blotting, una de las técnicas de biología molecular 

más extendidas, sirve para separar y analizar proteínas. Fue desarrollada por 

Burnette (Burnette, 1981), utilizando y adaptando la tecnología de Southern para 

la detección de ADN. El principio del Western blotting se fundamenta en el hecho 

de que una proteína sometida a un campo eléctrico se moverá en función de la 

carga eléctrica neta de la misma (Z), la fuerza del campo eléctrico al que se ve 

sometida (E) y la resistencia de fricción (F, que depende del tamaño y forma de 
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la proteína). Según esto, la velocidad de migración de las proteínas viene 

relacionada con estas variables según la siguiente fórmula: 

 

 
F

ZE
V


  

 

Un factor esencial a tener en cuenta en una electroforesis es el pH del 

tampón donde se encuentran las proteínas. El punto isoeléctrico de una proteína 

es aquel en el que la carga neta de la proteína es cero. Si esto sucede, la 

proteína no se mueve, ya que el campo eléctrico no la afectaría. Para evitar esto, 

usamos el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970), en el que las muestras 

se desnaturalizan por calor en presencia de agentes desnaturalizantes, como 

beta-mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro; o dodecilsulfato sódico 

(SDS), que desnaturaliza las proteínas, haciéndoles perder su conformación 

ternaria y pasando a la conformación primaria, lineal, y recubre a la proteína con 

cargas netas negativas, permitiendo que las proteínas se muevan solamente en 

función de su tamaño, siendo las más pequeñas las que se desplacen más en el 

gel. Además, el Laemmli Buffer es un medio reductor que hará que los 

anticuerpos se separen de las bolas de agarosa cuando se ha realizado la 

técnica de inmunoprecipitación. Para asegurar la completa desnaturalización de 

la proteína, se calentaron las muestras durante 10 minutos a 70 ºC en un 

termobloque y se centrifugaron 1 minuto a 9300ˣg a temperatura ambiente antes 

de cargar las muestras en el gel de electroforesis (Bonifacino et al., 2001;  

Redondo et al., 2008). 

 

7.4.1.-Electroforesis.  

 

Una vez obtenidas las muestras se procedió a separar las proteínas en 

función de su tamaño, usando para ello un gel separador SDS-PAGE (de 

diferente porcentaje de acrilamida dependiendo de la proteína de estudio) y un 

gel de carga del 4%.  
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REACTIVOS 30 mL (10%) 10 mL (4%) 
Solución A 10 mL 1,32 mL 
Solución B              7,5 mL 
Solución C 0,30 mL 0,1 mL 
Solución D                                        2,5 mL 

AMPS 15 mg 10 mg 
H2O 12,20 mL 6,07 mL 

Temed 15 μL 10 μL 
 

Solución A: 30% de acrilamida/bis-acrilamida (Ratio 37,5:1).  
Solución B: Tris 1,5 M (72,6 g en 400 mL de H2O). pH: 8,8.  
Solución C: SDS 10% (10 g en 100 mL de H2O).  
Solución D: Tris 0,5 M (24,24 g en 400 mL de H2O). pH: 6,8.  
AMPS: Persulfato de Amonio  
Temed: Catalizador que comienza la reacción de polimerización. 

 

Tabla VII: Gel SDS-PAGE 

 

Estos dos tipos de geles pertenecen al sistema de Tampón 

Discontinuo: 

 

-Gel de carga: asegura la migración de todas las proteínas en el frente 

de migración, de forma que se acumulan todas las que se han cargado en el 

pocillo. Su concentración de acrilamida y bisacrilamida es muy pequeña (4%) y 

su pH es ligeramente más ácido que el del gel separador.  

 

-Gel separador: este gel constituye el soporte donde las proteínas van a 

migrar y a separarse. Está formado por una mezcla de acrilamida y bisacrilamida 

que forma una matriz cuya concentración variará en función del tamaño de la 

proteína buscada. Así, a mayor concentración de acrilamida/bisacrilamida el poro 

formado disminuye, por lo que una concentración alta (15%) se utilizará para 

separar proteínas de pequeño peso molecular, mientras que para separar 

proteínas de gran tamaño se usarán bajas concentraciones de acrilamida y 

bisacrilamida (8%).  

 

Una vez cargadas las muestras de proteínas a los pocillos (añadiendo 

un volumen apropiado para que exista la misma cantidad de proteína en cada 

pocillo, calculado a partir de los resultados obtenidos con la técnica de Bradford). 

Para su separación, las proteínas se sometieron a un campo eléctrico de 30 mA 

durante 2 horas. Además, con el fin de que la corriente recorra de forma 
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homogénea todo el gel desde un polo a otro, se usó un tampón de electroforesis 

o running buffer. 

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 5x 
Tris 124 15 

Glicina 126 77 
SDS 0,5% 5 

 

Tabla VIII: Tampón de electroforesis (pH=8,3) 

 

7.4.2.-Transferencia.  

 

Este proceso consiste en transferir las proteínas separadas en el gel de 

poliacrilamida a un soporte más estable y manejable, como es una membrana de 

nitrocelulosa, donde las proteínas conservan su antigenicidad y son sensibles a 

sondas. Para ello, se usó el sistema de transferencia semiseca. Con un voltaje 

de 0,8 mA/cm2 durante 2 horas, se transfirieron las proteínas a la membrana de 

nitrocelulosa (con un tamaño de poro de 0,2 micras (GE Healtcare)). El paso de 

la corriente se produjo a través del tampón de transferencia. 

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 
Tris 25 3,03 

Glicina 150 8,5 
MeOH 20% 200 mL 

 

Tabla IX: Tampón de transferencia (pH=8,3) 

 

7.4.3.-Bloqueo.  

 

Una vez que las proteínas han sido transferidas a la membrana, es 

necesario evitar las interacciones inespecíficas que pueda ocasionar la 

incubación con anticuerpos. Para ello, la membrana de nitrocelulosa se bloqueó 

con una solución de bloqueo, encargada de cubrir las zonas conocidas como 

sitios de unión inespecíficos. Esta solución de bloqueo contiene alta cantidad de 

BSA, una proteína frente a la que no reaccionarán los anticuerpos que usaremos 

a continuación. El bloqueo se puede realizar de dos formas: bien se deja la 

solución 1 hora en agitación a temperatura ambiente o bien podemos dejarla una 

noche completa (un mínimo de 8 horas) a 4 ºC y sin agitación.  
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REACTIVOS Concentración (mM) (g/250 mL) 
TBST  250 mL 
BSA 10% 25 

Acida sódica 0,02% 0,05 
 

Tabla X: Solución de bloqueo (pH=8,0) 

 

7.4.4.-Incubación con anticuerpos.  

 

En primer lugar, la membrana se incubó con un anticuerpo primario, 

que reconoce de forma específica una secuencia de la proteína diana a detectar. 

Dependiendo del anticuerpo, los tiempos de incubación pueden variar desde 1 

hora a temperatura ambiente hasta toda la noche a 4 ºC. Asimismo, la 

concentración del mismo también varía en función de la especificidad del 

anticuerpo (según la casa comercial).  

 

Una vez terminada la incubación con el anticuerpo primario, éste se 

retiró y la membrana se lavó para retirar el exceso de anticuerpo primario que no 

hubiera quedado unido específicamente a la proteína. Para ello, se lavó la 

membrana 6 veces durante 5 minutos cada vez, con una solución salina de 

trizma (TBS) con detergente (Tween), (TBST). 

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 10x 
Tris 200 24,2 
NaCl 137 80 

 

TBST: Añadir 0,1% Tween 20. 

 

Tabla XI: Solución de lavado (Solución salina de trizma (TBS)) (pH=7,6) 

 

A continuación, la membrana se incubó con una inmunoglobulina G 

(IgG) específica del tipo animal del que se obtiene el anticuerpo primario; es 

decir, si el anticuerpo primario que usamos se obtiene en conejo, la IgG que 

debemos utilizar debe ser específica de conejo, puesto que reconocerá la 

fracción constante del anticuerpo primario y se unirá a ella. El tiempo de 

incubación de todos los anticuerpos secundarios fue de 1 hora a temperatura 

ambiente. La concentración de anticuerpo secundario que se empleó fue de 

1:10000. 
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Una vez finalizada la incubación del secundario, la membrana se lavó 

para retirar el exceso de anticuerpo secundario que no se ha unido, siguiendo el 

protocolo de lavado descrito anteriormente. 

 

7.4.5.-Revelado.  

 

Puesto que el anticuerpo secundario está conjugado con peroxidasa de 

rábano picante (HRP), ésta, al combinarse con un reactivo comercializado por 

Pearce (Solución ECL), generará una reacción quimioluminiscente que será 

detectada por una película fotográfica con una alta sensibilidad. Al exponer la 

película fotográfica a esta reacción lumínica, se obtuvieron unas manchas (blot) 

que eran la proteína buscada. Estas manchas fueron analizadas con un 

densitómetro óptico (Sun Microsystem, Inc, Mountain View, CA) y con el 

programa informático Image J (N.I.H), expresando los resultados como 

diferencias en los porcentajes de densidad óptica entre las manchas de los 

diferentes tratamientos. 

 

8.-Técnica para la introducción de péptidos y anticuerpos en las células. 

Electroporación reversible.  

 

La electroporación es una técnica basada en la aplicación de un campo 

eléctrico sobre las células, de forma que se abren poros transitorios en la 

membrana plasmática de las mismas, permitiendo la introducción de ácidos 

nucleicos y complejos macromoleculares (Neumann et al., 1982). 

 

En estos estudios, las plaquetas se electroporaron y se les electrotransyectó 

el anticuerpo anti-TRPC6 para bloquear la acción de la proteína diana o su 

interacción con otras proteínas. Para ello, las células (a una concentración de 

4x108 plaquetas/mL) fueron resuspendidas en un tampón de electroporación, de 

composición similar a la del medio celular interno, y se pasaron a una cubeta de 

electroporación de 4 mm de distancia entre los electrodos (Sigma). Se añadió al 

medio el anticuerpo anti-TRPC6 a una concentración final de 1 μg/mL y las 

células fueron electroporadas usando un sistema de electroporación de Bio-Rad 

(Bio-Rad Gene Pulser Xcell Electroporation System), sometiéndose a 7 pulsos 

de 25 milisegundos, con un voltaje de 4 kV/cm y 25 μFaradios de capacitancia.  
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REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 
Glutamato Potásico 15 30,50 

HEPES 2 4,766 
Diacetato Magnésico 0,7 1,50 

EGTA 0,1 0,38 
 

Glucosa: El día del experimento se suplementa con 0,9 mg/ mL 

 

Tabla XII: Tampón de electroporación (pH=7,4) 

 

Una vez realizada la electroporación, las células se incubaron durante a 37 

ºC durante 1 hora (el tiempo estimado para el cierre de los poros realizados en la 

membrana plasmática). Transcurrido ese tiempo, el tampón de electroporación 

se suplementó con un nuevo tampón de post electroporación, con el cual se 

alcanzan las condiciones del tampón HBS descrito con anterioridad. Por último, 

las células se centrifugaron durante 20 minutos a 350ˣg (para quitar el exceso de 

anticuerpo que no haya entrado en la célula) y se resuspendieron en HBS 

suplementado con apirasa, para llevar a cabo los experimentos (Lopez et al., 

2006b). 

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 10x 
HEPES 6,7 1,59 

NaCl 190 11,10 
 

Glucosa: El día del experimento se suplementa con 2,1 mg/ mL 

BSA: El día del experimento se suplementa con 1,33 mg/ mL 

 

Tabla XIII: Tampón de post electroporación (pH=7,4) 

 

9.-Técnica de inmunofluorescencia.  

 

La técnica de inmunofluorescencia se basa en la especificidad de los 

anticuerpos frente a sus antígenos, y consiste en el marcaje de biomoléculas de 

una célula con una sonda fluorescente, que permitirá ver la distribución de las 

moléculas en dicha célula. En estos estudios, se utilizó para determinar la 

cantidad de STIM1 localizado en la membrana plasmática de plaquetas. 

Para ello, las muestras de plaquetas se trataron con TG 200 nM en presencia 

de 1 mM de Ca2+, fijándolas con un volumen igual de PBS con un 3% de 

formaldehído (m/v) a los 10 segundos de la estimulación con el agonista, e 

incubando posteriormente en hielo durante 10 minutos. Tras la fijación, las 
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plaquetas se lavaron dos veces con PBS, para retirar el agente fijador, y se 

resuspendieron en HBS, incubando a continuación durante 2 horas con el 

anticuerpo primario (anti-STIM1) a una concentración de 1 μL/mL. Una vez 

transcurrida la incubación, las muestras se lavaron otra vez dos veces con PBS y 

se incubaron durante 1 hora con 0,02 μg/mL de anticuerpo anti-IgG de ratón 

conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC), tras lo cual se lavaron de 

nuevo dos veces con PBS y se llevó a cabo la medición de la fluorescencia. 

Dicha fluorescencia fue registrada usando un espectrofluorímetro (Varian Ltd., 

Madrid, España). Las muestras se excitaron a 496 nm y la emisión se registró a 

595 nm. 

 

10.-Determinación de las concentraciones de colesterol. 

 

La determinación cuantitativa del colesterol total se realizó de la siguiente 

forma: las células HEK293 (107 células/200 μL de PBS) o las plaquetas (108 

plaquetas/200 μL de PBS) se lisaron y el colesterol se extrajo de los lisados 

añadiendo cloroformo (400 μL) y metanol (400 μL) al lisado celular sonicado (100 

μL). La capa inferior (con cloroformo), se recogió y evaporó en vacío. El 

colesterol fue entonces disuelto en etanol y analizado utilizando el test 

colorimétrico Cholesterol E, registrando los resultados a 600 nm en un 

espectrofotómetro.  

 

11.-Preparación de MβCD cargada de colesterol (CLCD): 

 

La CLCD se preparó disolviendo 100 μmol de MβCD en 600 μL de metanol, 

mezclándolos con 30,8 μmol de colesterol. Esta mezcla se secó con nitrógeno, 

seguido de vacío durante una hora, y después de dispersó en 2 mL de PBS. La 

solución resultante se sonicó durante 3 minutos, se incubó en un agitador a 37 

ºC durante toda la noche y se filtró con un filtro de poros de 0,22 μm. 

 

12.-Biotinilación de proteínas de la superficie celular. 

 

La biotinilación es una técnica que permite el aislado y la determinación de 

las proteínas situadas en la membrana plasmática.  

 

Para llevar a cabo esta técnica, se partió de alícuotas de 1 mL de suspensión 

celular, que se estimularon con los diferentes agonistas, terminando la reacción 
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al tiempo requerido con Söercen’s buffer (SB), a 4 ºC. Las células se recogieron 

a continuación por centrifugación a 900ˣg durante 13 minutos a 4 ºC. Las 

proteínas de la superficie celular se marcaron resuspendiendo en EZ-Link™ 

Sulfo-NHS-LC-Biotin (2,5 mg/3 mL de SB a 4 ºC) y se incubaron con agitación a 

4 ºC durante 1 hora. La reacción de biotinilación se terminó añadiendo 100 μL de 

Tris base 1 M, y el agente biotinilizante sobrante se retiró lavando las células dos 

veces en SB a 4 ºC. Las células marcadas se resuspendieron a continuación en 

PBS y se lisaron con RIPA. Las proteínas marcadas se recogieron rotando el 

lisado durante toda la noche con bolas recubiertas de streptavidina y se 

sometieron a la técnica de Western Blotting, descrita anteriormente. 

 

REACTIVOS Concentración (mM) (g/L) 
di-sodio hidrógeno 

ortofosfato 
16 2,84 

sodio di-hidrógeno 
ortofosfato 

114 17,78 

 

Tabla XIV: Söercen’s Buffer (SB) (pH=8) 

 

13.-Medida del contenido de F-actina. 

 

El contenido en filamentos de actina de las células HEK293 se midió 

partiendo de una suspensión celular de 2 x 106 células/mL. Se tomaron 200 μL 

de esta suspensión y se les añadió 200 μL de PBS con un 3% (m/v) de 

formaldehído, a 4 ºC. A continuación, se realizó una incubación en hielo de las 

muestras durante 10 minutos, transcurridos los cuales las células fijadas se 

permeabilizaron por incubación durante 10 minutos con 10 μL de detergente 

Nonidet P-40 al 0,025% (v/v) disuelto en PBS. Tras este tiempo, las células se 

incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con 1 μM de faloidina 

conjugada con isotiocianato de fluoresceína (FITC) en PBS suplementado con 

0,5% (m/v) de BSA. Por último, las células se recogieron por centrifugación 

durante 1 minuto a 3000ˣg y se resuspendieron en PBS. La tinción celular se 

midió usando un espectrofotómetro de fluorescencia Perkin-Elmer (Perkin-Elmer, 

Norwalk, CT), excitando las muestras a 496 nm y registrando la emisión a 516 

nm. 
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14.-Medida del contenido en microtúbulos. 

 

El contenido en microtúbulos de las células HEK293 se determinó a partir de 

una suspensión de 2 x 106 células/mL. Se tomaron 200 μL de esta suspensión y 

se les añadió 200 μL de PBS con un 3% (m/v) de formaldehído, a 4 ºC. A 

continuación, se realizó una incubación en hielo de las muestras durante 10 

minutos, transcurridos los cuales las células fijadas se permeabilizaron por 

incubación durante 10 minutos con 10 μL de detergente Nonidet P-40 al 0,025% 

(v/v) disuelto en PBS. Tras este tiempo, las células se incubaron durante 30 

minutos a temperatura ambiente con 1 μM de Oregon Green 488 paclitaxel en 

PBS suplementado con 0,5% (m/v) de BSA. Por último, las células se recogieron 

por centrifugación durante 1 minuto a 3000ˣg y se resuspendieron en PBS. La 

tinción celular se midió usando un espectrofotómetro de fluorescencia Perkin-

Elmer (Perkin-Elmer, Norwalk, CT), excitando las muestras a 488 nm y 

registrando la emisión a 522 nm. 

 

15.-Agregación plaquetaria. 

 

En estos estudios se midió también la agregación plaquetaria tras someter a 

la suspensión plaquetaria a la acción de diversos agonistas. 

 

Para ello, se obtuvieron las plaquetas como se ha descrito anteriormente, 

pero sin añadir aspirina al PRP, por ser esta sustancia un inhibidor de la 

agregación. Para la medición de la agregación, se utilizó un agregómetro 

Chronolog (Havertown, Pa, EEUU), usando cubetas de cristal con 300 μL de 

suspensión plaquetaria (2x108 plaquetas/mL), a 37 ºC y en agitación a 1200 rpm.  

 

Durante la medición, los agonistas utilizados se añadieron directamente a la 

cubeta del agregómetro. Este aparato mide el tiempo de reacción, el porcentaje 

de plaquetas que se agregan y la velocidad y el grado en que las plaquetas 

dispersas en una muestra forman los agregados plaquetarios durante la 

estimulación con estos agonistas, basándose en la observación de las 

variaciones de la densidad óptica de la muestra, de forma que, cuando se 

produce la agregación, la turbidez que se origina por la presencia de plaquetas 

en suspensión disminuye por la fuerte interacción entre las mismas, 

incrementándose la luz que pasa a través de la muestra y provocando así un 

aumento de la transmitancia. Para determinar esto, se utilizó un control (cubeta 
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con HBS), de forma que el porcentaje de agregación (o amplitud) se estimó 

como el porcentaje de la diferencia en la transmisión de la luz entre la 

suspensión plaquetaria y el HBS. La ratio (o pendiente) de la agregación 

obtenida es, por tanto, el cambio en el porcentaje de agregación por minuto. 

 

16.-Tratamiento estadístico.  

 

Los datos obtenidos en estos estudios se expresan como media ± el error 

estándar de la media (E.E.M.). Las curvas representativas de la movilidad de 

Ca2+ intracelular se presentan como cambios en concentración intracelular 

expresados en nM·s.  

 

Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos se utiliza el análisis 

de la varianza o ANOVA de una vía, cuando los grupos experimentales a 

comparar son más de dos, o el test t-Student para comparar sólo dos grupos. En 

los experimentos en los que el análisis de la varianza resultaba significativo, se 

realizaron además comparaciones de los grupos dos a dos empleando para ello 

el test de Dunnett.  

 

Los resultados obtenidos se consideraron estadísticamente significativos 

cuando la p < 0.05. 
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Los resultados que se han obtenido durante el período de realización de esta 

Tesis Doctoral, y que completan los objetivos anteriormente expuestos, han sido 

publicados en las siguientes revistas internacionales:  

  

 

1. Lipid rafts modulate the activation but not the maintenance of store-

operated Ca2+ entry. Galan C., Woodard G.E., Dionisio N., Salido 

G.M., Rosado J.A. Biochimica et Biophysica Acta 2010; 1803 (9): 

1083-1093. 

 

2. Lipid rafts are essential for the regulation of SOCE by plasma 

membrane resident STIM1 in human platelets. Dionisio N., Galán 

C., Jardín I., Salido G.M., Rosado J.A. Biochimica et Biophysica 

Acta 2011; 1813 (3): 431-437. 

 

3. The cytoskeleton plays a modulatory role in the association between 

STIM1 and the Ca2+ channel subunits Orai1 and TRPC1. Galán C., 

Dionisio N., Smani T., Salido G.M., Rosado J.A. Biochemical 

Pharmacology 2011; 82 (4): 400-410. 

 

4. Functional role in the calmodulin- and inositol 1,4,5-trisphosphate 

receptor-binding (CIRB) site of TRPC6 in human platelet activation. 

Dionisio N., Albarran L., Berna-Erro A., Hernandez-Cruz J.M., Salido 

G.M., Rosado J.A. Cellular Signalling 2011; 23 (11): 1850-1856. 
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DISCUSIÓN 

 

El Ca2+ es un ion con un importante papel como mensajero intracelular en la 

mayoría de los modelos celulares, participando en procesos tan importantes 

como la contracción muscular, la reproducción, la secreción e incluso la 

transcripción génica, la proliferación celular y la muerte celular programada o 

apoptosis.  

 

Es por eso que la homeostasis intracelular del Ca2+ está finamente regulada 

por una serie de mecanismos entre los cuales se ha descrito la entrada 

capacitativa de Ca2+ (ECC). Este tipo de entrada está regulada por el estado de 

llenado de los depósitos intracelulares de calcio, y se inactiva al rellenarse 

dichos depósitos (Putney, 1986). Desde que la ECC se describió en 1986, se 

han estudiado en profundidad los canales que participan en la entrada de Ca2+ 

en las células. En un principio, y tras el descubrimiento de los homólogos de los 

canales TRP de Drosophila en mamíferos, se pensó que estos canales (y sobre 

todo los de la subfamilia TRPC) mediaban la entrada de Ca2+. Unos años más 

tarde, con el descubrimiento de STIM1, que actúa como sensor de Ca2+ del 

retículo endoplásmico (Roos et al., 2005;  Zhang et al., 2005); y del canal Orai1, 

responsable de las corrientes ICRAC (Feske et al., 2006), los TRPC se 

consideraron mediadores de las corrientes ISOC, un tipo de corriente menos 

selectiva para el ion Ca2+. A pesar de que la activación de la ECC ha sido muy 

ampliamente estudiada, los mecanismos de la inactivación de este tipo de 

entrada no se conocen con claridad.  

 

 Uno de los mecanismos de la inactivación de la ECC es la inactivación 

rápida de los canales CRAC/Orai, que se produce en milisegundos por la 

inhibición por retroalimentación de ICRAC mediada por la concentración de calcio 

citosólico alrededor de canales CRAC individuales (Yamashita et al., 2007;  

Zweifach et al., 1995). Además, se ha descrito que STIM1 de la membrana 

plasmática, actuando como un sensor de calcio extracelular, participa también en 

la inactivación de la ECC en diferentes tipos celulares (Spassova et al., 2006), 

incluyendo plaquetas humanas (Jardin et al., 2009b). La inactivación de la ECC 

por la STIM1 de la membrana plasmática se ha considerado como mediada por 

la interacción con Orai1 (Jardin et al., 2009b). Un estudio reciente ha revelado 

que el dominio modulador de CRAC, entre los aminoácidos 474 y 485 de la 
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región citosólica de STIM1, proporciona una señal de retroalimentación negativa 

a la entrada de calcio induciendo una inactivación rápida dependiente de calcio 

de los canales CRAC/Orai (Derler et al., 2009). Sin embargo, se desconoce si 

esta inactivación de la ECC por el calcio extracelular mediada por la STIM1 de la 

membrana contribuye a la inactivación rápida de los canales CRAC/Orai. 

 

Cuando se estudió la relación entre STIM1, Orai1 y los canales TRPC se 

observó que, una vez vaciados los depósitos intracelulares con diferentes 

agonistas, como la trombina o la TG, se formaba un complejo formado por 

STIM1, Orai1 y TRPC1 que mediaba la ECC (Jardin et al., 2008b). Este complejo 

se constituía en unas zonas concretas de la membrana plasmática, las balsas 

lipídicas, que son dominios de la membrana resistentes a los detergentes 

suaves, ricos en colesterol y esfingolípidos, que organizan la unión de moléculas 

de señalización (Prieschl et al., 2000), constituyendo plataformas para las 

proteínas de membrana, de forma que proporcionan un ambiente adecuado para 

la interacción de las proteínas asociadas a la ECC (Jardin et al., 2008d;  Pani et 

al., 2008;  Sampieri et al., 2008). Además, estos dominios de balsas lipídicas son 

importantes para la activación de muchas funciones celulares, incluyendo la 

adhesión y migración celular, la apoptosis, la organización del citoesqueleto, la 

exocitosis y la endocitosis (Pani et al., 2009;  Simons et al., 2000). Estos 

procesos celulares son además dependientes de los aumentos en la 

concentración de calcio, y se sabe que estas balsas lipídicas regulan el 

mecanismo de activación de la ECC (Sampieri et al., 2008). Por ejemplo, en las 

balsas lipídicas se insertan proteínas como la caveolina 1, para las que el 

TRPC1 tiene algunos dominios de interacción (Brazer, 2003).  

 

En los experimentos llevados a cabo en esta Tesis, se utilizó un agente 

reductor del colesterol, la MβCD, capaz de atenuar selectivamente la estabilidad 

de las balsas lipídicas (Vaca, 2010), de forma que es el medio más utilizado para 

investigar el papel de estas balsas en la fisiología celular. A pesar de ello, este 

agente también presenta ciertas limitaciones, como que no afecta a los otros 

constituyentes de las balsas lipídicas (sólo afecta al colesterol), por lo que no 

retira completamente estos dominios, sino que simplemente los daña 

significativamente; además, al usar este agente se produce también depleción 

del colesterol de las membranas internas, aunque dichas membranas tienen 

concentraciones de colesterol más bajas que la membrana plasmática. En los 

experimentos llevados a cabo en esta Tesis se usó CLCD como control, 
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observando que el efecto de la MβCD en la regulación de la ECC está mediado 

específicamente por la retirada del colesterol de estas balsas lipídicas (puesto 

que el efecto inhibidor de este agente en la regulación de ECC mediada por 

STIM1 de la membrana no fue observado en presencia de CLCD). 

 

Por tanto, los experimentos de esta Tesis se realizaron teniendo en cuenta 

las limitaciones que presenta ese agente a la hora de estudiar el papel de las 

balsas lipídicas en la activación (añadiendo la MβCD antes de la estimulación de 

las células con TG) y en el mantenimiento (con la adición de la MβCD después 

de estimular con TG) de la entrada de calcio. Se sabe que la maniobra de 

retirada del colesterol de estos dominios y, por tanto, de daño de los mismos, 

atenúa la ECC de forma significativa en diferentes tipos celulares (Bergdahl et 

al., 2003;  Jardin et al., 2008d;  Prakash et al., 2007). Esto se puede atribuir a la 

alteración de la asociación entre las proteínas que participan en la ECC, puesto 

que esta asociación se da en las balsas lipídicas. Al investigar el papel de las 

balsas lipídicas en la entrada de Ca2+, la incubación con la MβCD se llevó a cabo 

durante 30 minutos. Para explorar la función de estas balsas en la activación de 

la entrada de Ca2+ inducida por TG, ésta se estudió tras 180 segundos después 

de la adición de la TG; mientras que, para el estudio del mantenimiento de la 

entrada de Ca2+, las mediciones se hicieron 30 minutos después de la adición de 

la TG. Por otra parte, también se estudió, a esos tiempos, la sensibilidad de la 

entrada de Ca2+ al La3+, que es un bloqueante de la ECC, encontrándose que 

mientras que la entrada de Ca2+ tras 180 segundos de estimulación con TG es 

totalmente sensible al La3+, el flujo de Ca2+ tras 30 minutos de tratamiento con 

TG era parcialmente insensible. Esta entrada de Ca2+ estimulada por TG e 

insensible al La3+ podría deberse a la activación de corrientes de cationes a 

través de canales dependientes de Ca2+ o de transportadores, como por ejemplo 

el intercambio en modo inverso de Na+/Ca2+ que se produce tras el vaciamiento 

de los depósitos intracelulares de Ca2+ (Harper et al., 2007). Nuestro estudio ha 

demostrado que el silenciamiento del canal TRPC6 reduce el componente 

insensible al La3+ en este tipo celular. Además, también se ha demostrado que el 

aumento en la entrada de Ca2+ por adición de MβCD a las células previamente 

tratadas con TG se debe mayoritariamente al aumento del componente 

insensible al La3+, sin alterar la ECC. Estos resultados sugieren que las balsas 

lipídicas no son necesarias para el mantenimiento de la ECC una vez producida 

la activación, pero que aumentan la entrada no capacitativa de Ca2+ estimulada 

por el tratamiento de 30 minutos con TG, un efecto que se puede deber al 
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reclutamiento de más subunidades TRPC6 para la vía de entrada de Ca2+ no 

capacitativa, como se demostró usando las técnicas de silenciamiento con 

shRNAs.  

 

Además, los resultados de esta Tesis indican que TRPC1 participa tanto en 

la activación como en el mantenimiento de la ECC estimulada por TG, pero no 

participan en la entrada no capacitativa de Ca2+ que se produce tras el daño de 

las balsas lipídicas en las células de estudio. Por otra parte, y apoyando la teoría 

de que la MβCD carece de efecto sobre el mantenimiento de la ECC, se ha 

demostrado que la incubación durante 30 minutos con este agente una vez que 

las células fueron tratadas con TG tiene un efecto despreciable en el 

mantenimiento de la entrada de Mn2+. Este catión se usó para estos estudios 

puesto que se asume que todo él entra sólo a través de la vía capacitativa. El 

uso de este ion está ampliamente aceptado (Parekh et al., 2005), ya que evita 

interferencias en el estudio de la ECC debidas a la estimulación de la PMCA, 

puesto que el Mn2+ es transportado por esta bomba con menor afinidad que el 

Ca2+ (Graf et al., 1982;  Rink et al., 1990). Además, este ion inhibe el 

intercambiador Na+/Ca2+ (Blaustein et al., 1977), y su permeabilidad para los 

canales de Ca2+ no capacitativos (como el TRPV6), es significativamente menor 

que la permeabilidad de esos canales para el Ca2+ (Vennekens et al., 2000). 

 

A pesar de que el papel de las balsas lipídicas en la activación de la ECC y la 

asociación de STIM1 y Orai1 con estas balsas ha sido cuestionado por una 

investigación que sugiere que ICRAC no es dependiente de los dominios de balsas 

lipídicas (DeHaven et al., 2009), nuestros resultados indican que estas balsas 

lipídicas tienen un papel relevante en la activación pero no en el mantenimiento 

de la asociación de Orai1 con STIM1 y con TRPC1 estimulada por TG. Así, en 

los estudios presentados en esta Tesis, observamos que la asociación 

estimulada por TG entre esas proteínas era transitoria, y que tras 30 minutos 

después de la adición de la TG la interacción entre esas proteínas era parecida a 

la del estado de reposo. Asimismo, demostramos que la TG promueve la 

asociación inicial entre Orai1 y TRPC6 pero que la estimulación prolongada con 

esta TG produjo la disociación entre esas proteínas. Recientemente, hemos 

demostrado que el TRPC6 participa tanto en la ECC como en la entrada no 

capacitativa de Ca2+ a través de su interacción con el complejo Orai1-STIM1 o 

hTRPC3 respectivamente (Jardin et al., 2009a). A pesar de que en el presente 

estudio no se ha analizado la asociación de TRPC6 con TRPC3, la disociación 
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observada de TRPC6 con Orai1 puede apoyar la idea de la activación de la 

entrada no capacitativa de Ca2+, lo cual podría explicar los efectos de la MβCD  

tanto aumentando la entrada no capacitativa de Ca2+ como reduciendo la 

coinmunoprecipitación de Orai1 con TRPC6. Es decir, esta Tesis desvela que las 

balsas lipídicas tienen un importante papel en la entrada de cationes divalentes 

inducida por TG, lo cual está probablemente mediado por el papel de las balsas 

lipídicas en la asociación entre Orai1, STIM1, TRPC1 y TRPC6. La disrupción de 

las balsas lipídicas antes de la activación de la ECC resulta en la atenuación de 

la asociación mediada por el vaciamiento de los depósitos entre estas proteínas, 

pero cuando la disrupción de las balsas lipídicas se produce tras el vaciamiento 

de los depósitos, la asociación de Orai1 con STIM1 o TRPC1 no se redujo 

significativamente, y tampoco la entrada de Mn2+, mientras que la disociación 

entre Orai1 y TRPC6 estaba claramente aumentada, lo cual explica que se 

produjo una activación de la entrada no capacitativa de Ca2+. 

 

Quisimos ver también el efecto de la desorganización de las balsas lipídicas 

en la ECC en plaquetas, observando que dicha disrupción, producida por la 

MβCD, disminuía la ECC y alteraba la sensibilidad de la ECC al Ca2+ 

extracelular. A concentraciones altas de Ca2+ en el medio extracelular (3 mM), la 

entrada de cationes divalentes era significativamente mayor en presencia de la 

MβCD, lo cual puede atribuirse a la alteración de la localización de STIM1 en la 

membrana plasmática y, subsecuentemente, a la alteración de la asociación con 

Orai1 por tratamiento con TG. Sin embargo, puesto que la asociación inducida 

por el vaciamiento de los depósitos de STIM1 de la membrana con Orai1 es 

mucho mayor que la asociación de STIM1 a la membrana, no podemos 

descartar la posibilidad de que la alteración de la asociación entre STIM1 de la 

membrana y Orai1 se deba a cambios en el ambiente lipídico más que a la 

alteración de la asociación de STIM1 a la membrana. La disrupción de las balsas 

lipídicas no alteró las concentraciones en reposo tanto de STIM1 en la 

membrana plasmática como de la coinmunoprecipitación de la STIM1 de la 

membrana con Orai1. Aunque la causa de este fenómeno no se ha estudiado 

con más profundidad, podría explicarse por la presencia de STIM1 de la 

membrana tanto independiente como dependientemente de las balsas lipídicas o 

por una reducción de ambos eventos. 

 

Además, nuestros resultados en plaquetas indican que las balsas lipídicas, 

como decíamos antes, son necesarias para la asociación de Orai1 con STIM1, 
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tanto el de la membrana como la fracción intracelular de STIM1. Esto se detectó 

en nuestros experimentos inmunoprecipitando lisados completos de plaquetas 

con anticuerpo anti-STIM1 (de forma que se incluye tanto el de la membrana 

como el intracelular) seguidos de Western blotting con anticuerpo anti-Orai1. Los 

resultados indicaron que los datos obtenidos al inmunoprecipitar STIM1 no sólo 

se debían a la STIM1 de la membrana, puesto que la asociación basal con Orai1 

era mayor en los lisados completos, así como la asociación entre STIM1 y Orai1 

tras estimular con TG. 

 

Los resultados muestran además que la inhibición de la traslocación inducida 

por TG de STIM1 a la membrana plasmática producida por la disrupción de las 

balsas lipídicas puede deberse a la localización y al reclutamiento de STIM1 a la 

membrana plasmática, en vez de a la alteración del tráfico intracelular. Esto se 

basa en la falta de efecto de la MβCD sobre los niveles de STIM1 de la 

membrana en células sin estimular, lo cual sugiere que el ciclo de reemplazo de 

la STIM1 de la membrana no se altera, aunque tampoco se puede descartar que 

esté disminuido. Sin embargo, se ha visto que mientras que el reclutamiento de 

proteínas de membrana en regiones de membrana ricas en fosfolípidos se 

produce a través de interacciones proteína-proteína, las proteínas que se 

asocian con las balsas lipídicas requieren interacciones también entre los lípidos 

de estas balsas y los dominios transmembrana de las proteínas o el fraccionado 

lipídico de las proteínas de la membrana por una modificación lipídica (Alonso et 

al., 2001). 

 

Es decir, en plaquetas demostramos que las balsas lipídicas son también 

importantes para que se produzca la interacción entre Orai1 y STIM1 de la 

membrana plasmática. Esta última, actuando probablemente como un sensor del 

Ca2+ extracelular, es esencial para el mecanismo de inactivación de la ECC 

mediada por el Ca2+ extracelular, lo cual puede prevenir la intoxicación y muerte 

de la célula por exceso de Ca2+. 

 

La activación y el mantenimiento de la ECC están regulados de forma 

diferente dependiendo del tipo celular, y el citoesqueleto tiene un papel muy 

importante en estos procesos. Por ejemplo, se sabe que la activación de la ECC 

es sensible a la jasplakinolida, que es un estabilizador del citoesqueleto de 

actina, mientras que el mantenimiento de esta ECC es insensible a la 

estabilización de actina tanto en plaquetas como en células acinares 
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pancreáticas de ratón (Redondo et al., 2003;  Rosado et al., 2000a). Además, se 

ha descubierto que en plaquetas humanas los microtúbulos juegan un papel 

doble en la ECC, de forma que actúan por un lado como una barrera que 

previene la ECC constitutiva regulada por el sistema tubular denso (el análogo al 

retículo endoplásmico en las plaquetas), y también facilitan la ECC mediada por 

los depósitos acídicos de Ca2+ (Redondo et al., 2007b). Por el contrario, en las 

células HEK293, que fueron el objeto de nuestro estudio para generalizar 

nuestra hipotesis, los microtúbulos facilitan la ECC y la corriente ICRAC, lo cual se 

ha atribuido a un papel de los microtúbulos en la localización de STIM1 (Smyth 

et al., 2008). Asimismo, se sabe que la ECC es insensible a la citocalasina D, un 

inhibidor de la polimerización de actina permeable a membranas, en un gran 

número de células, como la línea celular de músculo liso DDT1MF-2 o la línea 

derivada de la aorta embrionaria de rata A7r5 (Patterson et al., 1999). Por el 

contrario, la red de actina tiene un importante papel en la ECC de neutrófilos 

(Itagaki et al., 2004), queratinocitos humanos (Korkiamaki et al., 2003), células 

bovinas adrenocorticales (Kawamura et al., 2003), células de glioma C6 (Sabala 

et al., 2002), células del endotelio vascular (Holda et al., 1997) y plaquetas 

humanas (Harper et al., 2007;  Rosado et al., 2000a;  Rosado et al., 2004). En 

las plaquetas humanas, se ha observado un efecto dependiente del tiempo de la 

citocalasina D sobre la ECC, lo cual apoya la teoría de que existe un papel doble 

del citoesqueleto de actina en la ECC, como se mencionaba anteriormente, de 

forma que actúa tanto como un regulador negativo evitando la ECC constitutiva 

como facilitando el acoplamiento entre elementos de la membrana del retículo 

endoplásmico y los canales de Ca2+ de la membrana plasmática (Rosado et al., 

2000a;  Rosado et al., 2004). 

 

Es por todo ello que en esta Tesis quisimos analizar el papel del 

citoesqueleto en la ECC en células HEK293. Para ello, se utilizaron agentes 

estabilizadores, como la jasplakinolida (estabiliza la red cortical de actina) y 

paclitaxel (estabiliza los microtúbulos); o disruptores, como la citocalasina D (que 

destruye el citoesqueleto de actina) o la colchicina (que actúa sobre los 

microtúbulos). Se observó que, al usar los agentes disruptores, aumentaba la 

ECC inducida por TG, mientras que, al estabilizar la red de actina o los 

microtúbulos, se reducía la ECC inducida por TG, siendo éste el resultado 

esperado, lo cual sugiere que el citoesqueleto de actina y los microtúbulos tienen 

un papel importante en el flujo de Ca2+, actuando probablemente como una 

barrera que previene la ECC en células en reposo, tal y como se dijo 
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anteriormente que ocurría en las plaquetas humanas (Redondo et al., 2007b).  

Sin embargo, un estudio previo concluyó que el nocodazol y la colchicina 

reducen la ECC inducida por TG en células HEK293 (Smyth et al., 2008). Esta 

aparente contradicción entre los resultados obtenidos en esta Tesis y los 

encontrados por Smyth et al. podría deberse al hecho de que ambos estudios 

estiman la ECC a distintas etapas. En nuestro estudio, la iniciación de la entrada 

de Ca2+ se indujo 3 minutos después de la adición de TG, mientras que en su 

estudio la TG fue añadida a las células resuspendidas en un medio que contenía 

Ca2+ (Smyth et al., 2008). De hecho, en ciertos modelos celulares, como las 

células acinares pancreáticas (Camello et al., 1999) y las plaquetas humanas 

(Jenner et al., 2000) (en estas células reguladas por el citoesqueleto (Jardin et 

al., 2008b)), se han observado diferentes etapas para la ECC. 

 

El papel del citoesqueleto en la modulación de la ECC se ha atribuido a una 

serie de eventos de señalización, incluyendo la facilitación de la localización de 

STIM1 en el retículo endoplásmico (Smyth et al., 2008), probablemente a través 

de su interacción con la proteína EB1 (Grigoriev et al., 2008), la regulación de la 

internalización de los canales TRP (Itagaki et al., 2004) o modulando la 

interacción de las proteínas TRPC con el receptor de IP3 de tipo II (Rosado et al., 

2001;  Rosado et al., 2002). En esta Tesis demostramos por primera vez que el 

citoesqueleto regula la asociación de STIM1 con Orai1 y con los canales TRPC1 

en la membrana plasmática. Los efectos de las alteraciones del citoesqueleto 

demostrados aquí, tanto usando colchicina, paclitaxel o jasplakinolida, en la 

ECC, son similares a las modificaciones observadas en la asociación entre 

STIM1 y los canales de Ca2+, sugiriendo que tanto los filamentos de actina como 

los microtúbulos actúan como una barrera cortical que previene la asociación 

entre STIM1 y estos canales, así como la ECC; de forma que al romper esta 

barrera se facilita la asociación entre STIM1 y los canales, y la ECC. Sin 

embargo, al estabilizar las redes de actina o de microtúbulos se alteran ambos 

eventos. Asimismo, hemos descubierto que la disrupción de los filamentos de 

actina aumenta la ECC sin producir ningún efecto significativo en la asociación 

entre STIM1 y Orai1 o STIM1 y TRPC1. Además, hemos encontrado que la 

disrupción de los microfilamentos produce una inhibición en la asociación entre 

calmodulina y Orai1 o TRPC1 inducida por TG. Puesto que la inhibición de la 

calmodulina produce un efecto similar en la ECC inducida por TG que la 

disrupción de los filamentos de actina, los resultados de esta Tesis demuestran 

que la calmodulina tiene un papel en la regulación de la ECC a través de su 
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interacción con Orai1 y TRPC1, lo cual está facilitado por el citoesqueleto. Los 

microtúbulos tienen un papel más importante en la asociación de STIM1 con los 

canales de Ca2+, como se ha demostrado anteriormente (Smyth et al., 2007), 

puesto que la disrupción de los mismos aumenta esta asociación, un proceso 

que no se ha observado tras la inhibición de la polimerización de actina. 

 

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que el citoesqueleto tiene un 

papel relevante en la regulación de la ECC en células HEK293, a través de la 

regulación de la interacción entre STIM1 y Orai1 o TRPC1. Además, el 

citoesqueleto de actina facilita la asociación de la calmodulina con los canales de 

Ca2+ en la membrana plasmática, lo cual proporciona un papel regulador 

adicional del flujo de Ca2+ mediado por los depósitos, de forma que la disrupción 

de la red de actina produce una alteración de la inactivación de la ECC 

dependiente de Ca2+. 

 

La calmodulina es una proteína encargada de regular numerosas proteínas 

intracelulares, incluyendo canales iónicos, de una forma dependiente de Ca2+ 

(Zhu, 2005). Su interacción con los canales TRP fue descrita en Drosophila en la 

década de los 90 (Phillips et al., 1992), sugiriéndose que la regulación de la 

función de las proteínas TRP por el Ca2+ es un mecanismo conservado. Se sabe 

también de la interacción de la calmodulina con TRPC1 en mamíferos (Singh et 

al., 2002), con el extremo C-terminal polibásico de STIM1 (Bauer et al., 2008) y 

con el dominio N-terminal proximal a la membrana de Orai1 (Mullins et al., 2009). 

Además, se ha demostrado que la calmodulina está involucrada en la 

inactivación de la ECC dependiente de Ca2+. Esto se ha comprobado mediante 

el uso de mutantes de TRPC1 o Orai1 incapaces de unirse a la calmodulina, lo 

cual previene la inactivación de ECC dependiente de Ca2+ en células de las 

glándulas salivales humanas (Singh et al., 2002) o la ICRAC en células HEK293 

(Mullins et al., 2009), respectivamente. También se han usado métodos de 

sobreexpresión de un péptido inhibidor de la calmodulina y de un mutante de la 

calmodulina insensible al Ca2+, lo cual produce una reducción de ISOC en células 

hepáticas (Litjens et al., 2004). 

 

La calmodulina también es capaz de unirse a TRPC6, a través del dominio 

CIRB (C-terminal), al que también se unirán los IP3Rs. Este sitio es 

especialmente importante, puesto que, dependiendo de la concentración de 

Ca2+, la calmodulina puede actuar como un interruptor de la activación de la 
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función del TRPC6 mediada por el IP3R. Este TRPC6 tiene un importante papel 

regulador de la entrada de Ca2+ en plaquetas humanas, actuando como el punto 

convergente entre el flujo de Ca2+ mediado por receptores y el mediado por los 

depósitos (Woodard et al., 2010). En esta Tesis hemos investigado el papel 

funcional de este TRPC6 en plaquetas humanas al unirse bien a calmodulina o 

bien a los IP3Rs, puesto que esta unión juega un papel importante en la 

regulación de la función de los canales TRPC. 

 

A la hora de realizar los experimentos, se consideraron dos factores 

importantes con respecto a la interacción de los TRPCs con calmodulina o 

IP3Rs: la concentración de Ca2+ y la concentración de IP3 citosólico. Hemos 

descubierto que, a concentraciones basales de IP3, el flujo de Ca2+ inducido por 

la ionomicina en presencia de [Ca2+]o crecientes produce la unión dependiente 

de Ca2+ de la calmodulina a los canales TRPC6, desplazando así la unión de los 

mismos con los IP3Rs. Esto sugiere que, como se ha indicado para otras 

proteínas TRPC (Zhu, 2005), la elevación de la concentración de Ca2+ aumenta 

la afinidad de la calmodulina para el sitio CIRB de TRPC6. Por otra parte, en 

esta Tesis hemos descubierto que la generación de IP3 es necesaria para la 

unión de los IP3Rs al TRPC6 inducida por agonistas, y por tanto el 

desplazamiento de la calmodulina. En presencia de 1,2 mM de Ca2+ extracelular, 

la estimulación con trombina, que induce tanto una gran entrada de Ca2+ como la 

generación de IP3, produce un aumento de la asociación de los IP3Rs con 

TRPC6, y por lo tanto la disociación de la calmodulina de estos TRPC6, 

sugiriendo que, a concentraciones suficientemente altas de IP3, los IP3Rs no son 

desplazados por la calmodulina, incluso cuando la calmodulina está unida al 

Ca2+.  

 

Nuestros resultados indican que, al estimular las plaquetas con trombina 

para elevar así los niveles de IP3, la asociación de los IP3Rs con TRPC6 se 

atenuaba cuando la entrada de Ca2+ estaba abolida, aunque había cierta 

asociación, independiente de los aumentos de la concentración de Ca2+, puesto 

que la carga con dimetil BAPTA no tuvo ningún efecto. Estos resultados indican 

por primera vez que la asociación entre los IP3Rs y el TRPC6 inducida por 

agonistas ocurre a través de mecanismos dependientes e independientes de 

Ca2+. 
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Por otra parte, al introducir el anticuerpo anti-TRPC6 en las plaquetas, con 

un epítopo que se solapa con el sitio CIRB, obtuvimos unos resultados 

interesantes acerca del papel del dominio CIRB del TRPC6 en la función 

plaquetaria. La introducción del anticuerpo alteró la interacción entre TRPC6 y 

calmodulina o IP3Rs, de forma que se alteró significativamente la entrada de 

calcio inducida por agonistas, así como la agregación. En presencia del 

anticuerpo, ambos procesos celulares se encuentran inhibidos a bajas [Ca2+]o y 

aumentados a altas [Ca2+]o. Esta inhibición de las funciones plaquetarias a bajas 

[Ca2+]o se puede atribuir a un requerimiento parcial para que se produzca la 

asociación de los IP3Rs con TRPC6, necesario a bajas [Ca2+]o pero debilitado por 

un mecanismo dependiente de Ca2+, con baja afinidad por el Ca2+, a altas 

[Ca2+]o, puesto que la entrada de Ca2+ y la agregación estaban aumentadas a 

altas [Ca2+]o. Este aumento de la entrada de Ca2+ y de la agregación se puede 

deber a una alteración del mecanismo de retroalimentación negativa del que se 

encarga la CaM en presencia de alta [Ca2+]c. En conclusión, estos resultados 

revelan que la entrada de Ca2+ y la agregación estimuladas por trombina en 

plaquetas humanas están reguladas dinámicamente por los niveles de Ca2+ y de 

IP3 a través de la interacción de la calmodulina o de los IP3Rs con el sitio CIRB 

del canal TRPC6. 

 

 

 

 



 

 



Discussion 

 

 177

DISCUSSION 

 

Ion Ca2+ plays an important role as an intracellular messenger in most cellular 

models, participating in essential processes, like muscle contraction, 

reproduction, secretion and even gene transcription, cell proliferation and 

programmed cell death or apoptosis. 

 

This is why the intracellular Ca2+ homeostasis is tightly modulated by a variety 

of mechanisms, including store-operated Ca2+ entry (SOCE). This entry is 

regulated by the filling state of intracellular Ca2+ stores, and it is inactivated by 

store replenishment (Putney, 1986). Since SOCE was described in 1986, the 

channels involved in Ca2+ entry have been studied in depth. At first, and after the 

discovery of the homologues of Drosophila TRP channels in mammals, those 

channels (and especially the TRPC subfamily) were thought to mediate Ca2+ 

entry. A few years later, with the discovery of STIM1, which acts as a Ca2+ sensor 

in the endoplasmic reticulum (Roos et al., 2005;  Zhang et al., 2005); and Orai1 

channel, responsible for the ICRAC currents (Feske et al., 2006), TRPC channels 

were considered to be mediators of ISOC currents, a type of current less selective 

for Ca2+. Although the activation of SOCE has been widely investigated, the 

mechanisms of its inactivation remain unclear. 

 

One of the mechanisms of SOCE inactivation is the fast inactivation of 

CRAC/Orai channels, which occurs in milliseconds by feedback inhibition of ICRAC 

mediated by the cytosolic Ca2+ concentration around individual CRAC channels 

(Yamashita et al., 2007;  Zweifach et al., 1995). Furthermore, it has been 

reported that PM-resident STIM1, acting as a sensor of extracellular Ca2+, is also 

involved in SOCE inactivation in different cell types (Spassova et al., 2006), 

including human platelets (Jardin et al., 2009b). SOCE inactivation by PM-

spanning STIM1 has been considered to be mediated by interaction with Orai1 

(Jardin et al., 2009b). A recent study has revealed that the CRAC modulatory 

domain, within the amino acids 474 and 485 of the cytosolic region of STIM1, 

provides a negative feedback signal to Ca2+ entry by inducing a rapid Ca2+-

dependent inactivation of the CRAC/Orai channels (Derler et al., 2009). However, 

it remains unclear whether the observed SOCE inactivation by extracellular Ca2+ 

mediated by PM-resident STIM1 contributes to fast inactivation of the 

CRAC/Orai1 channels. 
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When we studied the relationship between STIM1, Orai1 and TRPC 

channels, we observed that, once the intracellular stores were depleted using 

different agonists (like thrombin or TG), a complex of STIM1, Orai1 and TRPC1 

was formed and mediated SOCE (Jardin et al., 2008b). This complex is 

constituted in certain areas in the plasma membrane, the lipid rafts, which are 

sphingolipids and cholesterol enriched plasma membrane domains, resistant to 

mild detergents, that organize the assembly of signalling molecules (Prieschl et 

al., 2000), forming platforms for membrane proteins to provide a suitable 

environment for the interaction of SOCE-associated proteins (Jardin et al., 2008d;  

Pani et al., 2008;  Sampieri et al., 2008). Furthermore, these lipid rafts domains 

are important for the activation of many cellular functions, including cell adhesion 

and migration, apoptosis, cytoskeletal organization, exocytosis and endocytosis 

(Pani et al., 2009;  Simons et al., 2000). These cellular processes are also 

dependent on increases in Ca2+ concentration, and lipid rafts are known to 

regulate the mechanism of SOCE activation (Sampieri et al., 2008). For instance, 

proteins like caveolin 1, for which TRPC1 has some interaction domains, are 

inserted in lipid rafts (Brazer, 2003). 

 

In the experiments carried out in this Thesis, we used a cholesterol-reducing 

agent, MβCD, which is able to selectively attenuate lipid raft stability (Vaca, 

2010), so that it is the most widely used agent to investigate the role of these lipid 

rafts in cell physiology. However, this agent also has certain limitations, as it can 

not produce the complete disruption of lipid rafts since it only affects cholesterol 

and not the other constituents of lipid rafts. Also, the use of this agent produces 

cholesterol depletion of internal membranes, although those membranes have 

lower cholesterol levels than the plasma membrane. In the experiments 

conducted in this Thesis, we used CLCD as a control, observing that the effect of 

MβCD in SOCE regulation is specifically mediated by cholesterol removal from 

lipid rafts (since the inhibitory effect of this agent in SOCE regulation mediated by 

PM-resident STIM1 was not observed in the presence of CLCD). 

 

Therefore, the experiments in this Thesis were conducted considering the 

limitations of MβCD when studying the role of lipid rafts in the activation (adding 

the MβCD prior to stimulation of cells with TG) and maintenance (with the 

addition of MβCD after stimulation with TG) of Ca2+ entry. It is known that 

removal of cholesterol from those domains and, therefore, their damage, 

attenuates SOCE significantly in different types of cells (Bergdahl et al., 2003;  
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Jardin et al., 2008d;  Prakash et al., 2007). This can be attributed to the 

disruption of the association between the proteins involved in SOCE, since that 

association occurs in lipid rafts. When we investigated the role of lipid rafts in 

Ca2+ entry, incubation with MβCD was conducted for 30 minutes. To explore the 

role of those lipid rafts in the activation of thapsigargin-induced Ca2+ entry, it was 

studied after 180 seconds after the addition of TG; while, for the study of the 

maintenance of Ca2+ entry, measurements were made 30 minutes after TG 

addition. Moreover, we also studied at those times the sensitivity of Ca2+ entry to 

La3+, which is a SOCE blocker, finding that, while the influx of Ca2+ after 180 

seconds of stimulation with TG is completely sensitive to La3+, after 30 minutes of 

TG treatment it was partially insensitive. This La3+-insensitive TG-stimulated Ca2+ 

entry may be attributed to the activation of cation currents through Ca2+-

dependent channels or transporters such as the reported reverse Na+/Ca2+ 

exchange activation secondary to store depletion (Harper et al., 2007). Our study 

has shown shTRPC6 reduces the La3+-insensitive component in this cellular type. 

Furthermore, it has been also demonstrated that the increase in Ca2+ entry by 

addition of MβCD to the cells previously treated with TG is mainly due to the 

increase of La3+-insensitive component, without altering SOCE. These results 

suggest that lipid rafts are not necessary for the maintenance of SOCE once the 

activation has been produced, but they increase non-capacitative Ca2+ entry 

stimulated by treatment with TG for 30 minutes, an effect that may be attributed 

to the recruitment of further TRPC6 units to the non-capacitative Ca2+ entry 

pathway, as demonstrated using silencing techniques with shRNAs. 

 

The results of this study also indicate that TRPC1 participates in both the 

activation and maintenance of TG-stimulated SOCE, but it does not participate in 

non-capacitative Ca2+ entry produced after the disruption of lipid rafts in the cells 

of this study. On the other hand, and supporting the lack of effect of MβCD on the 

maintenance of SOCE, it has been demonstrated that the incubation with this 

agent for 30 minutes after treatment with TG has a negligible effect on the 

maintenance of Mn2+ entry. This cation was used for these studies since it is 

assumed that it only enters the cell through the store-operated pathway. The use 

of this ion is widely accepted (Parekh et al., 2005), since it avoids interferences in 

the study of SOCE arising from the stimulation of PMCA, because Mn2+ is 

transported by this pump with lower affinity than Ca2+ (Graf et al., 1982;  Rink et 

al., 1990). Also, this ion inhibits the Na+/Ca2+ exchanger (Blaustein et al., 1977) 
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and the permeability for Mn2+ of non-capacitative Ca2+ channels (such as TRPV6) 

is significantly smaller than their permeability for Ca2+ (Vennekens et al., 2000). 

 

Although the role of lipid rafts in the activation of SOCE and the association of 

STIM1 and Orai1 with lipid rafts has been recently questioned by a report that 

suggests that ICRAC is not dependent on lipid rafts domains (DeHaven et al., 

2009), our results indicate that lipid rafts have a relevant role in the activation but 

not the maintenance of the TG-stimulated association of Orai1 with STIM1 and 

TRPC1. Thus, in the studies presented in this Thesis, we observed that the TG-

evoked association between those proteins was transient and that, 30 minutes 

after the TG addition, the interaction of those proteins was close to the resting 

level. Furthermore, we demonstrated that TG promotes an initial association 

between Orai1 and TRPC6 but a prolonged stimulation with TG produces the 

dissociation between those proteins. Recently, we showed that TRPC6 

participates both in SOCE and in non-capacitative Ca2+ entry through its 

interaction with the Orai1-STIM1 complex or hTRPC3 respectively (Jardin et al., 

2009a). Although in the present study we did not analyze the association of 

TRPC6 with TRPC3, the observed dissociation of TRPC6 from Orai1 may 

support the idea of the activation of non-capacitative Ca2+ entry, which could 

explain the effects of the MβCD both increasing non-capacitative Ca2+ entry and 

reducing co-immunoprecipitation of Orai1 with TRPC6. This Thesis reveals that 

lipid rafts play an important role in TG-induced divalent cation entry, which is 

probably mediated by a role of lipid rafts in the association between Orai1, 

STIM1, TRPC1 and TRPC6. Lipid rafts disruption prior to SOCE activation results 

in the attenuation of store-operated association between those proteins, but 

when the disruption of lipid rafts is produced after store depletion, the association 

of Orai1 with STIM1 or TRPC1 is not significantly reduced, as well as Mn2+ entry, 

while dissociation between Orai1 and TRPC6 is clearly increased, which explains 

enhanced non-capacitative Ca2+ entry. 

 

We also wanted to study the effect of the disruption of lipid rafts in SOCE in 

platelets, observing that this disruption, induced by MβCD, attenuates SOCE and 

impairs the sensibility of SOCE to extracellular Ca2+. At high Ca2+ concentrations 

in extracellular medium (3 mM), divalent cation entry was significantly greater in 

the presence of MβCD, which may be attributed to the impairment of STIM1 

localization in the plasma membrane upon treatment with TG and, subsequently, 

association with Orai1. However, since the store depletion-induced association of 
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PM-spanning STIM1 with Orai1 is much greater than PM association of STIM1, 

we can not rule out the possibility that impairment of the association between 

PM-STIM1 and Orai1 is due to changes in the lipid environment rather than to the 

alteration of PM association of STIM1. The disruption of lipid rafts did not alter the 

resting level of either expression of STIM1 in the plasma membrane or co-

immunoprecipitation of PM-spanning STIM1 with Orai1. Although the cause of 

this phenomenon has not been further studied, it could be explained either by the 

presence of both lipid raft-dependent and -independent STIM1 pools in the PM or 

by a reduced turnover of both events. 

 

Furthermore, our results in platelets indicate that lipid rafts, as noted aboved, 

are necessary for the association of Orai1 with PM-resident STIM1 and also with 

the intracellular pool of STIM1. This was detected in our experiments 

immunoprecipitating whole platelet lysates with anti-STIM1 antibody (so that it 

includes both the membrane and the intracellular fraction), followed by Western 

blotting with an anti-Orai1 antibody. The results indicate that the obtained results 

after STIM1 immunoprecipitation were not only due to PM-STIM1, since the basal 

association with Orai1 was higher in the whole lysates, as well as TG-evoked 

association between STIM1 and Orai1. 

 

The results further show that the inhibition of TG-induced translocation of 

STIM1 to the plasma membrane by disruption of lipid rafts may be due to the 

location and recruitment of STIM1 into the plasma membrane, rather than to 

impairment of the intracellular trafficking. This is based on the lack of effect of 

MβCD in the plasma membrane level of STIM1 in unstimulated cells, which 

suggests that the turnover of PM-STIM1 is not altered, although we can not rule 

out that it is reduced. However, it has been shown that, while the recruitment of 

membrane proteins in phospholipid-rich membrane regions occurs through 

protein-protein interactions, proteins that associate with lipid rafts require 

interactions between the lipids in these rafts and the transmembrane domains of 

proteins or the lipid moiety of proteins attached to the membrane by a lipid 

modification (Alonso et al., 2001). 

 

Thus, we demonstrated in platelets that lipid rafts are required for the 

interaction between Orai1 and PM-resident STIM1. The latter, probably acting as 

a sensor of extracellular Ca2+ concentration, is essential for the mechanism of 
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SOCE inactivation by extracellular Ca2+ conentration, which can prevent the 

intoxication and death of the cell due to excessive Ca2+. 

 

Activation and maintenance of SOCE are regulated differently depending on 

the cell type, and the cytoskeleton has a very important role in these processes. 

For example, it is known that the activation of SOCE is sensitive to jasplakinolide, 

a stabilizer of the actin cytoskeleton, while the maintenance of Ca2+ entry is 

insensitive to actin stabilization both in platelets and in mouse pancreatic acinar 

cells (Redondo et al., 2003;  Rosado et al., 2000a). Besides, it has been reported 

that in human platelets, microtubules play a dual role in SOCE, acting as a barrier 

that prevents constitutive SOCE regulated by the dense tubular system (the ER 

analogue in platelets), and also facilitating SOCE mediated by the acidic Ca2+ 

stores (Redondo et al., 2007b). In contrast, in HEK293 cells, which were the 

object of our study to generalize our hypothesis, microtubules facilitate SOCE 

and ICRAC current, which is attributed to a role of the microtubules in the 

localization of STIM1 (Smyth et al., 2008). Also, it is known that SOCE is 

insensitive to cytochalasin D, a membrane-permeant inhibitor of actin 

polymerization, in a large numer of cells, like the DDT1MF-2 transformed smooth 

muscle cell line or the nontransformed A7r5 smooth muscle line derived from rat 

embryonic aorta (Patterson et al., 1999). However, the actin network plays an 

important role in SOCE in neutrophils (Itagaki et al., 2004), human keratinocytes 

(Korkiamaki et al., 2003), bovine adrenocortical fasciculata cells (Kawamura et 

al., 2003), glioma C6 cells (Sabala et al., 2002), vascular endothelial cells (Holda 

et al., 1997) and human platelets (Harper et al., 2007;  Rosado et al., 2000a;  

Rosado et al., 2004). In human platelets, a time-dependent effect of cytochalasin 

D on SOCE has been observed, which supports the theory that there is a dual 

role for the actin cytoskeleton in SOCE, as mentioned above, so it acts both as a 

negative clamp that prevents constitutive SOCE, and also facilitating the coupling 

between elements in the membrane of the endoplasmic reticulum and Ca2+ 

channels in the plasma membrane (Rosado et al., 2000a;  Rosado et al., 2004). 

 

It is because those reasons that in this Thesis we wanted to analyze the role 

of the cytoskeleton in SOCE in HEK293 cells. For this reason, we use stabilizing 

agents, like jasplakinolide (which stabilizes the cortical actin network) and 

paclitaxel (stabilizes microtubules); or disruptors, like cytochalasin D (which 

disrupts the actin cytoskeleton) or colchicine (which disrupts the microtubules). It 

was observed that, when using the disruptor agents, TG-evoked SOCE was 
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increased, while, when the actin network or the microtubules were stabilized, TG-

evoked SOCE was reduced, which suggests that actin cytoskeleton and 

microtubules have an important role in Ca2+ influx, probably acting as a barrier 

that prevents SOCE in resting cells, like in human platelets, as metioned above 

(Redondo et al., 2007b). A previous study concluded that nocodazole and 

colchicine reduce TG-evoked SOCE in HEK293 cells (Smyth et al., 2008). This 

apparent contradiction between the results obtained in this Thesis and those 

found by Smyth et al. could be due to the fact that both studies estimate SOCE at 

different stages. In our study, the initiation of Ca2+ entry was induced 3 minutes 

after the addition of TG, while in the study published by Smyth et al. TG was 

added to the cells in a medium containing Ca2+ (Smyth et al., 2008). In fact, 

different stages for SOCE have been reported in certain cellular models, like 

pancreatic acinar cells (Camello et al., 1999) and human platelets (Jenner et al., 

2000), the latter differentially regulated by the cytoskeleton (Jardin et al., 2008b). 

 

The role of the cytoskeleton in the modulation of SOCE has been attributed to 

a number of signalling events, including the facilitation of STIM1 localization 

within the endoplasmic reticulum (Smyth et al., 2008), probably through its 

interaction with the microtubule-plus-end-tracking protein EB1 (Grigoriev et al., 

2008), the regulation of TRP channels internalization (Itagaki et al., 2004) or by 

modulating the interaction of TRPC proteins with the type II IP3 receptor (Rosado 

et al., 2001;  Rosado et al., 2002). In this Thesis, we report for the first time that 

the cytoskeleton regulates the association between STIM1 and Orai1 and TRPC1 

channels in the plasma membrane. The effects of the alterations of the 

cytoskeleton shown here, using colchicine, paclitaxel or jasplakinolide, on SOCE, 

are paralleled by a similar modification of the association between STIM1 and 

Ca2+ channels, suggesting that both the actin filaments and microtubules act as a 

cortical barrier that prevents the association between STIM1 and Ca2+ channels 

and SOCE; thus disruption of this barrier facilitates both the association between 

STIM1 and Ca2+ channels and SOCE. However, when actin network or 

microtubules were stabilized, both events were altered. Furthermore, we have 

discovered that the disruption of actin filaments increases SOCE without inducing 

any significant effect on the association between STIM1 and Orai1 or STIM1 and 

TRPC1. We have also found that the disruption of the microfilaments produces 

an inhibition of TG-induced association between calmodulin and Orai1 or TRPC1. 

Since inhibition of calmodulin has a similar effect in TG-induced SOCE than 

disruption of actin filaments, the results in this Thesis demonstrate that 
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calmodulin has a role in the regulation of SOCE through its interaction with Orai1 

and TRPC1, which is supported by the actin cytoskeleton. The microtubules play 

a further important role in the association between STIM1 and Ca2+ channels, as 

was previously shown (Smyth et al., 2007), since disruption of the microtubules 

increases this association, a process that has not been observed after inhibition 

of actin polymerization. 

 

Therefore, our results show that cytoskeleton plays a relevant role in SOCE 

regulation in HEK293 cells, through the regulation of the interaction between 

STIM1 and Orai1 or TRPC1. Moreover, actin cytoskeleton facilitates association 

between calmodulin and Ca2+ channels in the plasma membrane, which provides 

an additional regulator role of Ca2+ influx mediated by the stores, so that the 

disruption of the actin network produces an impairment of the Ca2+-dependent 

SOCE inactivation.  

 

Calmodulin is a protein responsible for regulating a number of intracellular 

proteins, including ion channels, in a Ca2+-dependent manner (Zhu et al., 2005). 

Its interaction with TRP channels was described in Drosophila in the 90s (Phillips 

et al., 1992), suggesting that regulation of TRPC protein function by Ca2+ is a 

conserved mechanism. It is also known that calmodulin interacts with TRPC1 in 

mammals (Singh et al., 2002), with the polybasic C-termini of STIM1 (Bauer et 

al., 2008) and with a membrane-proximal N-terminal domain of Orai1 (Mullins et 

al., 2009). Moreover, it has been shown that calmodulin is involved in Ca2+-

dependent inactivation of SOCE. This has been demonstrated using mutants for 

TRPC1 or Orai1, unable to bind to calmodulin, which prevents Ca2+-dependent 

inactivation of SOCE in human salivary gland cells (Singh et al., 2002) or ICRAC in 

HEK293 cells (Mullins et al., 2009), respectively. Over-expression of calmodulin 

inhibitor peptide or a Ca2+-insensitive calmodulin mutant have also been used, 

and produce a reduction in inactivation of ISOC in liver cells (Litjens et al., 2004). 

 

Calmodulin is also able to bind to TRPC6 through CIRB domain (C-terminal), 

which can also bind to IP3Rs. This site is especially important, since, depending 

on the Ca2+ concentration, calmodulin might act as a switch for IP3R-mediated 

activation of TRPC function. TRPC6 has a important role regulating Ca2+ entry in 

human platelets, acting as a point of convergence between receptor- and store-

operated Ca2+ influx (Woodard et al., 2010). In this Thesis we have investigated 

the functional role of TRPC6 in human platelets when binding either calmodulin 
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or IP3Rs, since this binding plays an important role in the regulation of the 

function of TRPC channels. 

 

When these experiments were performed, two factors concerning the 

interaction of TRPCs with calmodulin of IP3Rs were considered: Ca2+ 

concentration and cytosolic IP3 concentration. We have found that, at resting IP3 

levels, ionomycin-induced Ca2+ influx in the presence of increasing [Ca2+]o results 

in Ca2+-dependent binding of calmodulin to TRPC6 channels, thereby displacing 

the binding of these channels to IP3Rs. This suggests that, as it has been 

indicated for other proteins (Zhu, 2005), the elevation in Ca2+ concentration 

increases the affinity of calmodulin for the CIRB domain of TRPC6. On the other 

hand, in this Thesis we have discovered that generation of IP3 is necessary for 

agonist-induced IP3R binding to TRPC6, and thus the displacement of 

calmodulin. In the presence of 1.2 mM extracellular Ca2+, stimulation with 

thrombin, which induces both a large Ca2+ entry and IP3 generation, produces an 

increase in the association of IP3Rs with TRPC6, and therefore the dissociation 

of calmodulin from this channel, suggesting that, at high enough concentrations 

of IP3, IP3Rs are not displaced by calmodulin, even when calmodulin is bound to 

Ca2+. 

 

Our results indicate that, when platelets were stimulated with thrombin to 

increase IP3 levels, the association between IP3Rs and TRPC6 was attenuated 

when Ca2+ entry was abolished, although there was still some association, which 

was independent on rises in Ca2+ concentration, as dimethyl BAPTA-loading had 

no effect. These results indicate for the first time that agonist-induced association 

between IP3Rs and TRPC6 occurs via Ca2+ entry-dependent and -independent 

mechanisms. 

 

Moreover, when we introduced anti-TRPC6 antibody in platelets, with an 

epitope that overlaps with the CIRB site, we obtained some interesting results 

concerning the role of this domain in platelet function. The introduction of the 

antibody altered the interaction between TRPC6 and calmodulin or IP3Rs, so that 

aggregation and agonist-induced Ca2+ entry were significantly altered. In the 

presence of the antibody, both cellular processes were inhibited at low [Ca2+]o 

and increased at high [Ca2+]o. This inhibition of platelet functions at low [Ca2+]o 

may be due to a partial requirement for the association between IP3Rs and 

TRPC6, necessary at low [Ca2+]o but overcome by a Ca2+-dependent mechanism, 
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with low affinity for Ca2+, at high [Ca2+]o, since Ca2+ entry and aggregation were 

increased at high [Ca2+]o. This increase of Ca2+ entry and aggregation may be 

due to an impairment of the negative feedback provided by calmodulin in the 

presence of high [Ca2+]c. In conclusion, these results reveal that thrombin-

stimulated Ca2+ entry and aggregation in human platelets are dynamically 

regulated by the levels of Ca2+ and IP3 via interaction between calmodulin or 

IP3Rs with the CIRB domain in TRPC6 channels.  
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CONCLUSIONES 

 

 Las balsas lipídicas son importantes para la entrada capacitativa de 

cationes divalentes, debido al papel de las mismas en la asociación entre 

Orai1, STIM1 y las subunidades TRPC1 y TRPC6.  

 

 La rotura de las balsas lipídicas tiene importancia para la activación de la 

entrada capacitativa de calcio, reduciendo la asociación entre las proteínas 

implicadas en la misma; pero no en el mantenimiento, en el que se 

aumenta la disociación entre Orai1 y TRPC6 y por tanto la vía no 

capacitativa. 

 

 Las balsas lipídicas son esenciales para la interacción entre Orai1 y STIM1 

de la membrana, que actúa como un sensor extracelular de Ca2+. 

 

 El citoesqueleto tiene un importante papel en la regulación de la entrada 

capacitativa de Ca2+, a través de la regulación de la interacción entre 

STIM1 y Orai1 o TRPC1. 

 

 El citoesqueleto de actina sostiene la asociación de calmodulina con los 

canales de Ca2+ de la membrana, lo cual actúa como elemento regulador 

de la entrada capacitativa de Ca2+. 

 

 La entrada de Ca2+ estimulada por trombina, así como la agregación 

plaquetaria, están reguladas por las concentraciones de Ca2+ o de IP3, a 

través de la interacción de la calmodulina o de los IP3Rs con el dominio 

CIRB de TRPC6. 
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CONCLUSIONS 

 

 Lipid rafts are important for capacitative divalent cation entry, due to the 

role of these rafts in the association between Orai1, STIM1 and the TRPC1 

and TRPC6 subunits. 

 

 Disruption of lipid rafts is important for the activation of store-operated Ca2+ 

entry, reducing the association between the proteins involved in this 

mechanism; but not for the maintenance, which increases the dissociation 

between Orai1 and TRPC6 and thus the non-capacitative pathway. 

 

 Lipid rafts are essential for the interaction between Orai1 and PM-resident 

STIM1, which acts as a sensor of extracellular Ca2+ concentration. 

 

 Cytoskeleton plays an important role in the regulation of store-operated 

Ca2+ entry, through the regulation of the interaction between STIM1 and 

Orai1 or TRPC1.  

 

 Actin cytoskeleton supports the association of calmodulin with the Ca2+ 

channels in the plasma membrane, which acts as a regulator element of 

store-operated Ca2+ entry.  

 

 Thrombin-stimulated Ca2+ entry, as well as aggregation in human platelets, 

are regulated by Ca2+ and IP3 levels via interaction of calmodulin or IP3Rs 

with the TRPC6 CIRB domain.   
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