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Abreviaturas: 
 2-APB: 2-aminoetildifenilo borato. 

 AC8: Adenilato ciclasa 8. 

 ACD: Solución de ácido cítrico 
dextrosa. 

 ADP: Adenosin dinucleótido fosfato. 

 AKAP79: A kinase anchoring protein 
79. 

 AMPc: Adenosin monofosfato cíclico. 

 ATP: Adenosin trinucleótido fosfato. 

 BRAC gene: Breast Cancer gene. Gen 
del cáncer de mama. 

 BrdU: 5-bromo-2-deoxiuridina. 

 BSA: Albúmina de suero fetal. 

 CaM: Calmodulina. 

 CaV: Canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje 

 CC: Dominios coil coil. 

 CRACR2A: Ca2+ Release Activated 
Channel Regulator 2A. Regulador de 
los canales activados por la liberación 
de Ca2+ 2A. 

 CTID: C-terminal inhibitory domain. 
Dominio inhibitorio del extremo 
carboxilo. 

 DAG: Diacilglicerol. 

 DMEM: Medio Eagle modificado de 
Dulbecco. 

 ECC: Entrada capacitativa de Ca2+. 

 EFHB: EF-hand domain family 
member B. 

 EMT: Transición epitelio-
mesenquimal. 

 ER: receptor de estrógenos. 

 ER+: positivo para el receptor 
estrogénico 

 ERK: Cinasa regulada por señales 
extracelulares. 

 ETON: Extended TM Orai1 NH2-
terminal. Extensión de la región 
transmembrana amino terminal de 
Orai1. 

 FAK: Cinasa de adhesión focal. 

 FCDI: Fast Ca2+ dependent 
inactivation.   Inactivación rápida 
dependiente de Ca2+. 

 FLNA: Filamina A. 

 FURA-2/AM: fura-2 acetoximetiléster. 
 

 

 FVW: Factor de von Willebrand. 

 HBS: Tampón Hepes salino. 

 HER2: Receptor del factor de 
crecimiento epidermal humano 2. 

 HIF1α: Factor inducible por hipoxia 
1α. 

 ICRAC: Calcium Released Activated 
Current. Corriente activada por la 
liberación de Ca2+. 

 IP3: Inositol 1,4,5 trifosfato. 

 IP3R: Receptores de IP3. 

 ISOC: Store Operated Ca2+ Current. 
Corriente de Ca2+ operada por los 
depósitos. 

 Kd: Constante de disociación. 

 Kv: Canales de K+ dependientes de 
voltaje. 

 MCU: Uniportador de Ca2+ 
mitocondrial. 
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 NAADP: Nicotinato de adenina 
dinucleotido fosfato. 
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dinucleotido. 
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dependiente de K+. 
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Na+/Ca2+/Li+. 

 NCX: Intercambiadores Na+/Ca2+ de la 
membrana plasmática. 

 NFAT: Factor nuclear de las células T 
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 NOS: Especies reactivas de nitrógeno. 
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 PLC: Fosfolipasa C. 

 PMCA: Bomba ATPasa de Ca2+ de la 
membrana plasmática. 

 PR: Receptor de la  progesterona. 

 PRP: Plasma rico en plaquetas. 

 R-CEPIA1er: Calcium-measuring 
organelle-Entrapped Protein 
IndicAtor1 ER. 

 RE: Retículo endoplásmico. 
 ROCE: Entrada de Ca2+ operados por 

receptor. 

 ROS: Especies reactivas de oxígeno. 

 RYR: Receptores de rianodina. 

 SAM: Dominio alfa estéril. 

 SARAF: Store-operated Ca2+ entry 
associated regulatory factor. Factor 
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 SCDI: Slow Ca2+ Dependent 
inactivation. Inactivación lenta 
dependendiente de Ca2+. 

 SERCA: Bomba ATPasa de Ca2+ del 
retículo sarco/endoplásmico. 

 shARN: ARN de horquilla pequeño. 

 SIK3: Salt inducible kinase 3. 
Cinasa activada por sal 3. 

 siARN: ARN interferente pequeño. 
 SMOCE: Entrada de Ca2+ operados por 

segundo mensajero. 

 SOAR: STIM-Orai Activating Region, 
Región de STIM activadora de Orai. 

 SOCE: Entrada de Ca2+ operados por 
los depósitos. 

 SPCA: Bomba ATPasa de Ca2+ de la vía 
secretora. 

 STIM: Stromal Interacting Molecule. 

 STIMATE: STIM Activating Enhancer. 
Promotor de la activación de STIM. 

 TG: Tapsigargina. 

 TGFβ: Factor de crecimiento 
transformante β. 

 TMBIM: Transmembrane BAX 
inhibitor motif-containing. 

 TMCO: Transmembrane and Coiled-
Coil Domains. 

 TPC: Two pore channels. Canales de 
dos poros. 

 TRP: Transient Receptor Potential 
cannel. Canal de potencial receptor 
transitorio. 

 TRPC: TRP canónico. 

 TRPC6dn: Dominante negativo del 
TRPC6. 

 TRPML: TRP mucolipínico. 

 TXA2: Tromboxano A2. 

 UPR: Unfolded Protein Response, 
Respuesta contra las proteínas no 
plegadas. 

 VDAC: Canales aniónicos 
dependientes de voltaje. 

 VOCE: Entrada de Ca2+ operados por 
voltaje. 
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1 Resumen: 
 
El ion calcio (Ca2+) es un segundo mensajero intracelular que se encuentra distribuido de 

forma ubicua, siendo empleado en la señalización de una amplia variedad de procesos 

celulares. Para habilitar esta función, la célula ejerce un estricto control de la concentración 

de Ca2+ ([Ca2+]) citosólica a través de la actividad de intercambiadores y bombas ATPasas. 

Durante el reposo, estos agentes transportan Ca2+ hacia los depósitos intracelulares y el 

medio extracelular, función que restringe la [Ca2+] citosólica en el orden nanomolar y 

mantiene un gradiente de concentración entre estos compartimentos. Tras la unión de un 

agonista a su receptor, una amplia variedad de mecanismos de señalización dependientes 

de Ca2+ son implementados con el objetivo de mediar los diferentes procesos celulares. 

Estas señales serán generadas por la coordinación de dos eventos íntimamente 

relacionados: la liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares, mayoritariamente 

constituidos por el retículo endoplásmico (RE), y la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular. La entrada capacitativa de Ca2+ (ECC), descrita en 1986 por Jim Putney, integra 

ambos eventos al promover una corriente de entrada de Ca2+ activada por el vaciamiento de 

los depósitos intracelulares. Dentro de la maquinaria proteica de este mecanismo, la familia 

de proteínas STIM controla la [Ca2+] reticular y activa la apertura de los canales capacitativos 

tras el vaciamiento de Ca2+ del retículo. Estos canales se forman por la asociación 

heterohexamérica de los tres miembros de la familia de proteínas Orai. Paralelamente, 

algunos autores describen a los miembros de la familia de proteínas TRPC como mediadores 

de una corriente capacitativa alternativa, la cual estaría subordinada a la activación previa 

de los canales Orai y complementaría este mecanismo de señalización en algunos modelos 

celulares.  

 

La ECC juega un papel crucial en la fisiología celular ya que controla procesos como la 

secreción y la proliferación celular, la agregación plaquetaria, la respuesta inmunológica o la 

contractibilidad del tejido muscular entre otros. Debido a su carácter transversal, es fácil 

imaginar cómo las alteraciones de los mecanismos de activación, mantenimiento o 

inactivación de la ECC pueden conducir a la aparición de procesos patológicos. 

Consecuentemente, mutaciones en las proteínas STIM y Orai, o la modificación de la 
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expresión de estas se han relacionado con el desarrollo de miopatías, trastornos de 

inmunodeficiencia, enfermedades cardiacas, alteración de la función plaquetaria y cambios 

fenotípicos que promueven la aparición y desarrollo del cáncer. En plaquetas, la ECC está 

implicada en el proceso de coagulación, siendo especialmente relevante durante la 

activación de la misma. Mutaciones en STIM1, que determinan el aumento de la actividad 

basal de esta proteína y una entrada de Ca2+ excesiva, son responsables de la aparición de 

los síndromes de Stormorken y York. En plaquetas, estas mutaciones determinan su 

preactivación, la incapacidad para acumular Ca2+ en los gránulos densos, la trombocitopenia 

y la alteración del proceso de hemostasia. Estas evidencias  apoyan el papel de la ECC en la 

fisiología plaquetaria y destacan su importancia en el desarrollo de las enfermedades 

trombóticas. Paralelamente, multitud de estudios han descrito el vínculo entre la ECC y los 

eventos característicos del cáncer, siendo la activación o reprogramación de este 

mecanismo de gran importancia para el control de los procesos de proliferación, migración, 

metástasis o angiogénesis de las células cancerosas. En cáncer de mama, la ECC, y 

especialmente los canales Orai, han sido propuestos como dianas para el desarrollo de 

nuevas estrategias terapéuticas, siendo de especial interés aquellos agentes capaces de 

modular la actividad de este canal. Recientemente, nuestro grupo ha descrito a la proteína 

TRPC6 como un agente capaz de modular los procesos de proliferación y migración en las 

células de cáncer de mama triple negativo y en células positivas para el receptor 

estrogénico, rol que es implementado a través de la regulación de la actividad de los canales 

Orai en estas células. 

 

Teniendo en consideración tales antecedentes, el presente documento resume los estudios 

llevados a cabo durante el desarrollo del proyecto de tesis, siendo los mismos llevados a 

cabo durante el periodo 2017-2021 en el departamento de Fisiología de la Facultad de 

Veterinaria. Trabajo que ha sido tutorizado y dirigido por D. Juan A. Rosado Dionisio y D. 

Jose J. Lopez Barba, con el fin de ampliar nuestro conocimiento sobre el mecanismo de ECC 

y su implicación en la fisiopatología del cáncer de mama. Brevemente, nuestros esfuerzos se 

han dirigido a identificar el papel regulador de la filamina A y la adenilato ciclasa 8 en el 

mecanismo de ECC en plaquetas y células de cáncer de mama triple negativo. 

Adicionalmente, nos propusimos expandir nuestro conocimiento sobre el papel de las 

proteínas STIM2 y TRPC6 en la homeostasis del Ca2+ de las células de cáncer de mama 
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caracterizadas como positivas para el receptor de estrógenos. Por todo ello, la presente 

tesis doctoral ha sido titulada “Estudio de la homeostasis del calcio intracelular en las células 

de cáncer de mama”. Tesis que sometemos a la valoración del Tribunal Evaluador con el 

propósito de optar a la distinción de Doctor por la Universidad de Extremadura. 
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1 Summary: 
 
Calcium (Ca2+) is a ubiquitous second messenger that controls a myriad of cellular functions. 

To enable this role, cytosolic Ca2+ concentration is maintained in the nanomolar range 

thanks to the activity of Ca2+ ATPases and exchangers. At resting, these proteins transport 

cytosolic Ca2+ ions into the intracellular organelles or extrude them to the extracellular 

medium, maintaining an electrochemical gradient between these compartments. Upon cell 

stimulation, a wide diversity of Ca2+ signals take place in order to control the programmed 

cellular events. These signals are generated by the coordination of two mechanisms: Firstly, 

Ca2+ release from the endoplasmic reticulum, which represents the main intracellular store; 

and secondly, the entry of Ca2+ ions from the extracellular space. Store Operated Ca2+ Entry 

(SOCE), first described by Jim Putney in 1986, merge these events by stablishing a 

mechanism for Ca2+ entry that is controlled by the filling state of the intracellular Ca2+ 

stores. The STIM family of proteins control SOCE by sensing the reticular Ca2+ concentration 

and opening capacitative channels after Ca2+ store depletion. These channels have been 

described as heterohexameric structures formed by the assembly of Orai proteins. 

Additionally, several authors have reported the ability of some TRPC family members to 

conduct an alternative store operated current. Such efforts reported the earlier involvement 

of Orai channels as a key factor for TRPC channel activation, describing the TRPC current as 

an auxiliary SOCE mechanism in some cellular models. 

 

SOCE plays a major role in cell physiology by controlling crucial processes such as cell 

secretion and proliferation, platelet aggregation, immune response, or muscle cell 

contractibility among others. Given this relevance, it is easy to predict that those factors 

that impair SOCE activation, maintenance, or inactivation might lead to a pathophysiological 

phenotype. Some STIM and Orai gene mutations, or the modification of their protein 

expression have been reported to lead a variety of human disorders, including myopathy, 

immunodeficiency, cardiac diseases, altered platelet function and phenotype changes that 

promote cancer development and progression. In platelets, SOCE is a crucial signalling event 

that controls the initial stages of haemostasis. STIM1 missense mutations, which cause the 

constitutive activation of this protein and an excessive Ca´2+ entry are responsible for 

Stormorken and York syndromes. Both conditions are characterized by premature platelet 
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activation, deficient platelet calcium storage in delta granules, thrombocytopenia and 

bleeding disorders; facts that emphasize the relevance of SOCE in platelet physiology and its 

role in the development of thrombotic disorders. Additionally, numerous studies have 

proposed the link between SOCE and some cancer hallmarks, stablishing SOCE activation 

and remodelling as key events for the development of cancer cell proliferation, migration, 

metastasis or angiogenesis. Concerning breast cancer, SOCE and mainly Orai channels have 

been proposed as additional targets for the development of new therapeutic approaches, 

being of great interest those agents capable of modifying Orai channel activity. Recently, our 

group have described how TRPC6 is able to modulate the migratory and proliferative 

capacity of triple negative and estrogen receptor positive breast cancer cells, role that is 

accomplish by regulating Orai channel activity in these cells.  

 

Taking this background into consideration, the present document summarizes the 

experimental designs launched in order to complete our thesis project. This researching 

work has been conducted in the Department of Physiology in the Faculty of Veterinary 

Medicine, during the period 2017-2021, under the supervision of D. Juan A. Rosado Dionisio 

and D. Jose J. Lopez Barba. As a main goal, this thesis is willing to expand our understanding 

of SOCE and its implications in the physiopathology of breast cancer cells. Briefly, our efforts 

have tried to identify the regulatory role of filamin A and adenylyl cyclase 8 in the 

capacitative Ca2+ entry observed in platelets and triple negative breast cancer cells. 

Additionally, we delve into the role of TRPC6 and STIM2 in the Ca2+ homeostasis of estrogen 

receptor positive breast cancer cells. Therefore, we have entitled the present thesis “Study 

of the intracellular Ca2+ homeostasis in breast cancer cells”, which is submitted for 

consideration by the Evaluation Tribunal with the aim to obtain the degree of Doctor by the 

University of Extremadura. 
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2 Antecedentes bibliográficos: 

 

2.1 Homeostasis del Ca2+: 

Los mecanismos de señalización celular basados en el Ca2+ son una herramienta que se 

caracterizada por su universalidad y gran versatilidad, permitiendo a la célula el control de 

una gran variedad de procesos, incluyendo desde el desarrollo embrionario hasta la muerte 

celular. La incorporación de este ion a los distintos mecanismos de señalización es posible 

gracias a un complejo sistema celular que diseña la amplitud, frecuencia y características 

espaciotemporales de las señales de Ca2+. Al contrario que otros sistemas de señalización 

celular, el Ca2+ no se genera a partir de una reacción enzimática ni  es degradado a un 

metabolito inactivo, sino que es la propia célula la que transporta el Ca2+ generando cambios 

espaciotemporales en la concentración de Ca2+ citoplasmática, y es el propio gradiente de 

concentración el que induce la entrada de iones al citoplasma al producirse la apertura de 

canales permeables para Ca2+ [1]. Esta propiedad impone una estricta regulación de la 

concentración de Ca2+ en el medio intracelular, observándose valores cercanos a 100 nM en 

el citoplasma de las células en reposo, concentración unas 20,000 veces menor a la que 

encontramos en el medio extracelular. 

 

 Al ser estimuladas por agonistas, o por algún estímulo físicos, uno de los principales 

mecanismos de transducción de estos eventos consiste en generar incrementos en la [Ca2+] 

citosólica, elevaciones que se alcanzan gracias a la entrada de Ca2+ desde el espacio 

extracelular o su liberación desde los depósitos intracelulares, principalmente constituidos 

por el retículo endoplásmico (RE). Las características del RE pueden variar mucho en función 

del modelo celular estudiado; en consecuencia, la concentración intrareticular de Ca2+ 

puede oscilar desde valores de 21 µM hasta 2 mM. Por último, los mecanismos encargados 

de bombear Ca2+ al RE y al exterior celular devuelven la [Ca2+] citosólica a su valor de reposo, 

proceso que perfila las señales de Ca2+  y determina el desarrollo de olas, picos y señales 

oscilatorias. 
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2.1.1 Mecanismos que reducen la concentración de Ca2+ citosólica: 

La homeostasis del Ca2+ implica la participación de un complejo sistema molecular 

encargado de regular la [Ca2+] citosólica. ATPasas e intercambiadores de Ca2+ ejercen un 

fuerte control sobre la [Ca2+] citosólica en reposo y participan en la recuperación del estado 

basal tras los procesos de señalización, evitando, con su actividad, sobrecargas de Ca2+ y la 

activación de mecanismos apoptóticos.  

 

Figura 1. Mecanismos que reducen la concentración de Ca
2+

 citosólica. 

 

ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA): Aunque posteriormente se ha descrito 

su presencia de forma ubicua, fue identificada inicialmente por Schatzmann como una 

ATPasa capaz de bombear Ca2+ fuera de los eritrocitos [2]. La PMCA está conformada por 

diez dominios transmembrana, encontrándose los extremos N y C terminal en la cara 

citosólica. La mayoría de los dominios reguladores de la actividad de la PMCA se encuentran 

en su extremo C terminal, donde destacan las zonas de interacción con fosfolípidos, 

proteína cinasa C (PKC), proteína cinasa A (PKA) y calmodulina (CaM). CaM se ha descrito 

como el activador principal de la PMCA, desbloqueando en el proceso de activación el 
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dominio autoinhibitorio del segmento C terminal [3], [4]. En mamíferos existen 4 isoformas 

de PMCA (PMCA1-PMCA4), las cuales presentan cierta similitud estructural y una expresión 

variable: PMCA1 y PMCA4 son ubicuas, desempañando una función protectora. Por el 

contrario, PMCA2 y PMCA3 se encuentran restringidas a células excitables, albergando el 

sistema nervioso central una gran expresión de estas. Otro factor diferenciador entre las 

isoformas es su sensibilidad a CaM y sus propiedades cinéticas. PMCA2 y PMCA3 son 

denominadas isoformas rápidas debido a su alta actividad basal y su mayor afinidad para 

CaM (Kd 2-4 y 8 nM, respectivamente). Por el contrario, PMCA1 y PMCA4 tienen una cinética 

más lenta, incluso bajo una fuerte estimulación [5], [6].  

 

ATPasa de Ca2+ del retículo sarco/endoplásmico (SERCA): proteína con una masa molecular 

de 110 kDa y una estructura similar a la PMCA, capaz de transportar Ca2+ al interior del 

retículo sarco/endoplásmico. En mamíferos se ha descrito la presencia de 3 isoformas 

(SERCA1-SERCA3), aunque debido a modificaciones postraduccionales se dan forma a 10 

variantes diferentes [7]. La expresión de estos subtipos varía según el tejido analizado, 

pudiendo observarse cambios durante los procesos de desarrollo. Ejemplo de este proceso 

es la isoforma SERCA1, la cual está presente tanto en el músculo esquelético de contracción 

rápida como en el de contracción lenta. En etapas prenatales la variante SERCA1b es 

expresada predominantemente, siendo totalmente sustituida por el subtipo SERCA1a 

durante la edad adulta [8]. También se han descrito dos variantes de SERCA2: SERCA2a se 

encuentra en el tejido muscular esquelético de contracción lenta y en el tejido muscular 

cardíaco, mediando en este último los procesos de contracción/relajación; SERCA2b, por el 

contrario, se expresa de forma ubicua y representa la variante más común [9], [10]. Existen 

6 posibles variantes de SERCA3 en humanos (SERCA3a-SERCA3f); sin embargo, nuestro 

conocimiento sobre su estructura y función es escaso debido a la complejidad de los 

procesos de splicing alternativo que dan lugar a las diferentes isoformas. Aunque existe una 

gran similitud estructural entre las diferentes variantes de SERCA, la afinidad por el Ca2+ y las 

propiedades cinéticas de las mismas no son homogéneas y suelen ajustarse a los 

requerimientos de los tejidos en los que se hospedan. Como ejemplo, SERCA2a tiene una 

menor afinidad por el Ca2+ y una mayor velocidad que SERCA2b, satisfaciendo los 

requerimientos del músculo cardiaco en contraposición a la función protectora universal 

desarrollada por SERCA2b [11].  
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ATPasa de Ca2+ de la vía secretora (SPCA): Miembro de la subfamilia P2A, muestra cierta 

similitud con SERCA; sin embargo, además de presentar una alta especificidad para Ca2+, 

destaca por su gran afinidad por iones Mn2+. Estructuralmente, las bombas SPCA están 

compuestas por 10 dominios transmembrana y localizan los extremos amino y carboxilo 

terminales en la región citosólica, albergando en estas regiones varios dominios cruciales 

para el transporte de iones, asemejándose a la estructura de SERCA [12]. Ejemplo de esta 

regulación es la programación de la orientación y la selectividad de transporte de SPCA, 

características que son controladas por dominios localizados en las regiones amino terminal 

y transmembrana. La función de las bombas SPCA previene la sobrecarga de iones Ca2+ y 

Mn2+, evitando la citotoxicidad asociada a este evento; al mismo tiempo, mantiene el aporte 

de iones Mn2+ al lumen del aparato de Golgi, respaldando la función de las enzimas 

glucotransferasas y sulfotransferasas [13], [14]. En humanos, se han identificado 2 isoformas 

de SPCA (SPCA1 y SPCA2), las cuales son codificadas por los genes ATP2C1 y ATP2C2 

respectivamente [12]. Ambas isoformas exhiben diferentes patrones de expresión y 

distribución en los tejidos, SPCA1 se expresa de forma ubicua en los tejidos de mamíferos 

[15], mientras que la expresión de SPCA2 se encuentra acotada a los sistemas 

genitourinario, gastrointestinal y respiratorio, así como a las glándulas mamarias y salivales 

[16], [17]. Recientemente, se ha descrito la formación de 4 variantes de la isoforma SPCA1 

generadas por splicing alternativo. Estas variantes presentarían diferentes extremos 

carboxilos, variando en longitud y secuencia. No obstante, las diferencias funcionales entre 

estas variantes son aún desconocidas [18]. 

 

Uniportador de Ca2+ mitocondrial (MCU): La entrada de Ca2+ a la matriz mitocondrial es un 

evento de vital importancia en la síntesis de moléculas de alta energía. Tras la activación de 

IP3R, se produce una inundación de la matriz mitocondrial de Ca2+ citosólico. Para alcanzar 

esta región, los iones Ca2+ deben atravesar la membrana mitocondrial exterior utilizando los 

canales aniónicos dependientes de voltaje (VDAC). Una vez en el espacio intermembranoso, 

el Ca2+ accede a la matriz utilizando el MCU, siendo impulsado por un potencial de 

membrana mitocondrial altamente negativo. Estos canales están formados por una proteína 

de 40 kDa que forma dos regiones transmembranas conectadas por un bucle, localizando 

los extremos amino y carboxilo en la matriz mitocondrial [19], [20]. El MCU se caracteriza 
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por desarrollar una corriente con carácter rectificador interno y con una alta selectividad 

para Ca2+ [21]. Además de la proteína MCU, estos canales están conformados por un 

macrocomplejo donde destacan otras proteínas como MICU y EMRE. MICU es una proteína 

que se localiza anexa a MCU y presenta un dominio EF-hand en su secuencia. Este dominio 

le permite detectar la [Ca2+] en las inmediaciones del poro y desencadenar la apertura del 

canal cuando se produzcan elevaciones de la [Ca2+] en su entorno [22]–[24]. EMRE es una 

pequeña proteína de 10 kDa con un dominio transmembrana que se localiza en la 

membrana mitocondrial interna. La actividad de EMRE es esencial para la corriente de Ca2+ 

mediada por los canales MCU, ya que lidera la asociación entre las proteínas MICU y MCU 

[25]. La importancia de la corriente de calcio mediada por MCU radica en el efecto del Ca2+ 

sobre la maquinaria mitocondrial. Enzimas como la piruvato deshidrogenasa, la A-

cetoglutarato deshidrogenasa o la isocitrato deshidrogenasa son activadas por el Ca2+ de 

forma directa o a través de fosfatasas dependientes de Ca2+. Al ser activadas, estas 

deshidrogenasas aumentarán la producción de NADH y el suministro de electrones a la 

cadena de transporte de electrones, respaldando en última instancia la producción de ATP 

[26], [27]. 

 

Intercambiadores Na+/Ca2+ de la membrana plasmática (NCX): Transportadores capaces de 

asociar el flujo opuesto de un ion Ca2+ y tres iones Na+ a través de la membrana plasmática. 

Las proteínas NCX están conformadas por 10 segmentos transmembrana y un segmento 

citosólico localizado entre la quinta y sexta hélice transmembrana [28]. Dentro de esta 

región citosólica, denominada f-loop, se encuentran los dominios regulatorios de unión a 

Ca2+ y de unión a Na+, habiéndose descrito dos para el primero (CBD1 y CBD2), pero siendo 

aún desconocido el número y localización de los residuos regulatorios de unión a Na+ [29]–

[31].   La actividad de los NCX tiene carácter electrogénico debido al transporte desigual de 

cargas a ambos lados de la membrana, generando un flujo neto de una carga positiva por 

ciclo. De forma predominante, los NCX operan expulsando Ca2+ e introduciendo Na+ en el 

citosol; pero en determinadas condiciones, las elevaciones puntuales de la concentración de 

Na+ citosólicas en el entorno del intercambiador determinan la reprogramación de los NCX 

en pocos milisegundos y la ejecución del transporte inverso, introduciendo Ca2+ y 

expulsando Na+ [32]. Debido a que la capacidad de transporte de los NCX es relativamente 

alta, los elementos que regulan su actividad afectan de forma inmediata a los procesos de 
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señalización dependientes de Ca2+ y Na+, habiendose descrito su influencia sobre los 

procesos de excitación-contracción, transporte de neurotransmisores o producción de 

energía por la mitocondria entre otros [33]–[36]. Existen tres variantes de transportador 

NCX en mamíferos (NCX1, NCX2 y NCX3), las cuales son codificadas por tres genes 

designados de forma homologa. La expresión de estas variantes está asociada a 

determinados tejidos; sin embargo, los procesos de splicing alternativo de las variantes 

NCX1 Y NCX3 permiten a las células configurar las propiedades de estos intercambiadores 

en función a los requerimientos celulares específicos: NCX1 es expresado de forma ubicua, 

NCX2 está presente en el cerebro y medula espinal y NCX3 es expresado en el cerebro y en 

el tejido muscular esquelético de forma predominante [28], [37], [38]. 

 

Intercambiadores Na+ - Ca2+ dependiente de K+ (NCKX): El genoma humano alberga 5 genes 

que codifican un número igual de transportadores NCKX. Estructuralmente muy similares a 

los NCX, los NCKX también presentan 10 dominios transmembrana y un loop intracelular 

localizado entre el quinto y sexto dominio transmembrana. Al realizar un ciclo, los NCKX 

intercambian cuatro iones Na+ por un ion Ca2+ y un ion K+, siendo predominante durante el 

reposo la introducción de Na+ y la expulsión de Ca2+ y K+ [39].  Al igual que los NCX, los NCKX 

también invierten el sentido del transporte al producirse la despolarización celular. Sin 

embargo, esta inversión solo se produce con cambios extremos en el potencial de 

membrana o en el gradiente iónico, continuando con la extrusión de Ca2+ bajo una amplia 

variedad de condiciones [40]. La actividad de los canales NCKX está involucrada en los 

procesos de aprendizaje y memoria motriz, visión, olfacción,  formación de los dientes o la 

pigmentación del pelo y piel entre otros  [41]–[46]. 

 

La relación entre PMCA/SERCA/SPCA y los intercambiadores de Ca2+ es esencialmente 

complementaria. Todos estos agentes en cierta medida son relevantes a la hora de dar 

forma a las señales de Ca2+; sin embargo, son principalmente los intercambiadores NCKX y 

NCX, con su mayor capacidad y menor especificidad, los responsables de realizar esta 

función. Por su parte, PMCA y SERCA se caracterizan por una gran especificidad pero una 

baja capacidad, características que son idóneas para mantener el gradiente de reposo 

durante largos periodos [47]. 
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2.1.2 Mecanismos que aumentan la concentración citosólica de Ca2+: 

Como ya hemos visto, estos mecanismos pueden dividirse a su vez en aquellos que 

promueven la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular y aquellos que produce su 

liberación desde los depósitos internos. 

 

Liberación de los depósitos intracelulares de Ca2+: 

En células no excitables, los mecanismos de señalización dependientes de Ca2+ suelen ser 

precedidos de la activación de un receptor acoplado a proteína G o un receptor tirosina 

cinasa, los cuales promueven la actividad de la fosfolipasa C (PLC). La PLC degrada el 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato en inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), dos 

segundos mensajeros intracelulares. El DAG prolonga la cascada de señalización activando 

mayoritariamente la PKC, aunque también realiza ciertas funciones de forma independiente 

a esta. De forma paralela, el IP3 se une a receptores específicos en la membrana del retículo 

endoplásmico libera los depósitos reticulares de calcio interaccionando con su receptor 

reticular, que ejerce a su vez como canal de fuga [48]. El IP3 juega un papel fundamental en 

el desarrollo de las olas y oscilaciones de Ca2+ inducidas por agonistas, habiéndose descrito 

una interdependencia entre las fluctuaciones de ambos elementos. 

 

Receptores de IP3 (IP3R): descritos por primera vez por Furuichi en 1989, constituyen canales 

de Ca2+ localizados en la membrana del RE [49]. Además del IP3, factores como la [Ca2+] 

citosólica e intraluminal, el pH, el ATP, iones Mg2+, el estado oxidativo, o la fosforilación de 

ciertos residuos también controlan la actividad de estos canales. De forma paralela, se han 

descrito multitud de proteínas asociadas a los IP3R capaces de regular su localización y 

actividad [50]–[52]. Dentro de la familia de proteínas IP3R se han descrito tres isoformas 

(IP3R1, IP3R2 e IP3R3), las cuales son codificadas por los genes ITPR1, ITPR2 y ITPR3 

respectivamente. Aunque estas isoformas presentan una homología en su secuencia 

cercana al 75%, la heterogeneidad del resto de regiones permite establecer diferencias en la 

regulación por parte de otros agentes, así como en la sensibilidad para el IP3 (siendo el IP3R2 

el más sensible, seguido por el IP3R1 y IP3R3 de forma consecutiva) [51], [53]–[56]. Los 

canales IP3R son constituidos por la combinación de cuatro subunidades, con un tamaño 

aproximado de 300 kDa por cada subunidad, y pudiendo establecerse multitud de 
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combinaciones diferentes gracias a la asociación de las tres isoformas y sus variantes 

modificadas [57]. La combinación de las diferentes isoformas forma complejos con 

propiedades únicas, modificando su sensibilidad para IP3, ATP y Ca2+ [58]. Analizando la 

secuencia de cada subunidad, es posible distinguir los siguientes dominios: el dominio N 

terminal, el cual permite la asociación con otros elementos y determina la afinidad para IP3; 

el dominio central de unión a IP3, constituido por 6 hélices transmembrana y responsable de 

conformar el canal; y el dominio C terminal, encargado de salvaguardar el poro [59]. La 

expresión del IP3R es ubicua, ya que virtualmente todos los tipos celulares cuentan con al 

menos una isoforma, llegando en algunos tipos a expresar las tres. Mientras que IP3R1 es la 

forma predominante en una gran variedad de tejidos, la expresión del IP3R2 e IP3R3 solo 

predomina en tejidos muy concretos, como es el caso del tejido muscular cardiaco y el 

nódulo sinoatrial para IP3R2, y las células epiteliales formadoras de los colangiolos para el 

IP3R3 [60]–[62]. 

 

Figura 2. Agentes responsables de la liberación de los depósitos intracelulares de Ca
2+

. 

 
Receptores de Rianodina (RyR): miembros de la misma familia que los IP3R, ambos canales 

comparten multitud de similitudes en su estructura, localización y función. El canal RyR está 
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compuesto por un homotetramero con un peso molecular de 565 kDa por cada subunidad 

[63]. Estos canales han sufrido un proceso de especialización por el que forman parte de la 

maquinaria celular responsable del proceso de excitación-contracción del músculo estriado. 

En reposo, cuando la [Ca2+] citosólica se encuentra en torno a 100–200 nM, los RyR se 

encuentran cerrados y establecen varias uniones con iones Ca2+, interacciones que  aumenta 

la probabilidad de apertura del mismo [64]. Los RyR son activados por rianodina (a 

concentraciones inferiores a 10mM), cafeína, ADP ribosa cíclica y por Ca2+ (a 

concentraciones menores a 1 mM). Existen tres subtipos de RyR en mamíferos, RyR1 y RyR2 

son necesarios para el proceso de excitación-contracción del músculo esquelético y cardiaco 

respectivamente [65], [66]. Durante el desarrollo, estas  isoformas desempeñan ciertas 

funciones en tejidos no musculares, donde su actividad es regulada por la acción de diversas 

hormonas [67]–[70]. RyR3 se identificó inicialmente en el cerebro y posteriormente se ha 

descrito su presencia en una amplia variedad de tejidos  [71]–[73]. Multitud de enzimas 

regulan la apertura y actividad de los RyR y las alteraciones en su actividad contribuye a 

desordenes como la distrofia muscular, fallo cardiaco, arritmias y  la disfunción cognitiva 

[74]–[78].  

 

Los depósitos acídicos, nombre que engloba al aparato de Golgi y organelas como 

endosomas y lisosomas, constituyen un depósito intracelular de Ca2+ de notable 

importancia, pudiendo albergar en su interior concentraciones de entre 30 y 300 μM [79]. Al 

igual que el RE, los depósitos acídicos expresan multitud de canales permeables a Ca2+, los 

cuales median una gran variedad de procesos de señalización dependientes de la 

movilización de estos depósitos de Ca2+. 

 

Canales TRP: los canales TRP se encuentran englobados dentro de la superfamilia de canales 

iónicos independientes de voltaje. Presentan una estructura común formada por 4 

subunidades con seis segmentos transmembrana cada una [80]. El canal TRP mejor 

caracterizado en los depósitos acídicos son los TRPML (TRP mucolipínico), los cuales 

presentan 3 isoformas en vertebrados. No existe consenso sobre la permeabilidad, o sobre 

el mecanismo de activación de estos canales, habiéndose propuesto El NAADP o el PIP2 

como posibles activadores. TRPML2 es la isoforma mejor caracterizada de este grupo y se 

encuentra en una gran variedad de tejidos, siendo inicialmente localizada en la membrana 
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plasmática y posteriormente identificada en los depósitos acídicos. La activación de este 

canal se produce por la acción conjunta de la ADP-ribosa y Ca2+, o por especies reactivas de 

oxígeno o nitrógeno (ROS/NOS) [81]. La apertura de este poro, genera una corriente poco 

selectiva para el calcio que interviene en la señalización de procesos inflamatorios o de 

secreción, pudiendo en casos extremos inducir la muerte celular [81]. 

 

Two pore channels (TPC): miembros también de la superfamilia de canales iónicos 

dependientes de voltaje, Los TPC presentan una estructura constituida únicamente por dos 

subunidades, albergando cada una 12 segmentos transmembrana organizados en tándem 

[82], [83]. Al igual que los TRP, los TPC se han descrito en el sistema endolisosomal, 

existiendo algunas diferencias entre las dos isoformas descritas: mientras que la localización 

de la isoforma TPC1 está ampliamente distribuida, la isoforma TPC2 es predominante en los 

lisosomas [84], [85]. Varios estudios han demostrado la selectividad de estos canales para el 

Ca2+ [86], aunque existe cierta controversia debido a que también se ha sugerido su posible 

selectividad para el Na+ o para H+ [87], [88].  Debido a su selectividad para Ca2+ y su 

presencia en los depósitos acídicos, los TPC se consideran los responsables de la 

movilización de Ca2+ mediada por NAADP, aunque la presencia de una proteína de unión a 

NAADP de forma intermedia sea más que probable [84], [85], [89]. La activación, 

selectividad y otras características de los TPC suscitan multitud de dudas y generan mucha 

incertidumbre entre la comunidad científica, siendo aún necesario esclarecer si elementos 

como el PIP2 o cambios en el voltaje  puedan activar también estos canales [87], [90]. 

 

Receptores ionotrópicos activados por ATP (P2X): permeables para Na+ y Ca2+, los canales 

P2X son formados por la unión de tres monómeros, los cuales constan de dos segmentos 

transmembrana cada uno. Se han descrito siete miembros de la familia de proteínas P2X, 

localizados inicialmente en la membrana plasmática contribuyendo al desarrollo de las 

señales purinérgicas [91]. Posteriormente, se ha descrito la presencia de un miembro de 

esta familia, P2X4, en los lisosomas de una amplia variedad de tipos celulares [92], [93]. La 

activación de las variantes intracelulares de P2X genera multitud de incógnitas al presentar 

los dominios de unión a ATP en el lumen de la organela. Esta disposición podría justificarse 

con el transporte de ATP al interior de las vacuolas, posibilitando que las variaciones en la 

concentración citosólica de ATP pudieran modular la actividad del canal. 
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La mitocondria es un orgánulo celular de vital importancia debido a su rol en la síntesis de 

ATP y a su implicación en los procesos de señalización dependientes de Ca2+. El papel de 

esta estructura en la homeostasis del Ca2+ es conocido desde antes a que se identificara el 

RE como principal almacén interno. La capacidad de la mitocondria para almacenar calcio se 

fundamenta en la síntesis de precipitados en la matriz mitocondrial, originados tras la 

asociación de fosfatos y el Ca2+ mitocondrial (Ca3(PO4)2). La [Ca2+] dentro de la mitocondria 

puede variar desde valores cercanos a 0.1μM hasta el rango milimolar, esta variabilidad es 

necesaria para garantizar la actividad bioenergética de la célula, adaptando la síntesis de 

ATP a los estímulos generados por diversos agonistas [26], [27]. De forma paralela, la 

mitocondria también interviene en la señalización de algunos procesos celulares como la 

exocitosis, controlando la [Ca2+] en las inmediaciones de las vesículas [94]. 

 

Intercambiador mitocondrial Na+/Ca2+/Li+ (NCLX): el intercambiador de Ca2+ de la 

mitocondria es una proteína de 60 kDa presente virtualmente en todos los tejidos. Por cada 

ciclo completado, el NCLX elimina un ion Ca2+ de la matriz mitocondrial e introduce tres Na+ 

a la misma, siendo capaz de desarrollar 1000 ciclos por segundo. Al contrario que otros 

miembros de la superfamilia NCX, que son regulados por la [Ca2+] citosólica, la actividad de 

NCLX no es influenciada por la [Ca2+] de la matriz mitocondrial. Varios estudios han 

confirmado la capacidad de la cinasa inducida por PTEN (PINK1) para activar a la PKA y, a 

través de esta, regular la actividad de los NCLX [95]–[97]. De forma paralela a los NCLX, los 

intercambiadores Na+/H+ de la mitocondria controlan el contenido de Na+ en la misma, 

siendo su actividad crítica para mantener el gradiente de Na+ a través de la membrana 

mitocondrial y por consiguiente la actividad de los NCLX. Los NCLX participan en multitud de 

mecanismos de señalización y son de vital importancia para la comunicación entre la 

mitocondria y la membrana celular. La movilización de Ca2+ producida por este 

transportador media la secreción de insulina en las células β pancreáticas, la secreción de 

neurotransmisores por los astrocitos o la plasticidad y desarrollo neuronal entre otros [98]–

[101]. 

 

Fuera de los mecanismos de señalización tradicional, el Ca2+ reticular experimenta fugas 

pasivas de forma constante. Este proceso se observa de forma clara al utilizar inhibidores de 
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la bomba SERCA, como la tapsigargina, que producen el vaciamiento pasivo del retículo 

endoplásmico, induciendo estrés reticular y la muerte celular. Algunos miembros de la 

familia “Transmembrane BAX inhibitor motif-containing” (TMBIM) han sido descritos como 

responsables de este proceso. La familia TMBIM está compuesta por seis miembros y se 

trata de proteínas implicadas en el control de la muerte celular [102]. Su estructura sugiere 

la formación de canales de fuga de Ca2+ reticular sensibles a pH [103], [104]. Otros agentes, 

como el complejo formado por el translocón, la proteína antiapoptotica BCL-2, las 

presenilinas y una versión de SERCA truncada (SERCA1T) han sido propuestos como 

responsables de este escape de Ca2+, aunque hasta la fecha no está claro su implicación 

[105]–[109]. Por último, el RE cuenta con un sistema destinado a evitar las sobrecargas de 

Ca2+ y salvaguardar los procesos de señalización dependientes del mismo. Al aumentar de 

forma descontrolada la concentración de Ca2+ reticular, cuatro unidades de la proteína 

“Transmembrane And Coiled-Coil Domains 1” (TMCO1) homomerizan, formando un poro 

que alivia esta sobrecarga y evita el desarrollo de alteraciones en la proteostasis y el 

resultante estrés reticular [110]. 

 

Entrada de Ca2+ desde el medio extracelular: 

Como se ha descrito anteriormente, la estimulación de la célula por agonistas produce la 

liberación de los depósitos intracelulares de Ca2+, el aumentando de [Ca2+] citoplasmática y 

la señalización de los procesos celulares. En determinadas ocasiones y debido a su carácter 

finito, la movilización de Ca2+ desde los depósitos no es suficiente para satisfacer 

elevaciones de la [Ca2+] más intensas o sostenidas, requiriendo de la entrada de Ca2+ desde 

el medio extracelular. En la membrana plasmática existen diferentes canales permeables a 

Ca2+ que presentan una amplia variedad de propiedades biofísicas. De acuerdo a su 

mecanismo de activación, podemos diferenciar entre: canales activados por cambios en el 

voltaje de la membrana, denominados canales operados por voltaje (VOCs); canales 

activados por la unión de un agonista a su receptor, siendo posible distinguir dentro de este 

grupo entre los canales que desempeñan una función dual, tanto receptor como poro 

(ROCs), y los canales activados por segundos mensajero (SMOCs); y por último, canales 

activados por el vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+ (SOCs) 
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Figura 3. Mecanismos de entrada de Ca
2+

 desde el medio extracelular. 

 
Entrada de Ca2+ operada por voltaje (VOCE): 

El potencial de membrana de una célula refleja la desigual distribución de los iones Na+, Cl+ y 

K+ a través de la membrana plasmática. Este gradiente iónico es generado por diversas 

bombas y poros que determinan una permeabilidad concreta para cada ion. El potencial de 

membrana juega un papel vital en procesos como la estimulación celular, el transporte de 

iones y nutrientes, o la transducción de señales [111]. Los canales de Ca2+ dependientes de 

voltaje transducen los cambios en el potencial de membrana permitiendo la entrada de Ca2+  

durante breves periodos de tiempo y elevando la [Ca2+] citosólica. La familia de canales de 

Ca2+ operados por voltaje está formada por 10 miembros, los cuales se diferencian por la 

subunidad α1, que será la formadora del canal. Esta subunidad, que varía entre los 190 y 250 

kDa, contiene también los dominios encargados de detectar los cambios en el voltaje y 

dominios de unión a diversas drogas y moduladores. La subunidad α1 se encuentra 

acompañada por una amplia variedad de subunidades accesorias, las cuales controlan la 

localización del canal, la estabilización del mismo en la membrana o, en algunos casos, la 
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regulación de su actividad [112]. Los diez miembros pueden agruparse en tres subfamilias: 

La subfamilia de canales CaV1 media procesos como el inicio de la contracción y la secreción, 

regula la expresión de genes y participa en la integración de la recepción de señales y 

transmisión sináptica en neuronas y células sensoriales especializadas. La subfamilia de CaV2 

interviene en la transmisión del impulso en sinapsis rápidas. Y por último, la subfamilia CaV3 

participa en la ejecución de señales rítmicas en el miocardio o en las neuronas del tálamo 

[113].  

 

Entrada de Ca2+ activada operada por receptor (ROCE) o segundo mensajero (SMOCE):  

Como hemos visto anteriormente, la entrada de Ca2+ mediada por receptor puede dividirse 

según la funcionalidad del receptor en el proceso. Receptores ionotrópicos, localizados 

comúnmente en células secretoras, terminaciones nerviosas, músculo liso vascular o en el 

lecho vascular, median la entrada de Ca2+ al interior celular de forma directa al ser activados 

por agonistas. Algunos de estos agentes activadores son el ATP o ADP (agonistas de los 

receptores purinérgicos P2X [114]), el glutamato (agonista de los receptores iGluRs), la 

acetilcolina (agonista de los receptores nicotínicos ionotrópicos nAChRs [115]) y otros 

neurotransmisores. En otros casos, la activación de receptores metabotrópicos habilita un 

segundo mensajero que será el responsable de la activación del canal (SMOCE). Existe una 

gran variedad de segundos mensajeros capaces de activar la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular, pudiendo destacar los nucleótidos cíclicos, derivados de lípidos como el DAG, 

el ácido araquidónico y sus metabolitos, el mismo Ca2+, o la actividad de la PKC [116], [117]. 

 

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

entrada capacitativa de Ca2+ (ECC o SOCE): 

El vaciamiento de los depósitos intracelulares tras la activación de los IP3R desencadena la 

corriente de Ca2+ desde el medio extracelular conocida como Entrada Capacitativa de Calcio 

(ECC), o por su nombre en inglés Store-Operated Calcium Entry (SOCE). La ECC desempeña 

una función dual, permitiendo el relleno de los depósitos intracelulares y participando en los 

mecanismos de señalización intracelular [118], [119]. Originalmente, las características 

biofísicas de la ECC se describieron en mastocitos, donde se instauró el termino ICRAC (del 

inglés Calcium Released Activated Current) para definir una corriente altamente selectiva a 
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Ca2+, con carácter rectificador interno y con un potencial de reversión cercano a los 60 mV 

[120].  Posteriormente se ha continuado estudiando las características de la corriente ICRAC, 

fruto de estos estudios conocemos el efecto inhibitorio sobre la corriente ICRAC de bajas 

concentraciones de lantánidos [121].  

 

Desde que Putney describiera por primera vez la ECC en 1986, se ha desarrollado un intenso 

debate científico acerca de los agentes responsables de este mecanismo de señalización. La 

familia de canales TRPC se propuso inicialmente como la responsable de esta corriente, 

hipótesis fundamentada en la activación de los canales TRPC tras la actividad de la PLC 

[122]. La descripción de las propiedades biofísicas y farmacológicas de las corrientes 

mediadas por los TRPC, que resultaron ser diferentes a las de la corriente ICRAC, descartó a 

esta familia de proteínas como responsables de la entrada de Ca2+ descrita en mastocitos. 

Muchos autores siguen apoyando el rol de la familia de canales TRPC en la ECC de algunos 

modelos celulares, desarrollando una corriente capacitativa alternativa, la cual se ha 

designado como ISOC menos selectiva para calcio y con una gran relevancia funcional [123]–

[125]. En 2005 y 2006 respectivamente, las proteínas STIM1 y Orai1 se describieron como 

los agentes responsables de la ECC [126]–[128]. STIM1 y su homólogo STIM2 son capaces de 

detectar variaciones en las [Ca2+] reticular y disparar la ECC cuando estas disminuyen. Para 

activar la entrada de Ca2+ al interior celular, STIM contacta y activa los canales de membrana 

formados por las proteínas Orai, responsables de la corriente ICRAC. 

 

2.2.1 Mediadores de la ECC: proteínas STIM1 y Orai1: 

STIM1 es una proteína de tipo I con un único dominio transmembrana y una masa molecular 

de 75kDa (685 aminoácidos), la cual se localiza mayoritariamente en la membrana del RE, 

aunque también se ha descrito su presencia en la membrana plasmática. En su extremo N 

terminal, situado en el lumen del retículo, STIM1 presenta un dominio EF-hand que le 

permite detectar la [Ca2+]  reticular [129]. Adyacentes, un dominio EF-hand alternativo y un 

dominio alfa estéril (SAM) estabilizan esta región. En su conjunto, estas tres regiones son 

conocidas como región EF-SAM. El extremo citosólico de STIM1 está formado por tres 

dominios coiled coil (CC), siendo el primer CC a su vez subdividido en tres regiones (CC1α1, 

CC1α2, CC1α3). Consecutivamente, una región rica en serina/prolina y un extremo 

polibásico completan la secuencia de STIM1.  
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Figura 4. representación esquemática de los dominios de STIM1 y las secuencias de unión a Orai1 [130]. 

 

En estado de reposo, cuando la [Ca2+] reticular supera los 400 µM, el sitio de unión a Ca2+ 

localizado en el EF-hand canónico se encuentra asociada a este ion, inhibiendo con ello la 

activación de STIM1. Además de este sitio, recientemente se han descrito entre 4 y 5 sitios 

de unión a calcio adicionales en la región EF-SAM, presentando una Kd en conjunto cercana 

a 200 μM. Estas superficies alternativas estarían relacionadas energéticamente al EF-hand 

canónico y jugarían un papel tanto en la estabilización del mismo como en la activación de 

STIM1 [129]. En la forma quiescente, los monómeros de STIM1 se asocian formando 

dímeros con carácter autoinhibitorio, unión que es alcanzada a través de la interacción de 

los dominios coiled coil situados en la región citosólica. [131]. Esta asociación se ha descrito 

como una unión antiparalela en forma de “V” entre los dominios CC2 y CC3 de las dos 

unidades, siendo crucial para la estabilización de esta estructura las interacciones entre los 

residuos complementarios de ambos monómeros (R429, W430, I433 y L436 con T354, L351, 

W350 y L347 respectivamente).  Paralelamente, la estructura es empaquetada gracias a 

interacciones entre los dominios CC1α1 y CC3, y  CC1α3 y la región localizada entre CC2 y 

CC3, siendo este plegado de vital importancia para evitar la activación de las proteínas STIM 

y la entrada de Ca2+ constitutiva [132], [133].   

 

Tras la activación celular y la apertura de los canales de Ca2+ reticulares, la concentración 

luminal de este ion se reduce y los sitios de unión a Ca2+ de la región EF-SAM quedan libres. 

Este evento activa a STIM1 produciendo un cambio conformacional en la estructura 

secundaria de la región luminal y la dimerización de estas regiones [134], [135]. Sin 

embargo, recientemente se ha descrito que solo la dimerización del EF-SAM es necesaria 

para la activación de STIM1, restando relevancia al cambio de la estructura de este dominio 

[129]. Adicionalmente, el dominio SAM se ha propuesto como una estructura capaz de 
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mediar la unión de las regiones luminales de STIM1, siendo posible establecer un nivel 

superior de organización tras la interacción entre los dominios SAM de varios dímeros [135]. 

Tras la liberación de los sitios de unión a Ca2+, la asociación de las regiones luminales de 

STIM1 desencadena la reorganización de esta proteína, proceso que incluye la aproximación 

de los dominios transmembrana y el despliegue de la región citosólica. Dentro de la región 

transmembrana, son necesarias tres glicinas (G223, G225 y G226) para garantizar la 

flexibilidad de la estructura y la transmisión de la señal activadora hacia el dominio 

citosólico [136], [137]. En la región citosólica, el proceso de activación determina la ruptura 

de las interacciones inhibitorias, la elongación de STIM1, así como la exposición hacia la 

membrana plasmática de los dominios CC2, CC3 y el extremo polibásico [136], [138]. Esta 

nueva organización se estabiliza gracias a la asociación de los dominios CC1α1 del dímero 

[131], desconociéndose aun si los dominios CC1α2 y CC1α3 estabilizan de forma similar la 

forma activa de la molécula. Sin embargo, existen indicios claros de su participación en el 

proceso de reorganización de STIM1. La mutación de STIM1 R304W, localizada entre los 

dominios CC1α2 y CC1α3, promueve el fenotipo patológico asociado al síndrome de 

Stormorken al reforzar la interacción entre los CC1α1 del dímero, bloqueando así la 

formación de las interacciones inhibitorias. Como resultado, la mutación R304W activa de 

forma constitutiva el dímero de STIM1 promoviendo un aumento de la entrada de Ca2+ 

dependiente del mismo  [139]. Cuatro grupos de investigación describieron de forma 

simultánea la región de STIM1 responsable de contactar y activar los canales Orai. Todos los 

fragmentos propuestos (denominados OASF, CAD, SOAR y CCb9) incluyen los dominios CC2 

y CC3, además de 19 aminoácidos adicionales [140]–[143]. La región polibásica, localizada 

cercana al extremo carboxilo, se ha descrito como el elemento de STIM1 encargado de 

contactar con los fosfolípidos de la membrana. Junto con la región SOAR, ambas regiones 

serían responsables del movimiento de STIM1 hacia las zonas de aproximación entre 

membrana y retículo y la formación de “puncta” [144]–[146]. Por tanto, el cambio 

conformacional de STIM1 tras su activación le habilita para oligomerizar, contactar con los 

agentes localizados en la membrana plasmática, reconfigurar su localización formando 

“puncta” y activar la entrada de Ca2+ a través de los canales capacitativos. 

Orai1 es una proteína de 33 kDa (301 aminoácidos) identificada como el canal responsable 

de la corriente ICRAC. Debido a su funcionalidad, Orai1 se localiza predominantemente en la 

membrana plasmática, presentando tanto el extremo amino como el carboxilo en la región 



Antecedentes bibliográficos 

39 
 

citosólica. Dentro de la secuencia de Orai1 se distinguen cuatro hélices transmembrana 

conectadas por dos loops extracelulares y uno intracelular [128]. La estructura cuaternaria 

del canal Orai1 está formada por la unión de seis monómeros, los cuales forman el poro con 

la asociación de los primeros dominios transmembrana de cada subunidad, describiendo el 

resto de dominios transmembrana círculos concéntricos alrededor del poro [147].  

 

Figura 5. Modelo simplificado del mecanismo de activación de la ECC [130]. 

 
Cerca de la región extracelular del poro, el residuo glutamato E106 forma el filtro de 

selectividad del canal. Función que es desarrollada gracias a la carga negativa de estos 

residuos y a la proximidad de los mismos, los cuales forman el segmento más estrecho del 

poro [147]. Inmediatamente por debajo del filtro de selectividad se localizan tres anillos 

compuestos por residuos hidrofóbicos (V102, F99, L95), constituyendo la acción conjunta de 

los dos primeros una barrera hidrofóbica que impide la entrada de Ca2+ mientras el canal se 

encuentra inactivo. Por último, el poro se completa con tres residuos básicos (R91/K87/R83) 

que serán de vital importancia en la conducción del Ca2+ tras la activación de Orai1  [147]. 

Otra región de interés para la conductividad de Orai1 está localizada en el primer loop 

extracelular y  cercana al filtro de selectividad. En esta región, Frischauf et al. han descrito la 

existencia de un microdominio formado por dos residuos de aspartato (D110 y D112), los 
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cuales sería capaces de acumular Ca2+ en la inmediaciones del poro e incrementar la 

conductividad del canal cuando la concentración extracelular de Ca2+ sea baja [148]. En el 

segmento citosólico del poro, el extremo N-terminal de Orai1 alberga una gran cantidad de 

dominios involucrados en la regulación del canal (posteriormente detallados al desarrollar 

las isoformas de Orai1 y los mecanismos inhibitorios de los canales CRAC). Dentro de esta 

región, los 18 aminoácidos previos a la primera hélice transmembrana constituyen el 

dominio ETON (del inglés Extended TM Orai1 NH2-terminal); esta región ha sido identificada 

como una de las superficies de interacción con STIM1 durante la activación del canal. En el 

extremo opuesto de Orai1, los dominios CC localizados en el extremo C terminal 

interaccionan con el dominio SOAR de STIM1 durante la activación del canal. Sin embargo, 

cuando el canal se encuentra inactivado los extremos carboxilos de Orai1 se asocian en 

parejas gracias a la interacción antiparalela de su secuencia [147].  

 

El proceso de activación del canal Orai1 ha sido un tema ampliamente discutido en los 

últimos años por la comunidad científica; sin embargo, existe cierto consenso sobre la 

capacidad de STIM1 para interaccionar de forma directa con el canal Orai1 induciendo un 

cambio conformacional y desencadenando la entrada de Ca2+ a través del mismo. Las 

Figura 6. Representación de la estructura de Orai1 y algunos de sus regiones más significativas. 
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hipótesis iniciales respaldaban un modelo de interacción bifásica donde STIM1 se asociaba 

al extremo carboxilo de Orai1 y posteriormente inducía la apertura del canal al interaccionar 

con el extremo amino [149]–[151]. Estudios más recienten optan por la idea de que la 

interacción entre STIM1 y Orai1 a través de los dominios C-terminal es suficiente para 

activar el canal [152], o por modelos donde la unión de STIM1 a ambos extremos de Orai1 

ejerza una acción sinérgica [153], [154]. La unión entre los extremos carboxilos de ambas 

proteínas se fundamenta en la interacción anti paralela de los dominios CC de ambas 

secuencias, involucrando por parte de Orai1 dos leucinas (L273 y L276) y varios residuos 

aspartato con carga negativa (D284, D287 y D291), al igual que varios residuos básicos 

localizados en el CC2 de STIM1 (K382, K384, K385 y K386) [155]. Aunque la asociación de los 

extremos C terminal de Orai1 y STIM1 juega un papel predominante en la activación del 

canal, no existen un consenso claro sobre la función que desempeña el extremo N-terminal 

en este proceso. Recientemente se ha puesto en duda la capacidad de este segmento para 

interaccionar con STIM1, debido a que análisis estructurales de Orai1 describen el extremo 

N-terminal aislado por otros segmentos transmembrana [147]. Otro aspecto controvertido 

en la activación de Orai1 son los cambios morfológicos que experimenta el poro. El análisis 

de canales abiertos de forma constitutiva (debido a la mutación H134A) propuso 

inicialmente una relación entre el primer y el segundo segmento transmembrana de Orai1. 

Interacción que, al ser activado el canal, induce la rotación del primer segmento 

transmembrana y el desplazamiento del residuo F99 del centro del poro, habilitando con 

ello el paso de iones Ca2+ a través del mismo [156]. Estudios cristalográficos más recientes, 

que utilizaron otras mutaciones para inducir la apertura del canal (H206A y P288L), 

describieron una dilatación del poro al ser activado Orai1. Este ensanchamiento, que es más 

evidente en la región básica, permitiría la entrada de aniones al microdominio citosólico del 

poro, neutralizando los residuos básicos de esta región y asistiendo el paso de los iones Ca2+ 

a través del canal [157], [158]. 
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Figura 7. Vista cenital de la estructura cuaternaria del canal Orai1 (izquierda) [147]. Modelo de apertura del canal Orai1 
tras la mutación H206A (derecha) [159]. 

 
La relación estequiométrica entre Orai1 y STIM1 ha resultado ser un factor crucial en los 

procesos de activación y regulación de la entrada capacitativa. Aunque la formación del 

canal Orai1 por seis unidades está ampliamente aceptada, no existe tal consenso sobre la 

organización de las moléculas de STIM1 ni la relación estequiométrica mantenida entre 

ambas proteínas. Como se ha detallado anteriormente, algunos autores han propuesto la 

formación de dímeros de STIM1 durante el reposo celular gracias a la interacción de los 

dominios SOAR [160]. Tras el vaciamiento de los depósitos, un cambio conformacional 

rompe las interacciones basales, permitiendo al dominio SOAR desplegarse hacia la 

membrana y habilitar la asociación de los dominios CC1 [131], [161]. Al mismo tiempo, se ha 

propuesto que los dímeros activados de STIM1 podrían asociarse a otros dímeros a través 

de su extremo luminal y dominio transmembrana, formando estructuras de mayor 

complejidad [162]. Yen y Lewis han descrito un modelo donde todos los monómeros 

constitutivos del canal Orai1 deben asociarse y ser activado por un STIM1 para desarrollar 

una corriente ICRAC canónica [163]. Este hecho no aclara la relación numérica entre las 

moléculas de ambos agentes, pudiendo darse una interacción entre dímeros donde cada 

unidad del dímero de STIM1 se asocie a una unidad de Orai1 del mismo canal, o una 

relación monomérica, donde las subunidades del dímero de STIM1 se asocian a hexámeros 

distintos. No es descartable que ambos tipos de relación puedan tener lugar al mismo 

tiempo, aunque la hipótesis de una relación monomérica tiene un mayor respaldo debido a 
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que es capaz de explicar la agrupación de los canales Orai1 en ciertas regiones de la 

membrana al ser activados por STIM1. 

 

 

Figura 8. Modelos de relación estequiométrica entre STIM y Orai. Adaptado de [159]. En rojo se representan los dímeros 
de STIM1 y en verde los canales Orai1 como estructuras hexaméricas. 

 

2.2.2 Mecanismos de regulación de la ECC:  

Las sobrecargas de Ca2+ son un evento citotóxico comúnmente asociado a procesos como la 

apoptosis, necrosis y autofagia celular [164]. En consecuencia, los mecanismos de entrada 

de Ca2+ desde el medio extracelular son desplegados bajo estrictos sistemas de inhibición. 

Las corrientes CRAC mediadas por Orai1 no suponen una excepción, habiéndose descrito 

dos mecanismos inhibitorios dependientes de Ca2+. Una de las principales características de 

la corriente ICRAC es su inactivación a los pocos milisegundos tras su activación, mecanismo 

que ha sido denominado inactivación rápida dependiente de Ca2+ o FCDI (del inglés Fast 

Ca2+-Dependent Inactivation). Debido a su carácter inmediato y a su independencia respecto 

la amplitud de la corriente, se ha sugerido que este mecanismo es activado por el Ca2+ que 

penetra a través del poro, probablemente uniéndose al canal en algún dominio inhibitorio 

localizado en el lado citosólico [165], [166]. El loop intracelular de Orai1 o el dominio de 

unión a CaM, localizado en el extremo amino, han sido propuestos como responsables de 

este mecanismo inhibitorio [167], [168]. Sin embargo, la participación del dominio de unión 

a CaM se descubrió altamente improbable al publicarse la estructura del canal Orai1, 

encontrándose esta región en el lumen del poro siendo inaccesible para la calmodulina. 

Aunque no se consideró inicialmente, STIM1 parece ser necesario para el desarrollo de este 

mecanismo inhibitorio. Papel que será mediado a través de una interacción alostérica entre 
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los residuos básicos de STIM1 (D476/D478/D479) y el residuo W76 de Orai1. La interacción 

entre estos residuos daría lugar al movimiento de las cadenas laterales de W76 hacia el 

centro del poro y la formación de una barrera hidrofóbica [169].  

 

Figura 9. Modelo esquemática del mecanismo inhibitorio de AC8 sobre Orai1. 

 
Otro agente que ha sido recientemente involucrado en este mecanismo inhibitorio es la 

adenilato ciclasa 8 (AC8). Estudios previos determinaron la asociación constitutiva entre 

Orai1 y AC8 a través de la interacción de sus extremos aminos, asociación que se propuso 

como necesaria para la activación de la ciclasa por el Ca2+ que penetra a través de Orai1 

[170]. Posteriormente, Zhang et al. han descrito la capacidad de AC8 para establecer un 

sistema de retroalimentación negativa que inactiva Orai1. De esta forma, tras ser 

estimulada por el Ca2+, la AC8 media la activación de la PKA a través del incremento en la 

[AMPc] citosólico, siendo PKA responsable de inducir la inactivación del canal Orai1 a través 

de la fosforilación del residuo S34 de cada subunidad de Orai1. En definitiva estos sistema 

de regulación determinan las características de la ECC y regulan la activación de los procesos 

celulares dependientes de la señal de Ca2+  [171]. 
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 Unos segundos tras la activación del canal Orai1, la elevación en la [Ca2+] citosólica activa 

un segundo mecanismo de regulación denominado inactivación lenta dependendiente de 

Ca2+  o SCDI (del inglés Slow Ca2+-Dependent Inactivation) [172]. Dos agentes, SARAF y CaM, 

han sido descritos como los mediadores de este mecanismo, existiendo evidencias para 

afirmar que ambos inducen un efecto inhibitorio ligeramente diferente.  

 

 CaM: es una proteína ubicua involucrada en la transducción de las señales de Ca2+ y 

la posterior activación de procesos celulares. Para desarrollar estas funciones, CaM 

es capaz de determinar la [Ca2+] citosólica y experimentar un cambio conformacional 

con el aumento de esta. Este proceso determina la exposición de regiones con 

carácter hidrofóbico que le permiten interaccionar con multitud de agentes y 

modular su actividad [173], [174]. Dentro de los elementos regulados por CaM se 

encuentran multitud de proteínas, enzimas o canales iónicos, desempeñando en 

estos últimos un papel fundamental al mediar los mecanismos inhibitorios 

dependientes de Ca2+ [175], [176]. Dentro del mecanismo de ECC, se ha propuesto 

un modelo de inactivación por CaM que sería mediado a través de una interacción 

directa con STIM1. Interacción que involucraría dos regiones hidrofóbicas 

(L374/V375 y L390/F391) por parte de STIM1, siendo los mecanismos de SCDI 

totalmente bloqueados al ser mutados estos residuos por aminoácidos menos 

hidrofóbicos [177]. 

 

 SARAF es una proteína de 339 aminoácidos localizada tanto en el RE como en la 

membrana plasmática. Dentro de su estructura destacan una región luminal, un 

dominio transmembrana y un segmento citosólico, presentando en este último 

varios dominios ricos en serina/prolina y arginina. Brevemente, el dominio luminal 

de SARAF está involucrado en la regulación de la actividad de SARAF, siendo el 

extremo citosólico el que participa en los procesos de inactivación de la entrada 

capacitativa [178], [179]. En estado basal, SARAF interacciona con la región de STIM1 

448-530, segmento denominado CTID (del inglés C-terminal inhibitory domain), 

estableciendo a través de esta interacción un bloqueo inhibitorio que impide la 

activación de los canales Orai en estado basal [178], [180]. Tras el vaciamiento de los 

depósitos, SARAF y STIM1 se disocian permitiendo el cambio conformacional del 
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segundo y la apertura de los canales Orai1. Tras un breve periodo, SARAF induce la 

inactivación del sistema al reasociarse con STIM1. Es llamativo como la actividad 

reguladora de SARAF sigue un patrón dependiente de la [Ca2+] citosólica y el 

rellenado de los depósitos reticulares; sin embargo, esta proteína no cuenta con 

ningún dominio capaz de interaccionar con Ca2+. Recientemente, Albarran et al. han 

descrito como la proteína EFHB es capaz de sincronizar la relación entre STIM1 y 

SARAF en función de la [Ca2+] citosólica. EFHB es una proteína localizada en el citosol 

que alberga dos dominios de unión a Ca2+. Tras el vaciamiento de los depósitos, EFHB 

se asocia a STIM1 desplazando en esta acción a SARAF y promoviendo la activación 

completa de la ECC. Al producirse la entrada de Ca2+ a través de los canales Orai, 

EFHB se disocia de STIM1, habilitando el retorno del bloqueo impuesto por SARAF y 

los mecanismos de SCDI [181]. 

 

Las proteínas Golli y ORMDL3 también se han identificado como parte de la maquinaria 

celular implicada en el mecanismo de SCDI. Las proteínas Golli son isoformas de la proteína 

básica de mielina generadas a partir de procesos de splicing alternativo, las cuales son 

conocidas por desarrollar un papel fundamental en los procesos de mielinización del tejido 

nervioso [182]. Walsh et al. han descrito la capacidad de Golli para inactivar los canales 

CRAC de forma dependiente a la [Ca2+] citosólica, papel inhibitorio que es desarrollado al 

asociarse al extremo carboxilo de STIM1 [183]. ORMDL3 es una proteína localizada en la 

membrana reticular que presenta ambos extremos, amino y carboxilo, en la región 

citosólica. La actividad de ORMDL3 ha demostrado ser relevante en multitud de funciones 

en eosinófilos y su disfunción se asocia a alteraciones en los procesos inflamatorios [184]. 

ORMDL3 colocaliza con STIM1 tanto en reposo como tras el vaciamiento del retículo, siendo 

capaz de ejercer, a través de su extremo N terminal, una influencia inhibitoria sobre la 

corriente ICRAC de forma dependiente a la [Ca2+] citosólica [185]. 
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Figura 10. Modelo esquemático de los principales agentes implicados en la regulación de la ECC. 

 
Por el contrario, otras proteínas participan en el mecanismo de entrada capacitativa 

desempañando funciones auxiliares. CRACR2A es una proteína citoplasmática de 45 kDa que 

presenta 2 dominios EF-hand en su extremo amino. CRACR2A es capaz de interaccionar 

tanto con STIM1, uniéndose a los dominios CC y la secuencia rica en serina/prolina, como 

con Orai1, asociación que involucra la secuencia situada entre los aminoácidos 64 y 93 de 

Orai1 [186].  Gracias a los dominios EF-hand, CRACR2A es capaz de detectar la [Ca2+] 

citosólica y promover la asociación entre STIM1 y Orai1 al detectar concentraciones bajas de 

este ion. Por el contrario, al alcanzarse [Ca2+] elevadas, CRACR2A se disocia del complejo 

STIM1-Orai1 e inhibe la entrada de Ca2+ al citosol [186]. TEMEM110 o STIMATE es una 

proteína localizada en la membrana del retículo, presentando una estructura caracterizada 

por sus múltiples dominios transmembrana y una secuencia polibásica cercana al extremo 

carboxilo [187]. STIMATE juega un papel crucial en la activación de STIM1 y en la formación 

de “puncta” tras el vaciamiento de los depósitos. Función que es mediada por la interacción 

del extremo carboxilo de STIMATE con el CC1 de STIM1, evento que promueve la disociación 

del enlace inhibitorio entre los dominios CC1 y SOAR de STIM1 y el cambio conformacional 

de la proteína [187]. 
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2.2.3 Variantes e isoformas de las proteínas STIM y Orai: 

Como hemos explicado, los primeros modelos sobre la activación de la ECC anteponían el rol 

de Orai1 y STIM1 sobre los demás miembros de ambas familias. Planteamiento que 

comenzó a ser cuestionado al comprobarse que la corriente mediada con la sobreexpresión 

de ambas proteínas era incapaz de imitar todas las propiedades de la corriente ICRAC nativa 

[188]. Actualmente, tanto los estudios mecanísticos de la ECC como aquellos que analizan su 

implicación en la fisiología y fisiopatología celular contemplan que este proceso de 

señalización es orquestado por la colaboración de todos los miembros de ambas familias. En 

los modelos actuales, la adaptación de las características de la ECC a los requerimientos 

celulares se alcanza a través del control de la expresión de las diferentes variantes de STIM y 

Orai. Este proceso de ajuste se potencia en ciertas ocasiones con la producción de variantes 

alternativas de las proteínas canónicas, habiéndose descrito hasta la fecha variantes de las 

proteínas STIM1, STIM2 y Orai1.  

 

Gracias a procesos de splicing alternativo se ha descrito la producción de tres isoformas 

adicionales de STIM1. Estas variantes responden con sus nuevas características a los 

requerimientos específicos de los tejidos donde se generan. STIM1L es la variante más larga 

(115 kDa), resultado de la incorporación de 318 pares de bases entre los exones 11 y 12. 

STIM1L se expresa en el músculo esquelético y cardíaco, sistema nervioso central, 

pulmones, hígado y bazo [189]. A diferencia de la variante canónica, STIM1L se encuentra 

permanentemente localizado próximo a la membrana plasmática, aspecto que explica la 

rápida activación de la entrada capacitativa en los tejidos que generan esta isoforma. Una 

característica peculiar en lo que concierne a esta variante es que aunque las “puncta” 

formadas por STIM1L son sensiblemente más pequeñas que las desarrolladas por STIM1, la 

ECC mediada por la variante larga es un 20% mayor [190]. Divergencia que es explicada 

debido a la mayor eficiencia de STIM1L para activar los canales TRPC1, canales que se 

caracterizan por una mayor conductividad respecto los formados por Orai1 [191]. En el año 

2020 Knapp y colaboradores describieron un isoforma de STIM1 denominada STIM1A. Esta 

nueva variante alberga un exón adicional situado entre los exones 10 y 11, añadiendo, tras 

la región SOAR, 31 aminoácidos en la secuencia de STIM1 [192]. Estos autores registraron 

una expresión prominente del ARNm de STIM1A en testículos, astrocitos, riñones y corazón. 
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En los testículos, la inclusión del dominio A determina la localización de esta isoforma en 

regiones de recuperación de la membrana plasmática conocidas como complejos tubulo-

bulbares. Funcionalmente, STIM1A ejerce un efecto negativo sobre la ECC y la corriente 

ICRAC, a pesar de ser capaz de agruparse e interaccionar con los canales Orai. Esta influencia 

negativa estaría motivada por la incapacidad de esta isoforma para estabilizar la interacción 

entre el dominio SOAR y el domino ETON del extremo amino de Orai1, evento que se 

considera crucial para la activación del canal Orai1. Kanpp et al. explican esta diferencia en 

la funcionalidad debido a una región localizada en el exón A, el cual recibe el nombre de los 

aminoácidos que los constituyen: PSD (500-F-S-D-504). Conclusión que fue respaldada tras 

recuperar la funcionalidad de esta isoforma gracias a la mutación de los residuos de serina o 

ácido aspártico, del segmento PSD, por residuos de alanina [192]. Este mismo año se ha 

identificado una nueva isoforma de STIM1, formada tras la introducción de un exón 13 

alternativo que da lugar a la producción de una proteína más corta de STIM1. Dentro de su 

secuencia, los últimos 170 aminoácidos canónicos son eliminados y sustituidos por un 

dominio alternativo, denominado B,  el cual está conformado por 26 aminoácidos y otorga 

nombre a la nueva isoforma: STIM1B [193]. STIM1B se expresa abundantemente en el 

sistema nervioso central, localizándose en las estructuras reticulares presinápticas donde 

interviene en el rellenado de las vesículas sinápticas. La funcionalidad de STIM1B muestra 

ciertas diferencias con respecto STIM1, presentando una menor velocidad en la 

translocación a las zonas de contacto entre membrana y retículo, la formación de puncta de 

menor tamaño, y una activación más lenta de los canales Orai [193].  

Figura 11. Representación esquemática de la estructura lineal de las isoformas de STIM1. 
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El gen humano STIM2 está formado por 14 exones, los cuales gracias a procesos de splicing 

alternativo dan lugar a tres variantes de esta proteína [194], [195]. Stim2.2 (STIM2α) fue la 

primera variante caracterizada, y aunque presenta una gran similitud con STIM1, sus 

diferencias estructurales favorecen una clara distinción funcional. El dominio EF-SAM de 

STIM2.2 muestra menor afinidad para el Ca2+ que el EF-SAM de STIM1; como consecuencia, 

STIM2.2 es capaz de detectar vaciamientos del retículo más discretos que los detectados 

por STIM1 [196]. Esta diferencia determina que, en estado de reposo, STIM2.2 se localice en 

las zonas de aproximación entre membrana y retículo, induciendo pequeñas entradas de 

Ca2+ desde el medio extracelular. Esta acción basal mantiene la [Ca2+] reticular y citosólica 

en valores óptimos y evita la activación de STIM1, evento que solo se producirá cuando la 

[Ca2+] reticular descienda hasta valores cercanos a los 200 µM, desencadenando una 

entrada capacitativa mucho mayor pero transitoria [197]. Otra diferencia la encontramos en 

el dominio SOAR de STIM2.2, el cual alberga variaciones de algunos residuos en 

comparación con la secuencia de STIM1. Estas modificaciones determinan una unión más 

débil a los canales Orai1 y una menor capacidad para activarlos [198], [199]. Además de su 

función protectora, STIM2.2 es un agente adaptador en los procesos de señalización. Al ser 

capaz de heteromerizar con STIM1, STIM2 aumenta su sensibilidad confiriéndole nuevos 

roles en los procesos de comunicación, proceso que se hace más evidente bajo estímulos 

celulares moderados, que únicamente determinan la activación de STIM2 [200]. 

Figura 12. Representación esquemática de la estructura lineal de las isoformas de STIM2. 

 

Como se ha introducido previamente, los procesos de splicing alternativo del gen STIM2 dan 

lugar a otras dos isoformas: STIM2.1 (STIM2β) y STIM2.3. STIM2.1 se caracteriza por la 

inclusión de un exón 9 adicional, el cual inserta una pequeña secuencia de aminoácidos 
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dentro del dominio CC2 del segmento SOAR (383VAASYLIQ392). Esta secuencia inhabilita a 

STIM2.1 para interaccionar y activar los canales Orai, estableciéndose como un dominante 

negativo capaz de asociarse a STIM1 y STIM2.2 e inhibir la activación de los canales Orai por 

los mismos [195]. Por último, una tercera isoforma de STIM2, denominada STIM2.3, sería el 

resultado de la inclusión de un exón 13 alternativo. Este proceso genera una proteína con 

un extremo carboxilo 148 aminoácidos más corto cuya función no ha sido identificada aun 

[195]. 

 

En mamíferos coexisten dos variantes de Orai1, las cuales son generadas tras el inicio 

alternativo en el proceso de traducción del ARN mensajero. Orai1β es la isoforma expresada 

en todos los vertebrados, presentando un extremo N terminal corto; por el contrario, 

Orai1α, la variante clásica de 301 aminoácidos, es una isoforma genuina de mamíferos que 

alberga una secuencia adicional de 63 aminoácidos en el extremo amino terminal [201]. 

Orai1β se origina por un inicio alternativo de la traducción en la metionina 64, o incluso la 

metionina 71, por lo que carece los primeros aminoácidos de la secuencia de Orai1α [201]. 

Dentro de la secuencia adicional de Orai1α se han identificado multitud de dominios 

capaces de conferir a esta isoforma funciones ausentes en Orai1β. Willoughby et al. 

identificaron a la secuencia comprendida entre los aminoácidos 26-34 de Orai1α como el 

segmento capaz de interaccionar con AC8 [170]. Esta diferencia implica que solo la isoforma 

larga es capaz de activar AC8 y aumentar las concentraciones de AMPc, sugiriendo que 

Orai1α podría controlar la expresión de genes dependientes de factores de transcripción 

sensibles a AMPc, como por ejemplo los genes controlados por CREB [202]. De forma 

paralela, solo Orai1α es objeto de la inhibición mediada por PKA y PKC, las cuales participan 

en los procesos de inhibición de la corriente ICRAC a través de la fosforilación de los residuos 

S34 o S27 y S30, respectivamente [171], [203], [204]. Coincidiendo con este segmento, se ha 

identificado un posible dominio de unión a PIP2 (aminoácidos 28-33), aunque su 

funcionalidad no ha sido descrita aún. Cerca de la metionina que da comienzo a la secuencia 

de Orai1β se localiza un sitio de unión a caveolina (aminoácidos 52-60), región que ha sido 

implicada en los procesos de internalización de Orai1α durante la meiosis [205]. 

Funcionalmente se observan diferencias claras entre ambas isoformas, siendo Orai1β capaz 

de mediar una entrada capacitativa ligeramente mayor [206]. Divergencia que podría ser 

justificada debido a los sistemas inhibitorios que se apoyan en el extremo amino de Orai1α y 
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por tanto están ausentes en Orai1β. Adicionalmente, ambas isoformas presentan también 

diferencias en la movilidad a través de la membrana, siendo la velocidad de desplazamiento 

de Orai1α menor que la de Orai1β. Se ha sugerido que esta diferencia podría ser causada 

por la mayor capacidad de Orai1α para asociarse a los componentes de la membrana [201]. 

Zhang et al. fueron los primeros en proponer un rol diferencial en los procesos de 

señalización celular para Orai1α y Orai1β. Este grupo demostró la capacidad de ambas 

isoformas para activar el factor de transcripción dependiente de Ca2+ NFAT1, el cual 

requiere de elevaciones robustas en la [Ca2+] en el microdominio del poro. Sin embargo, 

NFAT4 es comúnmente activado por concentraciones bajas de agonistas, siendo 

dependiente del incremento en la [Ca2+] tanto en el nanodominio del poro como en el 

núcleo. Este mecanismo de señalización difiere del de NFAT1 y necesita de un perfil 

diferente en la señal de Ca2+, habiendo sido descrito como Orai1β media de forma 

preferente la activación de este factor de transcripción [171]. Recientemente, Kar et al. han 

profundizado aún más en el mecanismo de activación de NFAT1, concluyendo que este es 

solo activado por Orai1α. Estos autores proponen un modelo donde tras el vaciamiento de 

los depósitos intracelulares de Ca2+, Orai1α interacciona con AKAP79 a través de un 

segmento localizado entre los aminoácidos 39 y 59. AKAP79 sería responsable de aproximar 

al microdominio de Orai1α a NFAT1 y a la fosfatasa calcineurina, la cual es activada y 

defosforila NFAT1  tras la entrada de calcio por el poro [207]. Este enlace entre NFAT1 y 

calcineurina parece prorrogarse hasta que se localizan en el núcleo [208], protegiendo al 

NFAT1 defosforilado de las cinasas citosólicas y nucleares, e impidiendo la defosforilación de 

las moléculas de NFAT1 localizadas fuera de la influencia de los macrocomplejos anexos a 

los canales Orai1. 
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Figura 13. Modelo de activación de NFAT1 por Orai1α. Modelo donde se describe la aproximación de NFAT1 al canal de 
membrana a través de la interacción de la proteína AKAP79 con la región localizada en el extremo amino de Orai1α: 

AKAR [207]. 

 
La familia de proteínas Orai está compuesta por tres miembros (Orai1, Orai2 y Orai3), los 

cuales fueron identificados de forma simultánea [128]. Desde su caracterización, Orai1 ha 

acaparado la mayoría de los esfuerzos destinados a desvelar la función de estas proteínas, 

desplazando a sus homólogos del centro de atención y ocultando el más que probable papel 

de las tres isoformas en los canales CRAC nativos. El Orai1 de mamíferos es el homologo 

más cercano al dOrai descrito en invertebrados; acompañando el salto a vertebrados, 

encontramos la aparición de Orai2, mientras que Orai3 se generó en mamíferos a partir de 

la duplicación del gen Orai1 [209]. La secuencia de los tres miembros de la familia Orai es 

bastante similar, siendo los segmentos transmembrana las zonas que muestran una mayor 

conservación. De forma singular, Orai3 presenta una extensión citosólica del segmento 

transmembrana 2 en comparación con Orai1, resultando en un loop intracelular de menor 

tamaño [210]. Son los extremos amino, y más evidentemente, los carboxilos los que 

muestran un alto nivel de heterogeneidad, contribuyendo a las propiedades farmacológicas 

de cada isoforma de Orai. Recientemente se ha descrito el efecto potenciador de la 

molécula IA65 sobre Orai1, la cual parece no tener ningún efecto sobre otras isoformas de 

Orai [211]. El compuesto 2-aminoetildifenilo borato (2-APB) bloquea a altas concentraciones 

la corriente mediada por Orai1 y Orai2, mientras que produce un efecto potenciador de 
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Orai3 de forma independiente a los depósitos reticulares [212]–[215].Funcionalmente, las 

tres isoformas de Orai son capaces de mediar corrientes ICRAC, sin embargo, Orai1 muestra 

una mayor conductividad que Orai2 y Orai3, siendo las corrientes mediadas por los últimos 

de un valor aproximado del 50% y 20% de la corriente de Orai1 respectivamente [216], 

[217]. Estas diferencias en el valor de la corriente pueden explicarse debido a la sensibilidad 

de las tres isoformas para los procesos de inhibición dependientes de Ca2+. Con respecto a la 

FCDI Orai3 es la subunidad que muestra una mayor inhibición, seguido de Orai2 y Orai1 

consecutivamente; sin embargo, solo Orai1 es sensible a los procesos de SCDI y el único 

canal en el que se ha detectado el proceso de reactivación tras la FCDI [216], [217]. En los 

últimos 5 años multitud de esfuerzos han descrito la interacción de las diferentes isoformas 

de Orai, dando lugar a la formación de canales CRAC nativos en forma de heterohexameros 

[218]–[220]. Esta asociación se desarrolla en estado basal y se presenta insensible al 

vaciamiento de los depósitos reticulares. La combinación de los tres homólogos de Orai 

favorece la regulación negativa del canal CRAC por parte de las unidades Orai2 y Orai3 que 

lo conforman, mostrando el primero una mayor eficacia al inhibir la corriente [218]. El 

modelo más novedoso sobre la estructura de los canales CRAC propone que esta actividad 

inhibitoria está involucrada en la regulación negativa del canal y el diseño de las señales 

nativas de Ca2+.  

 

En este modelo, Orai1 es responsable de las elevaciones sostenidas de la [Ca2+], mientras 

que Orai2 y Orai3 contribuirían a la formación de señales en forma de picos y oscilaciones. 

Figura 14. Modelo esquemático de la anatomía de los canales CRAC nativos y su conductividad [402]. 
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Esta especialización podría estar apoyada por el hecho de que STIM1 interacciona con Orai2 

y Orai3 de forma constitutiva, promoviendo una mayor sensibilidad de estos homólogos a 

los procesos de FCDI. Además, el complejo preformado por STIM1-Orai2/3 sería activado y 

desactivado rápidamente ajustándose a los requerimientos de las señales pulsátiles. 

Paralelamente, estudios desarrollados en líneas celulares muy concretas proponen el rol 

predominante de Orai2 y Orai3 en la entrada capacitativa, al ser estos homólogos 

expresados en mayor medida que Orai1. Las primeras evidencias del papel de Orai3 en SOCE 

fueron descritas en células de cáncer de mama ER+. En estas células, el receptor de 

estrógenos α media los procesos tumorales induciendo la sobreexpresión de Orai3 y su 

intervención en los mecanismos de señalización [221]. De forma similar, en el tejido 

neuronal Orai2 y STIM2 parecen ser los mediadores de los procesos de señalización 

asociados a los depósitos de Ca2+, mostrándose estas células carentes de otros miembros de 

la familia Orai y siendo insensibles al arresto de la expresión del tándem STIM1-Orai1 [222], 

[223]. 

 

2.2.4 TRPC1 y las corrientes capacitativas SOC: 

Poco tiempo después de ser identificados en 1995 [224], [225], los canales TRPCs fueron 

propuestos como canales capacitativos. Estas proteínas pertenecen una extensa familia de 

canales de membrana denominada TRP, que abarca a su vez seis subfamilias. La subfamilia 

TRPC debe su nombre a ser los primeros homólogos de los canales TRPs de Drosophila 

identificados en humanos (canónicos), habiéndose descrito 7 variantes dentro de esta 

familia (TRPC1-TRPC7). En conjunto los TRPs presentan una estructura muy conservada, 

donde el canal se compone a través de la asociación de cuatro unidades, compuestas cada 

una por seis hélices transmembrana. Esta configuración localiza tanto el extremo carboxilo 

como amino de cada subunidad en la región citosólica, siendo el poro del canal formado por 

la agrupación del quinto y sexto dominio transmembrana. Dentro del segmento N terminal, 

los miembros de la subfamilia TRPC presentan cuatro dominios de ankirina y un dominio CC, 

necesarios para la asociación con otros TRPCs y la formación del canal [226], [227]. Algunos 

miembros de la subfamilia TRPC, como TRPC1, albergan también en el extremo amino un 

dominio de unión a caveolina 1, el cual permite regular la interacción con otras proteínas y 

lípidos de membrana [228]. En el extremo C terminal, los TRPC presentan una secuencia 

altamente conservada (EWKFAR) involucrada en los procesos de activación del canal. 



Antecedentes bibliográficos 

56 
 

Además, un dominio rico en prolina [229] habilita la interacción con la proteína FKBP52, una 

inmunofilina que participa en los procesos de plegado y tráfico de proteínas. 

Consecutivamente, un dominio de unión a CaM e IP3R modulará la activación de los TRPCs 

en función de la [Ca2+] citosólica [230], [231]. Por último, uno o dos segmentos CC 

(dependiendo de la variante estudiada) completan el extremo C terminal, región a la que se 

unirán STIM1 y CaM con el objetivo de desarrollar los procesos de activación e inhibición del 

canal, [176], [232]. Los canales TRPC muestran una selectividad para el Ca2+ variable. Para 

poder categorizar los diferentes grados de selectividad es común realizar una comparación 

entre los cocientes de permeabilidad Ca2+/Na+ de cada variante. Los canales TRPC5 y TRPC6 

son los más selectivos para Ca2+, mostrando ratios de permeabilidad Ca2+/Na+ cercanos a 9 y 

5, respectivamente. Por el contrario, TRPC1 y TRPC4 son las variantes que presentan un 

menor ratio siendo igualmente selectivos para Ca2+ y Na+ [100]. 

 

Previo a la inclusión de las proteínas STIM y Orai en los modelos de entrada capacitativa, 

dos trabajos propusieron el papel de TRPC1 como canal dependiente de los depósitos 

intracelulares de Ca2+ [233], [234]. Tras este hito inicial, la función de TRPC1 en la ECC fue 

confirmada en un amplio número de tipos celulares diferentes [235], [236]. Sin embargo, 

dos argumentos generaban una gran incertidumbre sobre el papel de los canales TRPC en 

este mecanismo de señalización: la corriente mediada por los canales TRPC en general, y 

TRPC1 en particular, no reflejaba las características de la corriente ICRAC, la cual había sido 

caracterizada previamente en mastocitos; además, la sobreexpresión de variantes de esta 

subfamilia, como TRPC3, sugería la participación de estos canales en mecanismos de 

señalización de Ca2+ dependientes de la PLC e insensibles a los depósitos reticulares. 

Actualmente, tras un número extenso de artículos que describen la función de las proteínas 

STIM, Orai y TRPC, se considera que no existe una homogeneidad en los procesos de 

entrada capacitativa entre los diferentes tipos celulares, y por tanto, además de la corriente 

canónica ICRAC se aceptan como capacitativas otras corrientes con características biofísicas 

diferentes, las cuales se agrupan bajo la terminología ISOC  [237]. 
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Figura 15. Modelo esquemático de la translocación y activación de TRPC1 tras la apertura de Orai1. 

 
Una vez abierto el abanico de posibilidades dentro del mecanismo de ECC, multitud de 

autores han propuesto al complejo STIM1-Orai1-TRPC1 como responsable de la corriente 

ISOC [238]–[241]. El modelo propuesto por Ong et al. establece la colocalización de TRPC1 y 

Orai1 en la membrana plasmática durante el reposo, siendo ambos canales activados por 

STIM1 tras el vaciamiento de los depósitos [240]. En apartados anteriores hemos descrito 

como el segmento SOAR de STIM1 desencadena la apertura de los canales Orai al contactar 

con el segmento carboxilo de las subunidades del canal. La interacción entre STIM1 y TRPC1 

también es mediada por este fragmento de STIM1, que por sí solo no es suficiente para 

provocar la apertura del canal. Este proceso requiere también de la interacción entre el 

dominio rico en lisina del extremo C terminal de STIM1, cargados positivamente, y los 

aspartatos del extremo C terminal de TRPC1, cargados de forma negativa. Chen et al. 

propusieron años después un modelo alternativo, por el cual la entrada de Ca2+ por Orai1 

induce la translocación de TRPC1 a las proximidades del complejo STIM1-Orai1, habilitando 

su interacción con STIM1 y la posterior apertura del poro [123].  

 

Aparte de sus diferencias en las características biofísicas, las corrientes ICRAC e ISOC también 

muestran cierta heterogeneidad con respecto los procesos celulares asociados. Si la 
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corriente mediada por los canales CRAC es necesaria para la activación y translocación del 

NFAT al núcleo, la activación del factor nuclear kappa B (NF-KB) se ha asociado a las señales 

producidas por los canales formados por TRPC1. Otros eventos celulares, como la 

agregación plaquetaria, secreción de insulina, diferenciación de adipocitos o secreción de 

adiponectina, también se han descrito como dependientes de la entrada de Ca2+ inducida 

por el complejo STIM1-Orai1-TRPC [242]–[245].  

Además de formar parte del mismo sistema de señalización, se ha propuesto que la relación 

funcional entre los canales Orai y TRPC puede incluir sistemas de regulación mutua. Dos son 

las hipótesis que establecen la capacidad de los canales TRPC1 para modular la entrada de 

Ca2+ a través de los canales Orai:  

1. Al permitir la entrada de Ca2+ en el mismo microambiente celular, TRPC1 podría 

promover los procesos de inactivación de los canales CRAC dependientes de Ca2+. 

2.  Al mediar una corriente mucho mayor, los canales TRPC1 incrementarían la cantidad 

de Ca2+ disponible para SERCA, optimizando el rellenado de los depósitos y 

promoviendo la inactivación de Orai [165], [166]. 

 

Paralelamente, también se ha propuesto que la corriente mediada por los canales TRPC, que 

presenta una conductividad mayor, produciría la despolarización de la membrana y 

atenuaría el gradiente de entrada para el Ca2+ a través de los canales Orai [246], [247].  
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2.3 Fisiología plaquetaria y el Ca2+ como mediador de la agregación plaquetaria: 

Las plaquetas son los elementos formes de la sangre responsables de la formación de 

coágulos y por tanto una parte esencial en la defensa contra el sangrado. En el torrente 

sanguíneo humano circulan alrededor de 1 trillón de plaquetas, constituyendo uno de los 

elementos formes de la sangre junto a leucocitos y eritrocitos. Fueron inicialmente descritas 

por Max Shultze en 1865, aunque su papel en la coagulación fue identificado en 1881 por 

Giulio Bizzozero, patólogo italiano que demostró in vivo la capacidad de las plaquetas para 

adherirse a las paredes de los vasos sanguíneos lesionados, iniciando el proceso de 

trombosis. Años después, Eberth y Schimmelbusch observaron los cambios morfológicos 

que sufren las plaquetas en los vasos dañados y como la estasis del flujo va seguida por la 

acumulación de estos elementos en la pared del vaso, trabajos que son la base de nuestro 

conocimiento actual sobre la hemostasia. 

 

Las plaquetas poseen un diámetro aproximado de 0,5 μm, con forma de disco biconvexo y 

anucleadas [248]. Aunque carezcan de ADN genómico, contienen ARN mensajero derivado 

de las células progenitoras, información que permite la síntesis de proteínas. La 

concentración normal de las plaquetas en la sangre es de 1,5 a 3,5 x 108 plaquetas/mL, 

siendo su vida media de 8 a 11 días [249]. Al término de este periodo, las plaquetas entran 

en un proceso de senescencia y los macrófagos presentes en el sistema retículo histocitario 

del bazo, hígado y médula ósea las eliminan [250].  

 

2.3.1 Desarrollo plaquetario: 

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

de la médula ósea en un proceso conocido como trombopoyesis. La formación de plaquetas 

puede dividirse en dos fases arbitrarias. La primera etapa, desarrollada durante varios días, 

engloba la maduración y desarrollo de los megacariocitos y requiere de la intervención de 

factores de crecimiento específicos. En la segunda fase tendrá lugar la formación 

plaquetaria gracias a la reorganización del citoplasma, siendo necesaria la transición por dos 

estadios inmaduros para concluir el proceso: proplaquetas y preplaquetas [251]. 

 El desarrollo megacarioblástico y la formación de plaquetas son procesos complejos que 

están regulados a multitud de niveles por diferentes citocinas, aunque la trombopoyetina es 
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considerada el regulador principal de este proceso [252], [253]. Tras la estimulación de las 

células madre hematopoyéticas por la trombopoyetina, evento que en adultos tiene lugar 

en la médula ósea, estas células pluripotenciales se diferenciarán en megacariocitos gracias 

a la actividad de diversos factores de transcripción. Tras este proceso, la maduración 

megacariocítica se caracteriza por una fase proliferativa inicial y por el posterior aumento 

del tamaño celular y ploidía, estado que es alcanzado gracias a un proceso de endomitosis 

[254]. Esta acumulación de material genético ha sido propuesta como un evento necesario 

para garantizar la producción y empaquetamiento del ARN mensajero, proteínas y 

estructuras celulares que constituirán las plaquetas, evitando el estres originado por la 

mitosis y citocinesis [254]. Dentro de las estructuras generadas gracias al proceso de 

endomitosis destaca un extenso sistema de membranas internas que conectan de forma 

directa con la membrana plasmática de los megacariocitos y apoyará la formación de 

plaquetas en etapas posteriores [255]. Al alcanzar la madurez, los megacariocitos viajan 

hasta el nicho vascular de los capilares sinusoides donde ramificaciones de la membrana 

plasmática invaginan hacia el interior de los vasos, lugar donde estas invaginaciones 

terminarán desprendiéndose gracias a las fuerzas de cizalla producidas por el flujo [256]. Las 

estructuras resultantes, denominadas proplaquetas, presentan una forma caracterizada por 

dos extremos lobulares interconectados por un puente membranoso [257]. Debido a que se 

trata de un cambio morfológico, la reorganización del citoesqueleto de los megacariocitos 

es fundamental en la formación de las proplaquetas, proceso que es mediado por la 

actividad de la tubulina-β1 y la miosina II [258]–[260]. La reorganización del citoesqueleto es 

también necesaria para el transporte de gránulos y vesículas hacia los procesos que 

formarán las proplaquetas, habiéndose propuesto la existencia de diferentes poblaciones de 

plaquetas dependiendo del contenido de estos elementos [257]. Ya en el torrente 

sanguíneo, las proplaquetas continuarán con el proceso de maduración generando 

preplaquetas, transición que es bidireccional y que está definida por la continua repartición 

del contenido celular [261], [262]. Finalmente, las preplaquetas se dividen gracias a las 

fuerzas de cizalla en los capilares pulmonares, donde estas fuerzas son de mayor magnitud, 

concluyendo la formación plaquetaria [263].  
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2.3.2 Función plaquetaria: 

En condiciones fisiológicas las plaquetas fluyen continuamente sin interactuar con las 

paredes de los vasos sanguíneos. Sin embargo, al producirse un daño en el epitelio vascular, 

las plaquetas desencadenan una respuesta altamente regulada que abarca los procesos de 

adhesión a las estructuras endoteliales y subendoteliales, activación y agregación [264]. 

Estos pasos están íntimamente integrados y se desarrollan de forma simultánea en las 

diferentes unidades plaquetarias que se suman al proceso de hemostasis. 

 

Adhesión: Fase que da comienzo cuando componentes de la matriz extracelular del 

endotelio vascular dañado, como el colágeno, fibronectina, laminina o Factor de Von 

Willebrand (FVW), contactan con las plaquetas circulantes. Este proceso se ha descrito de 

diferentes formas según las fuerzas de cizalla resultantes de la lesión, siendo más relevante 

la interacción inicial con el FVW cuanto mayor sean estas fuerzas [265], [266]. La interacción 

del receptor plaquetario GPIb-IX-V con el FVW tiene una ratio de disociación muy rápida, 

factor que provoca que las plaquetas “rueden” por la superficie reactiva en el sentido del 

flujo. Este movimiento favorece la ejecución de señales intracelulares que darán comienzo a 

la siguiente fase de la hemostasis y, adicionalmente, permite a las plaquetas estabilizar la 

adhesión a través de la intervención de las integrinas. Estas integrinas son glicoproteínas 

heterodiméricas formadas por la asociación de una subunidad α y una subunidad β, las 

cuales constituirán los receptores plaquetarios para fibrinógeno (αIIbβ3) , vitronectina (αVβ3), 

colágeno (α2β1), fibronectina (α5β1) y laminina (α6β1) [267], [268].  Al estabilizar la unión, las 

plaquetas experimentan un cambio conformacional caracterizado por la extensión de 

pseudópodos, reduciendo la resistencia al flujo y aumentando las posibilidades de reclutar 

otras células y detener la hemorragia [269].  

 

Activación: Tras la adhesión, las plaquetas se activan rápidamente y comienzan el proceso 

de agregación. El colágeno es uno de los principales activadores plaquetarios, y es 

especialmente relevante al comienzo de la hemostasis, cuando las primeras plaquetas 

contactan con la superficie reactiva. Al unirse con la glicoproteína α2β1, el colágeno 

desencadena la liberación de agonistas como el ADP y el tromboxano A2 (TXA2), agentes que 

mediarán la activación de las plaquetas circulantes en las proximidades del epitelio dañado. 

Los agonistas plaquetarios se unen a los receptores de membrana y estimulan la 
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transducción de señales, siendo mayoritaria la activación de receptores acoplados a 

proteína G y la participación tanto de PLC como PLA2 en la cascada de señalización [270]. 

Dentro de los mecanismos derivados de la activación plaquetaria, la secreción de vesículas 

intracelulares es un evento que alimenta de forma positiva el proceso de activación.  Los 

gránulos α y gránulos densos son las principales vesículas exocitadas, y en estas estructuras 

se almacenan multitud de productos capaces de estimular a las plaquetas circulantes y 

promover la reparación del epitelio vascular. Dentro de estas vesículas podemos destacar la 

presencia de cationes divalentes (Ca2+ y Mg2+), ADP, serotonina, TXA2, epinefrina, 

fibrinógeno, FVW, factores IV, V, XI y XIII, factores de crecimiento derivados de plaquetas, 

factores de coagulación V y VIII, además de receptores de adhesión entre otros productos. 

El ion Ca2+ juega un papel vital en el proceso de hemostasis, ya que, a excepción de la 

epinefrina, todos los agonistas plaquetarios inducen la movilización del Ca2+ almacenado en 

el sistema tubular denso y la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular [270], [271].  

 La activación plaquetaria por el ADP es mediada por la unión a dos tipos de 

receptores de membrana: P2Y1 y P2Y2.  La activación de P2Y1 desencadena el 

aumento de la [Ca2+] citosólica y la activación de la PKC. Paralelamente, la señal 

dependiente del receptor P2Y2 disminuye la [AMPc] en plaquetas, inhibiendo la 

actividad de la PKA [270], [272]. 

 La trombina, el agonista plaquetario más efectivo, es sintetizada gracias al 

procesamiento de la protrombina por el factor V. Este evento tiene lugar tras la 

activación plaquetaria y la reorganización de los fosfolípidos de membrana en la cara 

extracelular de la misma [273].  La cascada de señalización dependiente de la 

trombina es mediada por dos receptores con capacidad proteasa (PAR-1 y PAR-4) y, 

al igual que se ha descrito tras la estimulación con ADP, la trombina induce un 

aumentando de la [Ca2+] citosólica y la disminución de la [AMPc] [272], [274], [275]. 

 El TXA2 es un potente agonista plaquetario producido a partir del ácido araquidónico 

por la acción de la ciclooxigenasa-1. La actividad de este metabolito promueve el 

“feedback” positivo de activación de forma similar al ADP, siendo su efectividad 

como agonista limitada por su corta semivida [270]. Al contactar con la membrana 

de las plaquetas, el TXA2 desencadena el proceso de activación a través de un 

receptor específico. Dos variantes de este receptor, generadas a gracias a un proceso 

de splicing alternativo han sido descritas en plaquetas humanas (TPα y TPβ) [276], 
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[277]. Además, el TXA2 presenta capacidad vasoconstrictora, lo que favorece la 

formación del trombo tras la reducción del flujo sanguíneo. 

 Otros productos de secreción plaquetaria, como la epinefrina, conducen la 

activación plaquetaria sin mediar un cambio conformacional. Tras la estimulación 

plaquetaria por este agonista, se promueve la formación del TXA2 así como su 

secreción junto a otros elementos [278].  Paralelamente, se ha propuesto la 

capacidad de la epinefrina para potenciar la acción de otros agonistas plaquetarios 

tras unirse a su receptor adrenérgico α2A [279]. 

 La serotonina es un potente vasoconstrictor que, tras ser secretado amplifica la 

respuesta plaquetaria inducida por el ADP. Este efecto es desarrollado tras su unión 

a los receptores acoplados a proteína G 5HT2A. Además, también se ha propuesto 

que la serotonina favorecería la hemostasis al retener proteínas procoagulantes, 

como el fibrinógeno, en la superficie plaquetaria [280].  

 

Agregación: Proceso que consiste en la asociación de plaquetas activadas con el fin de 

formar un tapón hemostático. Dentro de los agentes involucrados en este proceso destaca 

la función de la integrina αIIbβ3. En reposo, este receptor se encuentra en la superficie 

plaquetaria de forma inactiva, estando bloqueada la unión a su ligando [281]. Tras la 

activación plaquetaria, esta integrina sufre un cambio conformacional que permite su 

interacción con el fibrinógeno, el FVW y otras moléculas que contienen la secuencia 

arginina-glicina-aspartato [265]. La unión del FVW a este receptor promueve la asociación 

del mismo con el fibrinógeno, proceso que es necesario para estabilizar la interacción 

plaqueta-plaqueta y desencadenar las señales responsables de mediar la agregación 

irreversible entre las mismas [266], [272]. Por tanto, el proceso de agregación, que es 

caracterizado por la unión entre plaquetas y el cambio morfológico de las mismas, es 

considerado una respuesta bifásica. Una primera etapa, definida como un estado de 

asociación reversible, es seguida de una fase donde las plaquetas secretan el contenido de 

sus gránulos y los mecanismos de interacción cobran un carácter irreversible [278]. 
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Figura 16. Modelo esquemático del proceso de activación plaquetaria y la formación del trombo [282]. 

 

2.3.3 Papel del Ca2+ en la activación plaquetaria: 

Dentro de la fisiología plaquetaria, los mecanismos de señalización basados en el ion Ca2+ 

tienen una importancia crucial, destacando su intervención en los mecanismos de 

activación, secreción y agregación [116]. Las señales de Ca2+ involucradas en los procesos de 

activación plaquetaria son inducidas por la acción de los agonistas anteriormente descritos; 

estos agonistas determinarán el aumento de la [Ca2+] citoplasmática a través de la liberación 

de los depósitos intracelulares o facilitando la entrada desde el medio extracelular. En 

plaquetas, el sistema tubular denso es el mayor deposito intracelular de calcio, siendo la 

isoforma SERCA2b la responsable del llenado del mismo [283], [284]. Paralelamente, los 

depósitos acídicos constituyen un acumulo auxiliar de Ca2+, el cual es rellenado por la 

isoforma SERCA3 [285], [286]. Estos depósitos presentarán una funcionalidad 

complementaria y serán movilizados de forma diferencial dependiendo del agonista 

implicado. Tras la estimulación con ADP, únicamente el Ca2+ localizado en el sistema tubular 

denso será movilizado. Por el contrario, agonistas con mayor potencia, como la trombina, 

serán capaces de movilizar también los depósitos acídicos a través de la activación de los 

receptores PAR1 y PAR4 [287]. Simultáneamente, la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular también se ha descrito como necesaria para alcanzar una activación plaquetaria 
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completa. Dentro de los mecanismos de entrada de Ca2+ descritos en plaquetas es posible 

destacar la entrada a través del receptor P2X1, la entrada de Ca2+ mediada por los segundos 

mensajeros, la entrada de Ca2+ dependiente de la la  PKC y la tirosina cinasa Src y la ECC 

[116], [288], [289], considerandose la última como el mecanismo principal. 

 

Las primeras evidencias de la funcionalidad de la ECC en la fisiología plaquetaria fueron 

publicadas por Sage et al. en 1989. En este trabajo, la entrada de Ca2+ inducida por trombina 

fue analizada de forma indirecta a través del apagamiento de la sonda fura-2 por la entrada 

de Mn2+ [290]. Aunque la ECC había sido registrada en megacariocitos y no era descabellado 

suponer su presencia en plaquetas, la imposibilidad de realizar estudios electrofisiológicos 

en las mismas impuso una metodología alternativa para estudiar este mecanismo de 

señalización. [291]. En megacariocitos, la expresión de Orai1 y STIM1 es mediada por la 

actividad del NF-KB, que se encuentra sobreactivado en estas células debido a la influencia 

de la cinasa dependiente de suero y glucocorticoides [292]. Adicionalmente, los estudios 

basados en plaquetas de ratón carentes de STIM1 u Orai1 demuestran la funcionalidad de 

estas proteínas en la activación plaquetaria. En el primer caso, la ausencia de STIM1 

ocasionó la inhibición tanto de la liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares como 

de la ECC, repercutiendo de forma negativa en la capacidad para formar trombos. De forma 

similar, los procesos de ECC, la entrada de Ca2+ operada por receptor y la activación 

plaquetaria inducida por agonista se inhibieron en ausencia de Orai1, siendo este efecto 

más evidente cuando la activación plaquetaria fue iniciada por la activación del receptor de 

colágeno [293]–[296]. Dentro de la maquinaria celular asociada a la ECC, Redondo et al. 

describieron la participación de Orai1 en un complejo de señalización junto con  TRPC1, 

TRPC6, el receptor de IP3 tipo II y SERCA3. Posteriormente, el papel de TRPC1 en los 

procesos de agregación de plaquetas humanas se vio reforzado por el trabajo de Galán y 

colaboradores, resultado que contrastaba con los datos mostrados en plaquetas de ratones 

deficientes en TRPC1, donde se presentaba una ECC y fenotipo normales en comparación 

con las plaquetas de ratones “wild-type” [243], [293], [294]. Esta discrepancia podría ser 

justificada debido a las diferencias en los procesos de activación plaquetaria entre especies. 

Igual que sucede con TRPC1, no existe un consenso sobre el rol de TRPC6 en la fisiología 

plaquetaria. Autores como Paez Espinosa apoyan el rol de TRPC6 en la activación 

plaquetaria, describiendo aumentos en el tiempo de sangrado y la inhibición de la capacidad 



Antecedentes bibliográficos 

66 
 

trombogénica en las plaquetas de ratones TRPC6-KO [297]. Sin embargo, los trabajos 

realizados por los grupos de Ramanathan y Albarran no han sido capaces de replicar estos 

resultados y describen como normales los procesos de ECC y agregación plaquetaria en las 

plaquetas de ratones TRPC6-KO [298], [299]. No obstante, Albarran et al. observaron una 

disminución en la [Ca2+] citosólica en las plaquetas TRPC6-KO en estado de reposo, siendo 

esta diferencia atribuida a la capacidad de TRPC6 para controlar las fugas de Ca2+ de los 

depósitos intracelulares [299]. 
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2.4. Cáncer de mama: 
 

2.4.1 Epidemiologia y factores de riesgo del cáncer de mama: 

Exceptuando el cáncer de piel, el cáncer de mama femenino se convirtió en el tipo más 

común de cáncer a nivel mundial durante el año 2020. Se estima que durante el año pasado 

se diagnosticaron 2,3 millones de nuevos casos, dato que representa el 11,7% del total de 

nuevos casos de cáncer diagnosticados [300]. Este hito refleja el aumento anual del 3,1% en 

la incidencia del cáncer de mama a nivel global desde el año 1980, siendo esta tendencia 

paralela al crecimiento y envejecimiento de la población [301]. Regiones como Norte 

América, con mayores ingresos, presentan una incidencia local de 89,4 casos por cada 

100.000 habitantes, mientras que regiones como África central y el este asiático albergan 

una incidencia mucho menor (32,7 y 26,2 casos por cada 100.000 habitantes 

respectivamente)[300]. Esta diferencia podría atribuirse a una menor exposición a los 

factores de riesgo, pero también a la disparidad en la capacidad de diagnosticar la 

enfermedad. En 2020, el cáncer de mama fue la causa de 685.000 muertes a nivel mundial, 

convirtiéndose en la quinta causa de muerte asociada al cáncer [300]. Pero esta mortalidad 

no se distribuye de forma homogénea por las diferentes regiones geográficas, siendo, como 

cabía esperar, mayor en regiones con ingresos medios o bajos. Aunque con menor 

incidencia, estas zonas presentan una mayor mortalidad debido a factores como el 

diagnóstico tardío y la inaccesibilidad a tratamientos.  

 

La epidemiologia del cáncer de mama presenta diferencias claras entre países, que no son 

únicamente achacables a factores culturales o el nivel de sensibilización de la sociedad. La 

implementación de estudios epidemiológicos ha permitido detectar multitud de factores de 

riesgo relacionados con la aparición del cáncer de mama. Las hormonas sexuales podrían 

influir en el desarrollo del cáncer de mama por su capacidad para inducir la proliferación 

celular e incrementar la probabilidad de sufrir daños en el ADN [302]. En consecuencia, la 

aparición temprana de la menarquia o la entrada tardía en la menopausia podrían aumentar 

la probabilidad de desarrollar cáncer de mama. Factores como el embarazo, la lactancia o 

una menor edad al primer parto se relacionan con un menor riesgo de sufrir cáncer de 

mama. Se ha propuesto que esta influencia es mediada por alteraciones en la sensibilidad 

de las glándulas mamarias a las hormonas, reducción del número de células madre o 
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progenitoras y cambios en la expresión génica, que inhibirían los procesos de proliferación y 

favorecerían la diferenciación celular [303], [304]. En los últimos años, se ha sugerido que el 

uso de anticonceptivos hormonales podría aumentar el riesgo de desarrollar cáncer de 

mama, enfatizando la necesidad de adoptar otro tipo de medidas con el objetivo de reducir 

el riesgo [305]. El consumo de alcohol, la obesidad, la inactividad física o la implementación 

de dietas proinflamatorias también se han relacionado con el desarrollo de este 

enfermedad, estimándose que alrededor de un 20% de los casos a nivel mundial son 

atribuibles a factores modificables [306].  

 

Aproximadamente un 10% de los casos de cáncer de mama se asocian a factores 

hereditarios, aunque este porcentaje varía con frecuencia dependiendo de la etnia de la 

población, la edad a la cual se diagnostica el cáncer o la tipología del mismo [307]. 

Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, involucrados en la reparación del ADN, presentan 

una alta repercusión y se asocian con un riesgo elevado de desarrollar cáncer de mama. Las 

mutaciones en estos genes tienen un patrón hereditario autosómico dominante, 

provocando la perdida de la función en las proteínas resultantes [308]. Aunque en menor 

medida, multitud de mutaciones en líneas germinales han sido descritas como factores de 

riesgo en cáncer de mama.  La mayoría de los genes relacionados se encuentran 

involucrados en la reparación del ADN y de entre ellos destacan ATM, CHEK2, PTEN, STK1l o 

TP53 [309]. 

 

2.4.2 Clasificación del cáncer de mama: 

Basándonos en el perfil histológico, el cáncer de mama se ha categorizado como carcinoma 

in situ o carcinoma invasivo. Dentro de la denominación de carcinoma mamario in situ, 

encontramos a su vez una diferenciación entre aquellos procesos de origen ductal o lobular. 

De forma similar, el carcinoma mamario invasivo es un grupo que presenta una gran 

heterogeneidad, abarcando los subtipos ductal infiltrante, lobular invasivo, mixto, 

mucinoso, tubular, medular y papilar. El carcinoma ductal invasivo es la variante más 

común, siendo responsable de en torno al 80% de las lesiones invasivas [310]. Marcadores 

como el receptor de estrógenos (ER), el receptor de la  progesterona (PR), o el receptor del 

factor de crecimiento epidermal humano 2 (HER2) han sido utilizados de forma rutinaria en 

el análisis clínico de los casos de cáncer de mama, debido a su alto valor predictivo y a su 
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relevancia a la hora de determinar opciones terapéuticas de mayor especificidad. En 

consecuencia, estos marcadores han sido utilizados como base para desarrollar una 

clasificación molecular del cáncer de mama, la cual diferencia entre 4 subgrupos [311]: 

1. Luminal A: en este grupo encontramos carcinomas positivos para ER (ER+) y/o PR 

(PR+) y negativos (expresión normal) para HER2. Constituye la forma más común en 

la clasificación molecular, siendo responsable de entre el 40% y el 50% de los 

carcinomas mamarios invasivos; sin embargo, también es el grupo con mejor 

prognosis [312], [313]. 

2. Luminal B: carcinomas ER+ y/o PR+ y positivos (sobreexpresión) para HER2. En 

comparación con el subgrupo luminal A, los tumores luminal B presentan una menor 

expresión de genes asociados al ER, y mayor expresión de los genes dependientes 

del HER2. Tienen peor prognosis que los tumores luminal A, aunque las personas 

diagnosticadas con lesiones de este tipo pueden beneficiarse tanto del uso de 

terapias hormonales como de quimioterapia [312].  

3. HER2 sobreexpresado: carentes de ER y PR y positivos para HER2; este grupo 

representa el 15% de los carcinomas mamarios invasivos y suelen manifestarse como 

tumores con un comportamiento eminentemente agresivo. Sin embargo, este grupo 

responde de forma positiva a las terapias dirigidas al HER2, siendo constante la 

mejora de estas opciones terapéuticas y el manejo de la enfermedad [312], [314].   

4. Basal o triple negativo: carentes de ER, PR y sin sobreexpresión del HER2, estos 

tumores se caracterizan por su mayor capacidad proliferativa e invasiva. Constituye 

la variante con peor pronóstico, siendo la quimioterapia la única alternativa y 

presentando recaídas entre el segundo y tercer año tras la primera presentación de 

forma común [312], [315]. 

 

La metástasis es el proceso que engloba la diseminación de las células cancerosas y la 

formación de nuevos tumores en una localización diferente a la lesión primaria. Es un 

proceso con una gran relevancia clínica, siendo responsable del 90% de las muertes 

inducidas por el cáncer [316]. La metástasis abarca una serie de eventos secuenciales e 

interrelacionados que comienzan con la escisión del tumor primario y la invasión del tejido 

circundante. Posteriormente se produce la entrada de las células cancerosas al sistema 

linfático y/o circulatorio, facilitando su diseminación. Por último, tiene lugar la salida de los 



Antecedentes bibliográficos 

70 
 

vasos sanguíneos o linfáticos y la relocalización de las células cancerosas en un nuevo 

órgano, etapa que incluye la adaptación al ambiente y la reprogramación del estroma para 

formar micrometástasis [317]. La presencia de metástasis en el momento del diagnóstico 

del cáncer de mama es un marcador claro de la prognosis de la enfermedad. Los casos en 

los que las células malignas se encuentran localizadas únicamente en el lóbulo o en el ducto 

mamario en el diagnostico muestran un 98% de supervivencia a los 5 años. Sin embargo, 

este porcentaje se ve reducido hasta el 83% si se observan signos de invasión en los nódulos 

linfáticos regionales, y hasta el 23% si se observa metástasis distal durante el diagnóstico 

[318]. Dentro de la clasificación molecular del cáncer de mama se han señalado diferencias 

en la capacidad y tendencia invasiva de los diferentes subtipos. Los tumores luminal A y 

luminal B tienden a metastatizar en el hueso y los nódulos linfáticos; los tumores HER2 

sobreexpresado muestran igualmente una tendencia por el hueso y los nódulos linfáticos 

además de por el cerebro; mientras que el subtipo basal tendría preferencia por invadir los 

pulmones y el cerebro [319]. 

 

2.4.3 Calcio y cáncer de mama: 

Históricamente los procesos de señalización intracelular dependientes de Ca2+ han sido 

considerados como irrelevantes para la fisiopatología del cáncer. Teoría que, aunque se 

haya demostrado errónea, reflejaba la línea de pensamiento predominante hace no muchos 

años, la cual sustentaba que estos mecanismos de comunicación se desarrollaban de forma 

homogénea en todas las células no excitables [320]. En la última década, tras multitud de 

avances en el conocimiento de la maquinaria celular involucrada en el desarrollo y control 

de las señales de Ca2+, esta maquinaria ha sido el objetivo de un amplio número de 

herramientas terapéuticas, tanto para el cáncer como para otras enfermedades [321], [322]. 

Actualmente, no existen dudas sobre la relevancia de los mecanismos de señalización de 

Ca2+ en la aparición y desarrollo del cáncer, siendo los procesos celulares de proliferación, 

migración, invasión o muerte celular mediados gracias al control de las señales de Ca2+. En 

algunos subtipos de cáncer se han descrito alteraciones en la maquinaria celular implicada 

en la homeostasis del Ca2+. Dentro de estas son frecuentes los cambios en la expresión de 

proteínas o la introducción de modificaciones post-traduccionales, adaptaciones que se 

ajustan a los requerimientos de las células malignas [323].  
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El cáncer de mama, como se ha descrito anteriormente, es una terminología que engloba un 

grupo heterogéneo de lesiones originadas en las glándulas mamarias. Esta heterogeneidad 

se refleja también en las adaptaciones de los mecanismos de señalización de Ca2+, 

existiendo hasta la fecha un número reducido de estudios que relacionen los diferentes 

subtipos de cáncer de mama con la alteración de algún elemento involucrado en la 

señalización de Ca2+. Debido a su implicación en los procesos de lactancia, el remodelado de 

los sistemas de homeostasis del Ca2+ es una característica del tejido mamario [324]. Por ello, 

proteínas con un peso importante en este proceso, como  PMCA2, ORAI1 y SPCA2 [325], se 

han relacionado con la aparición y desarrollo del cáncer de mama. 

 

La implicación de la ECC en la fisiopatología del cáncer de mama fue evidente desde los 

primeros estudios que relacionaban esta enfermedad con la homeostasis del Ca2+ [326]–

[328]. Actualmente, la ECC se presenta como un evento de vital importancia para el 

crecimiento celular, proliferación, migración, metástasis y resistencia a la apoptosis de los 

diferentes subtipos de cáncer de mama [324]. La sobrexpresión de los canales Orai1 se ha 

descrito tanto en muestras de pacientes como en una gran variedad de líneas celulares de 

cáncer de mama. Dentro de las ultimas destacan las líneas MCF7 y MDA-MB-231, que son 

los modelos más extendidos de las variantes ER+ y triple negativo respectivamente [329], 

[330]. En líneas celulares y muestras clínicas caracterizadas como ER+ también se ha descrito 

la sobreexpresión de Orai3. Modificación que es dependiente de la actividad del ERα, y que 

otorga a Orai3 el control de la proliferación y migración de estas células [221], [331], [332]. 

Dentro de la familia de canales TRPC, tanto TRPC1 como TRPC6 se encuentran 

sobrexpresados en algunas líneas celulares de cáncer de mama, especialmente en aquellas 

del subtipo basal [333]. Nuestro grupo identificó a TRPC6 como parte de la maquinaria 

celular anexa a la ECC en las líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 y MCF7. En 

estos modelos, la actividad de TRPC6 es muy relevante en la ECC y el desarrollo de los 

procesos de proliferación, migración e invasión. Papel que es desarrollado a través del 

control de la expresión de membrana de Orai1 y Orai3 en los respectivos modelos celulares 

[330].   
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Papel de la ECC en la proliferación y evasión de la muerte de las células de cáncer de mama: 

Multitud de estudios han identificado a la ECC como un mecanismo esencial para los 

procesos de proliferación y evasión de la muerte celular en el cáncer de mama. Estudios in 

vitro e in vivo han relacionado las elevadas concentraciones de Na+ del microambiente 

celular de los tumores mamarios con los procesos inflamatorios y el aumento de la 

proliferación celular. En estos estudios, el incremento de la concentración de Na+ 

extracelular es descrito como un evento capaz de activar la ECC, mecanismo que es mediado 

por la sobreexpresión de la SIK3 [334]. Además, el aumento en la actividad de los canales 

Orai1 por esta vía habilita la sobrexpresión de las glicoproteínas P, agentes que promueven 

la quimio-resistencia al ser capaces de expulsar los fármacos al exterior celular [334], [335]. 

SPCA2, la bomba ATPasa de Ca2+ del aparato del Golgi, también ha sido involucrada en los 

mecanismos de proliferación del cáncer de mama. Durante el proceso de lactancia, la 

expresión de SPCA2 aumenta en las células del epitelio mamario [325], y esta misma 

alteración se ha descrito en un número elevado de muestras de cáncer de mama. En este 

contexto, SPCA2 media una entrada de Ca2+ no capacitativa a través de los canales Orai1, 

promoviendo la activación de NFAT1, la proliferación celular y la progresión de la 

enfermedad. Otro factor ambiental determinante para la aparición y desarrollo del cáncer 

de mama son los depósitos de colágeno del tejido mamario. Un estudio reciente ha 

desvelado la capacidad del colágeno para promover las características tumorales de las 

células MCF7 y evitar la muerte celular. Esta influencia es mediada por la sobreexpresión y 

colocalización de los canales de membrana Kv10.1 y Orai1, asociación que determina la 

conducción de una entrada de Ca2+ constitutiva en estas células [336]. Paralelamente, Orai3 

también promueve la proliferación de las células MCF7 a través de su influencia positiva 

sobre la expresión del oncogen c-myc, proceso que se ha descrito como dependiente de la 

activación de la cinasa MAP [332]. Por último, se ha descrito cómo la sobreexpresión y 

aumento de la actividad de Orai3 provoca la activación de la vía PI3K/Sgk-1/Sek-1 y la 

degradación del supresor tumoral p53, contribuyendo con ambos factores a los procesos de 

evasión de la muerte celular en algunos tumores mamarios [337]. 
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Papel de la ECC en la migración, metástasis y angiogénesis de las células de cáncer de mama: 

Dentro de la maquinaria implicada en los procesos de migración del cáncer de mama, la ECC 

también desarrolla un papel crucial. Gueder et al. han descrito como la inhibición de la α-

glucosidasa, en las células MCF7 y MDA-MB-231, reduce la expresión de STIM1 y la ECC. Esta 

alteración conduce a la reducción de la expresión de la integrina-β1, la inhibición de la 

fosforilación de la cinasa de adhesión focal (FAK) y la inactivación de las cinasas reguladas 

por señales extracelulares (ERK1/2); cambios que resultan en una menor velocidad en la 

renovación de la adhesión focal y la reducción de la capacidad migratoria de las células de 

cáncer de mama [338], [339]. Yu et al. han descrito una relación negativa entre la actividad 

del eje enzima convertidora de angiotensina II/angiotensina 1-7/MAS y la capacidad 

metastática de las células de cáncer de mama.  La activación de este eje, de especial 

relevancia en el microambiente tumoral, inhibe la capacidad metastática del cáncer de 

mama a través de una disminución de la ECC, el bloqueo de la señal PAK1/NF-KB/Snail, y el 

aumento de la expresión de E-caderina [340]. En células MCF7, la ECC mediada por Orai3 ha 

sido descrita como un evento clave para el desarrollo de la migración celular. Este rol es 

mediado gracias a la capacidad de Orai3 para activar NFAT y ERK1/2, además de promover 

la fosforilación de FAK. La transición desde un estado epitelial a un fenotipo mesenquimal 

(EMT), más invasivo, es un proceso que ha sido ampliamente relacionado con la metástasis 

del cáncer de mama. Recientemente, un mecanismo regulador entre la actividad del factor 

de transcripción Oct4 y los eventos dependientes del factor de crecimiento transformante β 

(TGFβ) ha sido propuesto como el mecanismo responsable de controlar esta 

transformación. En líneas celulares como las MCF7, la expresión de Oct4 predomina 

imponiendo el fenotipo epitelial; por el contrario, al estimular las MCF7 con TGFβ se 

desencadena el proceso de EMT. Durante este proceso, la expresión de Oct4 es inhibida y la 

ECC es potenciada gracias a la sobrexpresión del tándem STIM1-Orai1 [341]. Recientemente 

la actividad de STIM1 y STIM2 se ha involucrado en los procesos de EMT inducidos por 

TGFβ; sin embargo, aunque ambas proteínas serían capaces de mediar la ECC tras la 

estimulación por este factor, únicamente STIM2 estaría involucrado en los mecanismos de 

entrada de Ca2+ operados por receptor durante el proceso de transición [342]. La hipoxia es 

otro estímulo capaz de inducir la EMT y promover procesos como la migración, invasión y 

angiogénesis en las células de cáncer de mama triple negativo. Tras la hipoxia, Liu et al. han 

descrito un aumento en los procesos de señalización dependientes de Notch y la 
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consecuente sobrexpresión de Orai1, alteración que determina un aumento en la ECC y la 

activación de los mecanismos dependientes de Orai1. En este eje, la actividad de NFAT4 es 

de especial relevancia ya que será el encargado de mediar los procesos de invasión y 

angiogénesis [343]. Paralelamente, en las células MDA-MB-468 la EMT inducida por hipoxia 

se ha relacionado con la sobrexpresión de TRPC1, siendo la actividad de este canal capaz de 

controlar el estado de fosforilación de Akt y la expresión del factor inducible por hipoxia 1α 

(HIF 1α) [333]. La implicación TRPC1 en la EMT ha sido confirmada en una amplia variedad 

de líneas celulares de cáncer de mama, mostrándose evidente que la expresión de TRPC1 

está relacionada de forma directa con la capacidad de estas células para desarrollar la EMT 

inducida por TGFβ [344], [345]. 

 

Debido a su relación con la mitocondria, la ECC también ha sido involucrada en el 

metabolismo celular, interacción que ha cobrado un especial interés en algunos modelos de 

cáncer de mama. La relación entre la ECC y la mitocondria es articulada por la proteína 

MCU, habiendo sido observada la sobrexpresión de este canal en multitud de muestras de 

cáncer de mama. Esta alteración promueve la captación de Ca2+ por la mitocondria, la 

producción de especies reactivas de oxígeno y la capacidad migratoria de las células 

malignas. Consecuentemente, el silenciamiento de MCU, o su inhibición por el agente rojo 

de rutenio, ha demostrado inhibir la ECC y la capacidad migratoria de las células MDA-MB-

231 [346]. 

 

Papel de la ECC en el desarrollo de fármacos antitumorales contra el cáncer de mama: 

Atendiendo a la importancia de la ECC en la fisiopatología del cáncer de mama, multitud de 

estudios están enfocando el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos sobre este 

mecanismo de señalización. Ensayos in vitro han mostrado la mayor capacidad anti-

proliferativa de aquellos inhibidores de tirosina cinasa que también son capaces de inhibir la 

ECC, en comparación con aquellos inhibidores que no tienen efecto sobre la ECC [347]. 

Recientemente, ensayos in vitro en células MDA-MB-468 han demostrado que los 

inhibidores farmacológicos de SOCE, SYNTA66 y YM58483, reducen la proliferación y 

migración de este modelo tras una amplia variedad de estímulos [348]. Chakraborty y sus 

colaboradores han descrito el potencial antitumoral del compuesto Phemindole, un 
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derivado del 3,3'-diindolilmetano. El efecto negativo de Phemindole sobre la viabilidad de 

células de cáncer de mama triple negativo se ha justificado debido a la disminución en la 

expresión de STIM1 y la reducción de su colocalización con Orai1, resultando en un aumento 

del stress reticular, disminución de la ECC y la muerte celular [349]. Las posibilidades que 

ofrece Orai3 en la generación de nuevos fármacos contra el cáncer de mama, al igual que 

para otras tipologías de cáncer, no han pasado inadvertidas para la comunidad científica. 

Focalizar la acción de los nuevos agentes terapéuticos sobre Orai3 podría eliminar la 

problemática asociada a la inhibición del canal Orai1, mucho más ubicuo. Opción que ha 

resultado ser contraproducente para algunos quimioterápicos capaces de inducir estrés 

reticular. Además, se ha comprobado como este enfoque terapéutico ejerce una influencia 

negativa sobre la respuesta inmune antitumoral de las células T CD8+, donde la ECC es una 

evento crucial [350], [351]. Por el contrario, esta idea ha sido recientemente cuestionada 

tras la publicación de un artículo que describe como la inhibición parcial de Orai1 resulta en 

un aumento de la actividad anticancerígena de los linfocitos T citotóxicos y células natural 

killer [352].
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3. Objetivos: 

1.- Explorar la funcionalidad de la proteína filamina A dentro del mecanismo de ECC, así 

como su influencia sobre la interacción entre STIM1 y Orai1. 

 

2.- Definir el papel funcional de la adenilato ciclasa 8 en la regulación de la ECC y su 

influencia sobre la capacidad migratoria y proliferativa de las células de cáncer de mama 

triple negativo. 

 

3.- Caracterizar el papel del canal TRPC6 en la homeostasis de la concentración de Ca2+ 

citosólico y reticular basal en las células de cáncer de mama caracterizadas como ER+. 
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3. Objectives: 
 
1.- To ascertain the functional role of filamin A in SOCE, as well as its influence on the 

STIM1-Orai1 interaction. 

 

2.- To define the functional role of adenylyl cyclase 8 in the regulation of SOCE and its 

relevance in the migratory and proliferative capability of triple negative breast cancer cells. 

 

3.- To characterize the role of TRPC6 channels in the homeostasis of resting cytosolic and 

endoplasmic reticulum Ca2+ concentration in ER+ breast cancer cells. 
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4. Material y métodos: 

La información recogida en este apartado complementa las secciones de material y métodos 
de cada una de las publicaciones que forman la presente Tesis Doctoral. 
 

4.1 Reactivos: 
 

 1, 4-ditiotreitol (DTT) - 

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

 

 8-Br-cAMP - Sigma (St Louis, 

Estados Unidos). 

 

 Ácido etilendiaminotetraacético 

(EDTA) - Sigma (St Louis, Estados 

Unidos). 

 

 Ácido tetracético etilenglicol 

(EGTA) - Sigma (St Louis, Estados 

Unidos). 

 

 Albúmina de suero bovino (BSA) - 

Sigma (St Louis, Estados Unidos). 

 

 Apirasa - Sigma (St Louis, Estados 

Unidos). 

 

 BAPTA-AM – Sigma (St Louis, 

Estados Unidos). 

 

 

 Blotting paper – Amersham 

Biosciences (Amersham, Reino 

Unido) 

 

 Brefeldina A - Sigma (St Louis, 

Estados Unidos). 

 

 Carbamilcolina Clorhidrato 

(Carbacol) - ThermoFisher 

Scientific (Waltham, Estados 

Unidos). 

 

 Clean-BlotTM - ThermoFisher 

Scientific (Waltham, Estados 

Unidos). 

 

 Cloruro cálcico (CaCl2) - 

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

 

 DharmaFECT agente de 

transfección - Dharmacon Inc 

(Lafayette, Estados Unidos). 

 

 Dimetil sulfóxido (DMSO) - 

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 
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 Dodecilsulfato sódico (SDS) - Sigma 

(St Louis, Estados Unidos). 

 

 Endotelina 1 - Sigma (St Louis, 

Estados Unidos). 

 

 Fura-2-acetilmetil éster (fura-

2/AM) - Molecular Probes (Leiden, 

Países Bajos). 

 

 Glucosa - Sigma (St Louis, Estados 

Unidos). 

 

 HEPES - Sigma (St Louis, Estados 

Unidos). 

 

 Inhibidores de proteasas - Roche 

(Basilea, Suiza). 

 

 Ionomicina - Sigma (St Louis, 
Estados Unidos). 

 

 Kit de Ácido bicinconinico (BCA) - 

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

   

 Kit de Bromodeoxiuridina (BrdU) - 

BioVision Inc (Milpitas, EEUU). 

 

 KT5720 - Sigma (St Louis, Estados 
Unidos). 
 

 Lipofectamina RNAiMAX - 
Invitrogen (Carlsbad, CA, Estados 
Unidos). 

 

 Marcador de peso molecular - Bio 

Rad Laboratories Inc (Hércules, 

Estados Unidos). 

 

 Membrana de nitrocelulosa – 

Amersham Biosciences 

(Amersham, Reino Unido). 

 

 Penicilina/Estreptomicina -

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

 

 PNGasa F de Elizabethkingia 

miricola - Promega (Madison, 

Estados Unidos). 

 

 Prostaglandina I2 - Sigma (St Louis, 

Estados Unidos). 

 

 Bolitas de agarosa conjugadas a 

proteína A - Merck-Millipore 

(Burlington, Estados Unidos). 

 

 Resinas de agarosa conjugadas con  

estreptavidina de alta capacidad - 

Sigma (St Louis, Estados Unidos). 
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 Suero de caballo (HS) - 

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

 

 Suero fetal bovino (FBS) - 

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

 

  Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin -

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

 

 SuperSignal® West Dura - 

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

 

 Sustrato fluorigénico de la Caspasa 

3 - Sigma (St Louis, Estados 

Unidos). 

 

 Tapsigargina (TG) – Sigma (St 

Louis, Estados Unidos). 

 TPEN - Sigma (St Louis, Estados 

Unidos). 

 

 Tripsina 5% EDTA 10X - 

ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 

 

 Trizol - ThermoFisher Scientific 

(Waltham, Estados Unidos). 

 

 Trombina - Sigma (St Louis, 

Estados Unidos). 

 

 Turbofect agente de transfección – 

Invitrogen (Carlsbad, CA, Estados 

Unidos). 

 

 Tween-20 - ThermoFisher 

Scientific (Waltham, Estados 

Unidos). 
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4.2 Anticuerpos: 

Anticuerpo: Hospedador              Epítopo. 
Dilución Western Blotting / 

tiempo de incubación. 

Anticuerpo anti-inmunoglobulina G de conejo conjugado con 

peroxidasa de rábano - Jackson laboratories (West Grove, Estados 

Unidos) 

Cabra. 
IgG y cadena ligera de otras 

inmunoglobulinas de conejo. 
1:10000 / 1 H. 

Anticuerpo anti-inmunoglobulina G de ratón conjugado con peroxidasa 

de rábano - Jackson laboratories (West Grove, Estados Unidos). 
Cabra. 

IgG y cadena ligera de otras 

inmunoglobulinas de ratón. 
1:10000 / 1 H. 

Anticuerpo policlonal anti-fosfo-Filamina (pSer2152). Conejo. Residuo Serina 2152 fosforilado 1:1000 / overnight. 

Anticuerpo policlonal anti-Filamina – Bionova (Madrid, España). Conejo. Residuos 2597-2647 1:1000 / overnight. 

Anticuerpo monoclonal anti-Filamina – ThermoFisher Scientific 

(Waltham, Estados Unidos). 
Ratón. No especificado. 1:1000 / overnight. 

Anticuerpo policlonal anti-Adenilato ciclasa 8 - ThermoFisher Scientific 

(Waltham, Estados Unidos). 
Conejo. 

Aminoácidos 946-972 de la región 

central de la AC8 humano. 
1:1000 / overnight. 

Anticuerpo anti-β-actina - Sigma (St Louis, Estados Unidos). Conejo. 
11 aminoácidos del extremo 

carboxilo de β-actina. 
1:10000 / 1 H. 

Anticuerpo monoclonal anti-FAK - Abcam (Cambridge, Reino unido). Conejo. 
Secuencia de aminoácidos del FAK 

humano entre 700-800. 
1:2000 / overnight. 
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Anticuerpo monoclonal anti-FAK fosforilado- Abcam (Cambridge, Reino 

unido). 
Conejo. 

Y-397 fosforilado. Secuencia no 

especificada. 
1:1000 / overnight. 

Anticuerpo policlonal anti-Orai1 - Sigma (St Louis, Estados Unidos). Conejo. 
Aminoácidos 288-301 de Orai1 

humano. 
1:500 / 2 H. 

Anticuerpo monoclonal anti-Orai3 - Sigma (St Louis, Estados Unidos). Ratón. 
19 aminoácidos del extremo 

carboxilo de Orai3. 
1:500 / overnight. 

Anticuerpo monoclonal anti-STIM1 - BD Transduction Laboratories 
(Franklin Lakes, Estados Unidos) 

Ratón. 
Aminoácidos 25-139 de STIM1 

humano. 
1:500 / 2 H. 

Anticuerpo policlonal anti-STIM2 - ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 
Conejo. 

18 aminoácidos del extremo 

carboxilo de STIM2. 

0.5-1:1000 / 

overnight. 

Anticuerpo policlonal anti-TRPC6 – Origene (Rockville, United States) Conejo. 
Aminoácidos 573-586 del TRPC6 de 

rata (2° loop extracelular). 
1:500 / overnight. 

Anticuerpo anti-antiphospho-eIF2α Cell Signaling (Boston, Estados 

Unidos). 
Conejo. 

Ser51 fosforilada. Secuencia no 

especificada. 
1:1000 / overnight. 

Anticuerpo monoclonal anti-PMCA - ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). 
Ratón. No especificado. 1:1000 / 2 H. 

Anticuerpo monoclonal anti-fosfoserina - Merkmillipore (Burlington, 

Estados Unidos). 
Ratón. Fosfoserina unida a KLH. 2:1000 / overnight. 

Tabla 1. Listado de anticuerpos utilizados.

https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBD_esES909ES909&sxsrf=ALeKk01csArnfl0xyuS_puFJMbIKV6ldkQ:1599552587586&q=Rockville,+Maryland&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3qEpPMjUpV-IAsZMqkpK0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWIWD8pOzyzJzclJ1FHwTiypzEvNSdrAyAgAR6wjwXQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj_kaHejdnrAhUGcBQKHcDYDUcQmxMoATARegQIChAD
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4.3 siARNs y plásmidos: 

ARN de interferencia para FLNA - Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, Estados Unidos). 

ARN de interferencia para Adenilato ciclasa 8 - ThermoFisher Scientific (Waltham, Estados 

Unidos). 

ARN de interferencia para Orai3 - Sigma (St Louis, Estados Unidos). 

ARN de interferencia para STIM2 - Sigma (St Louis, Estados Unidos). 

ARN de interferencia control negativo - Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, Estados 

Unidos). 

ARN de interferencia control negativo - ThermoFisher Scientific (Waltham, Estados Unidos). 

 

Plásmido de sobreexpresión pcDNA-myc-FLNA-WT, cedido por el Dr. Blenis, Universidad de 

Harvard, Boston, MA, Estados Unidos. 

Plásmido de sobreexpresión pcDNA-myc-FLNA-S2152A, cedido por el Dr. Blenis Universidad 

de Harvard, Boston, MA, Estados Unidos. 

Plásmido de sobreexpresión de Orai1 (YFP-Orai1), cedido por el Dr. Christoph Romanin, 

Universidad de Linz, Linz, Austria. 

Plásmido de sobreexpresión del fragmento OASF (YFP-OASF), cedido por el Dr. Christoph 

Romanin, Universidad de Linz, Linz, Austria. 

Plásmido de sobreexpresión de Adenilato ciclasa 8 (YFP-AC8), cedido por la Dr. Michelle 

Halls, Monash university, Melbourne Australia. 

Plásmidos de sobreexpresión de mutantes de Orai1: Flag-Orai1-S27A/S30A y Flag-Orai1-

S27D/S30D, cedidos por el Dr.  Agustín Guerrero, CINVESTAV, Mexico. 

Plásmido de sobreexpresión mutante de Orai1: G-GECO1.2-Orai1 el Dr.  Michael Cahalan 

(Addgene plasmid #73562). 

Plásmido de sobreexpresión pCMV R-CEPIA1er, cedido por el Dr. Masamitsu Iino (Addgene 

plasmid # 58216). 

Plásmido de sobreexpresión del dominante negativo del TRPC6 (dnTRPC6), cedido por la Dr.  

Kristina Friedland, Universidad Friedich-Alexander, Nürnberg, Alemania. 

Plásmido de silenciamiento del TRPC6 (shTRPC6), cedido por la Dr.  Kristina Friedland, 

Universidad Friedich-Alexander, Nürnberg, Alemania.  
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4.4 Líneas de cultivo: 

4.4.1 MCF-10A: 

Línea celular epitelial mamaria no tumorigénica cedida por la Dr. Potier-Cartereau 

(Université François Rabelais, Tours, Francia). Originalmente esta línea fue extraída de una 

donante caucásica de 36 años en 1984 [353]. Su contaje cromosómico es próximo al 

diploide, desarrollan un programa proliferativo y un arresto del crecimiento bien definidos, 

no mostrando signos de diferenciación ni senescencia. La concentración de Ca2+ en el medio 

tiene un efecto sobre la morfología de las MCF-10A, las cuales son capaces de formar 

estructuras acinares que asemejan a la anatomía mamaria in vivo. Esta línea celular se 

cultivó a 37 ºC, en condiciones de humedad saturada y con una presión parcial de CO2 del 

5% en medio DMEM-F12 suplementado con: suero de caballo (5% v/v), penicilina 

(100U/mL), estreptomicina (100U/mL), insulina humana (10 μg/mL), toxina colérica (1 

ng/mL), hidrocortisona (0.5 μg/mL) y factor de crecimiento epidermal (EGF) (10 ng/mL).  

 

4.4.2 MCF7: 

Línea celular epitelial adherente, extraída en 1970 de la efluxión pleural de una donante 

caucásica de 69 años diagnosticada con un carcinoma ductal invasivo [354]. Las MCF7 

albergaban un número de cromosomas superior al triploide y retienen algunas de las 

características del epitelio mamario, como la capacidad de procesar el estradiol a través de 

receptores estrogénicos citoplasmáticos. Presentan receptores para los estrógenos y 

progesterona, siendo comúnmente utilizada como modelo in vitro de cáncer de mama 

luminal A. Esta línea celular se cultivó a 37 ºC en condiciones de humedad saturada, con una 

presión parcial de CO2 del 5% y en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10% 

v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100U/mL).  

 

4.4.3 T47D: 

Línea celular epitelial adherente, extraída en 1978 por I. Keydar de la efluxión pleural de una 

donante caucásica de 54 años diagnosticada con un carcinoma ductal invasivo [355]. Las 

T47D son células hipotriploides que presentan receptores para los estrógenos y 

progesterona, y junto a la línea MCF7 son las células más comúnmente utilizadas en la 

formación de modelos xenógrafos de cáncer de mama luminal A. Recientemente, se ha 
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propuesto la línea T47D como el modelo in vitro preferente para el estudio del  cáncer de 

mama luminal A sensible a progesterona, presentando las MCF7 como insensibles a la 

misma en presencia de estrógenos [356]. Esta línea celular se cultivó a 37 ºC, en condiciones 

de humedad saturada y con una presión parcial de CO2 del 5% en medio DMEM 

suplementado con suero fetal bovino (10% v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina 

(100U/mL).  

 

4.4.4 BT20: 

Línea celular epitelial adherente, extraída del tejido tumoral primario de una donante 

caucásica de 74 años diagnosticada con carcinoma ductal invasivo [357]. Las BT-20 son una 

línea hiperdiploide categorizada como modelo de cáncer de mama triple negativo. Se ha 

descrito que las BT-20 expresan el ARN mensajero de un receptor de estrógenos, el cual 

carece del exón 5, además, también se ha registrado la expresión de los oncogenes WNT3 y 

WNT7B [358]. A la hora de realizar experimentos funcionales con estas células, es 

importante tener en cuenta que su crecimiento es inhibido por el factor de necrosis tumoral 

alfa. Esta línea celular se cultivó a 37ºC, en condiciones de humedad saturada y con una 

presión parcial de CO2 del 5% en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10% 

v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100U/mL). 

 

4.4.5 MDA-MB-468: 

Línea celular epitelial adherente, extraída en 1977 de la efluxión pleural de una donante de 

raza negra de 51 años diagnosticada con un adenocarcinoma metastático de mama [359]. 

Las MDA-MB-468 son una línea celular aneuploide que es clasificada como triple negativo, 

siendo comúnmente utilizada en la formación de modelos xenógrafos de este subtipo de 

cáncer de mama. Esta línea celular se cultivó a 37 ºC, en condiciones de humedad saturada y 

con una presión parcial de CO2 del 5%   en medio DMEM suplementado con suero fetal 

bovino (10% v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100U/mL). 

4.4.6 MDA-MB-231: 

Línea celular epitelial adherente, extraída de la efluxión pleural de una donante caucásica de 

51 años, la cual fue diagnosticada con un carcinoma ductal invasivo [360]. Esta línea celular 

aneuploide no presenta receptores para la progesterona, los estrógenos, ni el factor de 
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crecimiento epidérmico; siendo además  carentes de la E-cadherina. Ensayos de microarrays 

han permitido caracterizar a las MDA-MB-231 como basal o triple negativo, conservando su 

gran potencial proliferativo e invasivo en los ensayos in vitro. Esta línea celular se cultivó a 

37 ºC, en condiciones de humedad saturada y con una presión parcial de CO2 del 5% en 

medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10% v/v), penicilina (100U/mL) y 

estreptomicina (100U/mL). 

 

4.4.7 Hs578T: 

Línea celular epitelial adherente, extraída en 1973 por A.J. Hackett, et al. de la efluxión 

pleural de una donante caucásica de 74 años diagnosticada con carcinoma ductal invasivo 

[361]. Esta línea celular fue adquirida gracias a la cesión del Dr. Benítez (CNIO, Madrid, 

España). Las Hs578T son células hipotriploides caracterizada como triple negativo. Esta línea 

celular se cultivó a 37 ºC, en condiciones de humedad saturada y con una presión parcial de 

CO2 del 5% en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10% v/v), penicilina 

(100U/mL) y estreptomicina (100U/mL). 

 

4.4.8 M2 y M2A7 (A7): 

 Las células M2 son una línea epitelial adherente, identificada originalmente en un estudio 

basado en el cultivo de melanomas humanos primarios y metastáticos. La línea M2 fue 

identificada por su movilidad y morfología anormal [362], las cuales fueron posteriormente 

relacionadas con la ausencia de filamina A [363]. La expresión de filamina A en las células 

M2 es indetectable por anticuerpos anti-filamina A, mientras que, en otras líneas de 

melanoma, caracterizadas por su mayor movilidad, esta proteína es expresada en una ratio 

filamina/actina de entre 1:80 y 1:140. Posteriormente, la línea celular A7 se generó tras la 

sobrexpresión de la filamina A en las células M2, siendo su ratio de expresión 

filamina/actina cercano al encontrado en las líneas de melanoma filamina A+ “wild type” 

(1:160) [363]. Tanto las M2 como las A7 se cultivaron a 37 ºC, en condiciones de humedad 

saturada y con una presión parcial de CO2 del 5% en medio MEM suplementado con suero 

fetal bovino (10% v/v), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (100U/mL). 
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4.5 Preparación de plaquetas: 

Las muestras utilizadas se obtuvieron como donaciones destinadas a la investigación por 

parte del servicio de Hematología General del Hospital San Pedro de Alcántara (Avenida 

Pablo Naranjo Porras, s/n; Cáceres). Todos los procesos se llevaron a cabo cumpliendo los 

principios de la Declaración de Helsinki y sus revisiones posteriores para estudios en 

humanos, la Ley 14/2007 de investigación biomédica, el Convenio del Consejo de Europa 

relativo a los Derechos Humanos y de la Biomedicina, la declaración de la Unesco sobre 

genoma humano y derechos humanos, y la legislación vigente en España y la Unión Europea 

para tal fin. Asimismo, los experimentos realizados cumplieron también con los principios de 

los comités de Bioética del Servicio Extremeño de Salud y de la Universidad de Extremadura. 

 

Tras la recepción de las muestras, y con el objetivo de evitar la activación plaquetaria y la 

coagulación sanguínea, la sangre obtenida se mezcló con una solución de ácido cítrico 

dextrosa (ACD) en una proporción 1:6 (ACD:sangre). Tras este paso, la sangre fue 

centrifugada 5 minutos a 700 x g, dando como resultado tres fracciones bien diferenciadas: 

en el fondo del tubo y formando una fase de color rojo se aglutinan los eritrocitos, 

inmediatamente por encima de estos se localizó un halo blanquecino donde se sitúan los 

leucocitos; y en la parte superior, un líquido de color amarillento denominado plasma rico 

en plaquetas (PRP). El PRP fue extraído y suplementado con ácido acetilsalicílico (100 μM), 

un inhibidor irreversible de la ciclooxigenasa COX-1, el cual es capaz de evitar la liberación 

de prostaglandinas plaquetarias. Además, con el objetivo de hidrolizar el ADP y ATP 

secretado por las plaquetas, e impedir la activación plaquetaria, se procedió a suplementar 

el PRP con apirasa (40μg/mL). El PRP suplementado se centrifugó a 350 x g durante 20 

minutos para sedimentar las plaquetas en el fondo del tubo formando un pellet 

blanquecino. Posteriormente se procedió a la extracción del plasma pobre en plaquetas, 

generado en el proceso de centrifugación como sobrenadante, y se resuspendió el pellet en 

buffer HBS suplementado con apirasa (40μg/mL). 
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Solución ACD: 

Reactivos: concentración 

Ácido cítrico 85 mM 

Citrato sódico 78 mM 

Glucosa 111 mM 

pH 7,4 

Tabla 2. Composición solución ACD. 

4.6 Transfección celular: 

El proceso de transfección celular se basa en la introducción artificial de ácidos nucleicos al 

interior de una célula con el objetivo de producir modificaciones en el genoma y proteoma 

celular [364]. El desarrollo de las diferentes técnicas de transfección ha posibilitado el 

estudio de la función y los mecanismos de regulación de multitud de genes. Podemos 

diferenciar entre transfecciones puntuales, en las que el ácido nucleico es degradado tras un 

periodo de tiempo variable, o transfecciones estables, donde la molécula introducida es 

insertada en el ADN del hospedador, o se desarrollan otras metodologías para seleccionar 

las células descendientes que conserven la molécula transfectada. Dentro de las 

funcionalidades de esta técnica resaltan la posibilidad de inhibir o aumentar la expresión de 

las proteínas de interés, sea en su forma nativa o habiendo introducido alguna modificación. 

En el desarrollo de este proyecto la inhibición de la expresión de las proteínas se consiguió a 

través de la transfección de ARN interferente pequeño (siARN en inglés) y/o la transfección 

de plásmidos que codificaban ARN de horquilla pequeño (shARN en inglés). Para introducir 

los ácidos nucleicos al interior celular se utilizó los reactivos de transfección DharmaFECTTM, 

TurbofectTM o Lipofectamina.  Estos agentes están compuestos por lípidos catiónicos que 

recubren las moléculas de ácidos nucleicos, facilitando su paso al interior celular sin ser 

degradadas. La transfección de las células adherentes se llevó a cabo siguiendo las 

indicaciones del fabricante, siendo adaptadas las condiciones a la línea celular utilizada: 

1. La transfección se realizó cuando el cultivo celular se encontraba en una confluencia 

comprendida entre el 70% y el 90%.  

2. El agente de transfección fue mezclado con medio de cultivo sin suero y con el 

plásmido o siARN que se deseaba transfectar. Tras ser incubada a temperatura 

ambiente durante 30 minutos, la mezcla se añadió al cultivo. Esta incubación 
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favorece la asociación de las micelas lipídicas a las moléculas de ácidos nucleicos, 

aumentando la eficacia de transfección. 

3. Los experimentos se realizaron 24 o 48 horas después de la transfección. Todas las 

condiciones experimentales fueron comparadas con el respectivo control, habiendo 

comprobado la eficacia de la transfección tanto por Western blotting como 

visualizando los marcadores fluorescentes si los hubiese. 

 

 

Para transfectar las plaquetas, se preparó una dilución que albergaba 2×108 plaquetas 

por mL (diluidas en Tyrode´s buffer modificado). Seguidamente, se añadió a este medio 

40 nM del siARN y el volumen de Lipofectamina RNAiMAX recomendado por el 

fabricante. 

Medio Tyrode´s buffer modificado: 

NaCl 138 mM 

Dextrosa 5,5 mM 

NaHCO3 12 mM 

CaCl2 800 µM 

MgCl2 400 µM 

KCl2 2,9 mM 

Na2HPO4 360 µM 

HEPES 20 mM 

Prostaglandina I2 1 µM 

pH:7.4 

Tabla 4. Composición del medio Tirode´s buffer modificado 

Soporte de 

cultivo: 

Área de cultivo 

cm2: 

Volumen de 

agente de 

transfección: 

Cantidad de ADN o 

ARN: 

Volumen de medio 

de cultivo carente 

de suero: 

Placa 90 mm  64 36 μL 12 μg 600 μL 

Placa de 6 

pocillos 

9.5 (pocillo) 9 μL 4 μg 200 μL 

Tabla 3. Condiciones más comunes de transfección según el soporte de cultivo. 
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La electroporación es un sistema de transfección física que permite introducir tanto ácidos 

nucleicos como otros elementos en el interior celular gracias a la utilización de pulsos 

eléctricos con una duración no mayor de un milisegundo. Tras la aplicación de una corriente 

eléctrica, se produce la desestructuración de la bicapa de fosfolípidos y la formación 

temporal de poros en la membrana celular. A través de estos poros las moléculas presentes 

en el medio extracelular podrán acceder al medio intracelular. Para el presente trabajo, las 

suspensiones de plaquetas fueron traspasada a una cubeta de electroporación con 4 μg/mL 

de anticuerpo anti-FLNA o anti-rabbit, de acuerdo con los métodos publicados 

anteriormente [365]. La electroporación fue llevada a cabo a 4kV/cm, con una capacidad de 

25 microfaradios y siendo desarrollados 7 pulsos consecutivos. Posteriormente, las 

plaquetas se dejaron en reposo y fueron incubadas con los anticuerpos durante 1 hora a 37 

°C. Al término de la hora, las muestras se centrifugaron 20 min a 350 x g, siendo finalmente 

las plaquetas resuspendidas en medio HBS y preparadas para la ejecución de los 

experimentos. Esta técnica fue implementada en un sistema de electroporación Bio-Rad 

Gene Pulser Xcell (Bio-Rad - Hércules, California, Estados Unidos). 

 

 

Tampón HEPES salino (HBS): 

HEPEs 10 mM 

NaCl 145 mM 

KCl 5 mM 

MgSO4 1 mM 

Diluir en H2O miliQ pH: 7,4 

Tabla 5. Composición del medio HBS. 

 

4.7 Técnicas de aislamiento de proteínas: 

 

4.7.1 Lisis celular: 

Dependiendo la naturaleza de la muestra con la que se trabaja, existen múltiples 

metodologías de lisis celular. Tradicionalmente los métodos mecánicos han sido utilizados 
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para el procesamiento de tejidos, en la actualidad la mayoría de los laboratorios optan por 

una combinación de métodos mecánicos y químicos. Dentro de los métodos químicos, las 

soluciones basadas en detergentes muestran una gran utilidad, destacando por su 

capacidad para lisar las células y solubilizar proteínas. Por tanto, es preciso conocer las 

propiedades de cada solución existente en función del tipo del tejido, la localización de las 

moléculas a estudiar y las técnicas que se pretendan realizar consecutivamente. En la 

realización de nuestros estudios hemos usado dos soluciones de lisis: 

 

 Búfer de lisis RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay): solución que tiene una gran 

capacidad de lisis celular y para solubilizar proteínas, siendo considerada un estándar 

en técnicas como el Western blotting. Su versatilidad se basa en la capacidad de 

mantener las estructuras proteicas en su estado nativo además de minimizar 

uniones inespecíficas de proteínas. Estas propiedades son complementadas con la 

posibilidad de incorporar inhibidores de proteasas y fosfatasas. Es posible utilizar 

RIPA cuando se pretenda solubilizar todo el extracto proteico de la muestra, o en los 

casos en los que las proteínas de interés se encuentren alojadas en membranas 

lipídicas, no obstante, este tampón es especialmente eficaz solubilizando proteínas 

localizadas en el núcleo y orgánulos como la mitocondria. 

 

Buffer de lisis RIPA: Buffer de lisis NP40: 

Reactivos: Reactivos: Concentración final: Concentración final: 

TRIS BASE 20 mM TRIS -HCl 40 mM 

NaCl 316 mM NaCl 274 mM 

EGTA 2 mM EDTA 4 mM 

SDS 0,2% Glicerol 20% 

Deoxicolato Sódico 2% IGEPAL Ca-630 2% 

Triton x-100 2% Diluir en H2O miliQ pH 7,4 

Diluir en H2O miliQ pH 7,4 

Tabla 6. Composición de las soluciones de lisis RIPA y NP40. 
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 Búfer de lisis NP40: solución ampliamente utilizada para la extracción de proteínas 

citoplasmáticas y de membrana, la ausencia de surfactantes iónicos y la presencia de 

glicerol hace que este búfer de lisis no altere las interacciones entre proteínas y por 

consiguiente sea recomendado para ensayos de inmunoprecipitación. 

 
 
A la hora de realizar nuestros experimentos, el búfer de lisis RIPA fue utilizado de forma 

general.  Esta solución nos permite lisar los cultivos celulares a través de dos metodologías 

diferentes: 

1. Los cultivos celulares son tripsinizados, resuspendidos en medio de cultivo y 

centrifugados (100 x g 5 min). El pellet resultante es lavado con PBS para eliminar 

restos del medio y centrifugado de nuevo. Una vez retirada la solución de lavado, el 

pellet es resuspendido en RIPA 1X hasta conseguir una solución homogénea. 

 

2. Los cultivos celulares son lavados con PBS en el soporte de cultivo.  Una vez retirada 

de forma cuidadosa la solución de lavado, 1 mL de RIPA 1X es añadido y extendido 

por la superficie de cultivo. Las células son despegadas con ayuda de un rascador y el 

lisado recogido y homogeneizado con una micropipeta. 

 

Tampón fosfato salino (PBS): 

NaCl 137 mM 

KCl 2,7 mM 

Na2HPO4 5,62 mM 

NaH2PO4 1,09 mM 

KH2PO4 1,47 mM 

Diluir en H2O miliQ pH: 7,42 

Tabla 7. Composición del medio PBS. 

 
Estas variantes metodológicas se adaptaron a las necesidades de cada ensayo, siendo la 

segunda técnica utilizada siempre que fue posible. Tras la lisis celular, las muestras fueron 

sonicadas (20 kHz, 2 pulsos, 8 segundos) para asegurar una correcta disgregación de las 

membranas. Posteriormente, las muestras fueron depositadas en hielo durante media hora 
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y centrifugadas a 16000 x g, durante 30 min, a 4 ºC, con el objetivo de sedimentar los restos 

celulares insolubles y extraer las proteínas localizadas en el sobrenadante. De forma 

rutinaria el sobrenadante resultante tras este paso es la base de los experimentos 

resumidos en este documento, en él se encuentran las proteínas pertenecientes a la 

fracción citosólica y de membrana. En experimentos concretos el pellet resultante tras la 

centrifugación de los lisados celulares fue solubilizado en Laemmli Buffer, procedimiento 

que posibilita el análisis de las proteínas asociadas al citoesqueleto celular. 

 

4.7.2 Cuantificación de proteínas: 

La concentración de proteína de todas las muestras empleadas en los diferentes estudios 

fue determinada utilizando el método del ácido bicinconinico (BCA), el cual fue adquirido a 

través de un kit comercial: PierceTM BCA Protein Assay ThermoFisher Scientific (Waltham, 

Estados Unidos). El Ensayo de la BCA fue desarrollado por Smith et al., en 1985 y se basa en 

la coordinación de dos reacciones diferentes  [366]. Inicialmente tiene lugar la reacción de 

Buiret, donde el Cu2+, en un medio alcalino, es reducido a Cu1+ por las proteínas de la 

muestra. Posteriormente la asociación de dos moléculas de BCA con el Cu1+ produce una 

coloración purpura. El complejo BCA/cobre es soluble en agua y presenta una relación lineal 

entre su absorbancia a 562nm y la concentración proteica de la muestra, esta característica 

nos permite determinar la concentración proteica de los lisados celulares al comparar los 

datos colorimétricos de los mismos con una recta patrón obtenida a partir de 

concentraciones conocidas de proteínas. Al contrario que los demás aminoácidos, la 

cisteína, tirosina y el triptófano tienen la capacidad de reducir los cationes de Cu2+, 

favorecer la formación del complejo BCA/Cu y aumentar la coloración de la muestra. Este 

hecho es un factor que no debe ser tenido en cuenta en las cuantificaciones estándar ya 

que, en estas condiciones, la reducción del cobre es realizada mayoritariamente por el 

esqueleto de aminoácidos presentes en la muestra. 

 

En el desarrollo de nuestros experimentos, las cuantificaciones de proteínas se llevaron a 

cabo a temperatura ambiente y realizando 4 mediciones por muestra. Para cada medición, 

se mezcló 12,5 µL de muestra con 100 µL de reactivo BCA (preparado inmediatamente antes 

según las especificaciones del fabricante). Tras una incubación de 15 min en oscuridad se 
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procedió a la lectura de la absorbancia a 562 nm en un lector de microplacas Gen5TM 

BioTek (Vermont, Estados Unidos). Los valores resultantes fueron entonces extrapolados a 

la curva estándar para calcular la concentración proteica de las muestras. 

 

4.7.3 Inmunoprecipitación: 

La inmunoprecipitación es una técnica derivada de la cromatografía en columna que nos 

permite aislar una proteína, o complejo proteico, estableciendo una interacción entre la 

misma y un soporte insoluble. Esta asociación es mediada a través de un anticuerpo 

preinmovilizado o no al soporte insoluble, el cual reconocerá la proteína de forma 

específica. En nuestros experimentos de inmunoprecipitación, la concentración y volumen 

de los extractos proteicos fueron igualados antes de introducir el anticuerpo y el soporte 

insoluble, siendo la concentración de proteínas ajustada a 1 μg/μL siempre que las 

condiciones experimentales lo permitieron. La concentración del anticuerpo de 

inmunoprecipitación varió entre 1 y 2 μg/mL, dependiendo de las características del mismo. 

Como soporte insoluble, se utilizaron bolitas de agarosa recubiertas por proteína A, proteína 

de la superficie de Staphylococcus aureis con gran afinidad por la cadena pesada de las 

inmunoglobulinas. La mezcla compuesta por el extracto proteico, las bolitas de agarosa y el 

anticuerpo fue incubada durante toda la noche, a 4 °C, en agitación constante. A la mañana 

siguiente, el complejo bolita-anticuerpo-proteína fue sedimentado por centrifugación y 

aislado del sobrenadante. Por último, el complejo de inmunoprecipitación fue lavado con 

PBS 3 veces, eliminando posibles uniones inespecíficas, y resuspendido en Laemmli buffer 

para su análisis por Western blotting. 

  

4.7.4 Biotinilación de proteínas de la superficie celular: 

La biotina es una vitamina con una gran afinidad para unirse a la avidina y estreptavidina. La 

interacción entre la biotina y estos polipéptidos es una de las uniones no covalentes con 

mayor estabilidad, permitiendo desarrollar múltiples técnicas de aislamiento y purificación 

de proteínas. La biotina es una molécula de bajo peso molecular (244 Da) que puede ser 

conjugada con otros elementos sin alterar su actividad biológica. Su conjugación con el éster 

N-hidroxisuccinimida (NHS) es comúnmente utilizada para la biotinilación de anticuerpos o 

proteínas de membrana, posibilidad que viene asociada a la capacidad del NHS para unirse 
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con los grupos NH2 de las cadenas laterales de los residuos de lisina (K) y con el final de la 

cadena polipeptídica.  

 

La biotinilación de proteínas permite caracterizar de forma sencilla su expresión en la 

membrana citoplasmática, tanto en estado basal como tras la estimulación celular. En 

nuestro caso las células fueron cultivadas en placas de Petri hasta que alcanzaron una 

confluencia cercana al 90%. El día del experimento las células fueron lavadas tres veces con 

PBS atemperado a 4 ºC (pH 8) y posteriormente incubadas 1 h con una solución de sulfo-

NHS-LC-biotina (05 mg/mL). Esta incubación se desarrolló en un agitador orbital en 

presencia de hielo, siendo de gran importancia mantener las células refrigeradas para evitar 

la internalización de vesículas y la consecuente biotinilación de proteínas intracelulares. 

Aunque esta posibilidad fue reducida con la adición de sulfato sódico al éster para formar 

sulfo-NHS-LC-biotina, modificación que confiere polaridad y carácter hidrosoluble a la 

molécula. Al término de la biotinilación, el buffer fue retirado y los restos de biotina 

existente tamponados con una solución de Tris-Base (50 mM). Las células fueron lavadas 3 

veces con PBS atemperado a 4 ºC y lisadas con RIPA buffer 1X y con la ayuda de un rascador. 

El extracto celular fue sometido al procedimiento descrito anteriormente en el aislamiento 

de proteínas, siendo las muestras sonicadas y centrifugadas para precipitar la fracción 

insoluble. La concentración proteica del sobrenadante fue igualada en el caso de ser 

necesario y este fue incubado overnight con 30 µL de bolas de agarosa recubiertas de 

estreptavidina. Al día siguiente las bolas fueron aisladas mediante centrifugación, lavadas 

con PBS y resuspendidas en Laemmli Buffer. Este último paso permite eluir las proteínas 

biotiniladas y prepararlas para ser analizadas mediante Western blotting. 

 

4.8 Western blotting: 
Desarrollada por Towbin y colaboradores en el año 1979 [367], esta técnica es una de las 

más extendidas en los estudios de biología celular y molecular, permitiendo identificar 

proteínas especificas albergadas dentro de un complejo macroproteico. Podemos dividir el 

Western blotting en cuatro fases: preparación de las muestras, electroforesis, transferencia 

a un soporte sólido y por último marcaje con anticuerpos y detección de las proteínas. 
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4.8.1 Preparación de las muestras para realizar Western blotting: 

Dependiendo de los objetivos del experimento, las características de la proteína que se 

deseen estudiar o el anticuerpo de detección es posible establecer ciertas diferencias en la 

preparación de las muestras. En nuestro caso, la adicción del buffer Laemmli y la realización 

de un choque térmico (95 ºC 5 min) preparan las proteínas de la muestra para desarrollar de 

forma exitosa las siguientes fases del Western blotting. El buffer Laemnli está compuesto 

por SDS, un detergente aniónico que desnaturaliza las proteínas rompiendo los enlaces no 

covalentes y envolviendo la cadena peptídica con cargas negativas. La unión de las 

moléculas de SDS al polipéptido en una proporción de masas 1,4:1 otorga al segundo una 

carga negativa proporcional a su tamaño e iguala la densidad de carga de todos los 

polipéptidos de la muestra. Agentes reductores como el ditiotreitol (DTT) o el β-

mercaptoetanol son también utilizados en este buffer para promover la ruptura de puentes 

disulfuro intra e interproteicos. El desarrollo del choque térmico en compañía con estos 

agentes asegura la desnaturalización de las proteínas, la ruptura de complejos 

multiproteicos y facilita la detección de los epítopos por parte de los anticuerpos. Por otro 

lado, el glicerol y el azul de bromofenol son incorporados al buffer para facilitar la ejecución 

de la electroforesis. El primero aumenta la densidad de la muestra facilitando su manejo en 

el medio acuoso donde se desarrolla la electroforesis, el segundo es un colorante aniónico 

que permite controlar visualmente la migración de las proteínas durante la electroforesis. 

 

Buffer Laemnli: 

Trizma Base 70 mM 

Glicerol 10% 

Azul de bromofenol 0,002% 

Dodecil sulfato sódico (SDS) 2% 

H2O miliQ - 

Ditiotreitol (DTT) / β-

mercaptoetanol 

5% 

pH 7,4 

Tabla 8. Composición del buffer Laemnli. 
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4.8.2 Electroforesis: 

La electroforesis se fundamenta en la separación de las proteínas de la muestra según su 

tamaño al ser forzadas a viajar a través de un gel de acrilamida gracias al establecimiento de 

un campo eléctrico. Las proteínas, cargadas de forma negativa gracias al SDS, viajarán a 

través del gel hacia el polo positivo con una velocidad (V) relacionada a la carga neta de las 

mismas (Z), la fuerza del campo eléctrico a la que se ven sometidas (E) y la resistencia al 

avance o fricción (F), siendo esta última dependiente del tamaño y forma de las mismas.  

𝑉 =
(𝐸 𝑥 𝑍)

𝐹
 

 

 

En el desarrollo de nuestros experimentos se utilizaron geles de acrilamida discontinuos 

elaborados en el propio laboratorio. El sistema discontinuo dispone inicialmente un gel de 

carga, el cual presenta un pH ligeramente ácido y contiene un porcentaje de acrilamida-

bisacrilamida del 4%. Este factor implica un tamaño de poro que permite que todas las 

proteínas viajen a la misma velocidad y se compacten en una pequeña franja antes de 

alcanzar el gel de separación.  Posteriormente, se dispone el gel separador, el cual presenta 

un pH básico y contiene un porcentaje de acrilamida-bisacrilamida variable entre el 7% y el 

15% en función de las proteínas que se quisieron identificar. Según varíe este porcentaje se 

Composición de los geles de acrilamida: 

% del gel 4% (10 mL) 8% (10 mL) 10% (10 mL) 12% (10 mL) 

Acrilamida-Bisacrilamida 

(39:1) 

1 mL 2,02 mL 2,5 mL 3 mL 

Tris 1,5 M (pH 8,8) - 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL 

Tris 0,5 M (pH 6,8) 2,5 mL - - - 

SDS (10%) 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 

Persulfato de amonio (AMPS) 10 mg 5 mg 5 mg 5 mg 

TEMED 10 µL 5 µL 5 µL 5 µL 

H2O miliQ 6,4 mL 5,38 mL 4,9 mL 4,4 mL 

Tabla 9. Composición de los geles de acrilamida elaborados para el desarrollo de la electroforesis. 
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modificará la resistencia al avance de las proteínas, produciendo con ello perfiles de 

separación diferentes, factor que se debe tener muy en cuenta si se desea obtener una 

buena resolución en el revelado final.  

 

Una vez cargadas las muestras en los pocillos del gel de carga, se programó un campo 

eléctrico de 30 mA por cada gel durante dos horas. En este tiempo, los geles estuvieron 

sumergidos en un tampón salino denominado tampón de electroforesis. Dentro de las 

funciones de este destacaremos su importancia para el desarrollo del campo eléctrico y para 

compactar las proteínas en la fase inicial del proceso. Los pocillos que quedaron vacíos se 

utilizaron para incluir una solución denominada estándar de proteínas coloreadas. Esta 

solución permite tener un control visual del perfil de separación del gel y del tamaño de las 

proteínas identificadas al finalizar el Western blotting. 

 

 

 

 

 

4.8.3 Electrotransferencia: 

Una vez terminada la electroforesis se procedió a transferir las proteínas del gel a un 

soporte sólido, donde las mismas sean más accesibles a los anticuerpos utilizados con 

posterioridad. Para ello utilizaremos membranas de nitrocelulosa con un tamaño de poro de 

0,2 µm y un sistema de electrotransferencia semiseca. Dentro del sistema se disponen 

cuatro capas de papel de transferencia a ambos lados del gel de acrilamida y la membrana 

de nitrocelulosa. Esta estructura fue embebida en tampón de transferencia sin inundar la 

cubeta en ningún momento, permitiendo que la corriente pase de forma uniforme a través 

de todo el sistema. Además de permitir el establecimiento de la corriente, el tampón de 

transferencia estabiliza la estructura del gel, asegurando su integridad durante la 

transferencia y aumentando la resolución del revelado final. La electrotransferencia se 

desarrolló durante dos horas estableciendo una intensidad de corriente de 0,8 A/cm2 de 

papel de transferencia.  

Tampón de electroforesis (running buffer): 

Trizma Base 25 mM 

SDS 0,1% 

Glicina 252 mM 

H2O miliQ  

Tabla 10. Composición del running buffer. 
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Tampón de electrotransferencia (blotting buffer): 

Trizma Base 25 mM 

Glicina 125 mM 

Metanol  20% 

H2O miliQ  

pH 7.4 

Tabla 11. Composición del blotting buffer. 

4.8.4 Bloqueo: 

Con el objetivo de bloquear todos los espacios de la membrana de nitrocelulosa que 

hubieran quedado vacíos tras la electroforesis, se incubaron las membranas con solución de 

bloqueo durante dos horas a temperatura ambiente y en agitación moderada. 

 

 
 
 

 

 

 

 

Tabla 12. Composición del blocking buffer. 

 

4.8.5 Incubación con anticuerpos: 

La fiabilidad del Western blotting se asienta en la especificidad de los sucesivos anticuerpos 

frente a los epítopos hacia los que van dirigidos. Es importante recordar que para la 

realización de esta técnica es necesario que los epítopos se encuentren dentro de la 

secuencia lineal de la proteína, evitado el uso de anticuerpos que reconocen estructuras 

terciarias o cuaternarias. Previo a la incubación, los anticuerpos fueron diluidos en solución 

de bloqueo a la concentración recomendada por el fabricante. Una vez preparados, Las 

membranas se incubaron con anticuerpos primarios específicos en agitación constante y 

durante un tiempo variable (ver tabla 1), oscilando entre una hora a temperatura ambiente 

Solución de bloqueo (blocking buffer): 

BSA 10% p/v 

Ácida sódica 0,02% p/v 

TBST  

pH7,4 
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y toda la noche a 4 ºC. Al término de la incubación del primario, este se retiró y las 

membranas se lavaron con una solución de lavado (TBST) 6 veces durante cinco minutos 

cada vez. Estos lavados eliminan los restos del anticuerpo primario que hayan podido 

quedar, evitando posibles señales inespecíficas en el revelado final. Tras los lavados, las 

membranas se incubaron con anticuerpo secundario diluido 1:10000 en TBST durante una 

hora a temperatura ambiente y en agitación constante. En este estudio se han utilizado 

inmunoglobulina G específicas contra la región constante del anticuerpo primario 

(determinada por el animal de origen de este anticuerpo), las cuales estaban conjugadas a 

una peroxidasa de rábano picante (HRP). En otras ocasiones, principalmente en el 

procesamiento de las muestras procedentes de inmunoprecipitaciones, se utilizó el reactivo 

Clean Blot para detectar el anticuerpo primario. Este reactivo fue diluido (4:1000) en TBST e 

incubado durante una hora a temperatura ambiente en agitación constante. Al unirse 

únicamente a la estructura intacta de las inmunoglobulinas, el empleo de este reactivo 

disminuye la señal procedente del anticuerpo de inmunoprecipitación, el cual ha 

acompañado durante todo el proceso a las proteínas inmunoprecipitadas. Por último, se 

retiró el anticuerpo secundario o Clean Blot y se repitió el protocolo de lavado de las 

membranas para eliminar los restos de anticuerpo secundario que no se hubiera unido. 

 

Solución de lavado (TBST): 

Trizma Base 20 mM 

NaCl 137 mM 

Tween 20 0,1% 

H2O miliQ  

pH 7,4 

Tabla 13. Composición del TBST. 

4.8.6 Revelado: 

Este proceso se inicia con la incubación de las membranas durante 5 min con el sustrato 

específico de la peroxidasa de rábano picante (SuperSignal™ West Dura). Al reaccionar la 

enzima con el sustrato el segundo es oxidado produciendo una quimioluminiscencia 

prolongada, la cual fue detectada por un escaner digital Li-Cor C-digit (Lincoln, Nebraska, 

Estados Unidos). Las imágenes resultantes se analizaron con el software Imagen J (NIH, 
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Bethesda, EEUU), siendo medida la intensidad de las bandas mediante densitometría. 

 

4.9 Determinación de la asociación entre proteínas con tinción de plata: 

De forma paralela a los ensayos de coinmunoprecipitación, se determinó la interacción 

proteína-proteína a través de la técnica de tinción de plata. En esta técnica los lisados 

celulares son incubados con bolitas de agarosa y un anticuerpo contra la proteína objetivo, 

siguiendo la metodología utilizada en la técnica de inmunoprecipitación. Tras este paso, las 

muestras son procesadas lavando las resinas de agarosa y añadiendo Laemmli buffer. 

Consecutivamente, se separaron las proteínas de la muestra a través de su electroforesis en 

un gel de acrilamida. Tras la electroforesis, los geles fueron fijados al sumergirse en una 

solución con etanol (50%) y ácido acético (10%) durante 30 minutos. con el objetivo de 

sensibilizarlos, los geles fueron incubados durante 15 min en un buffer compuesto por 

etanol (30%), tiosulfato sódico (12,7 mM) y acetato sódico (0,82 M). Posteriormente, los 

geles fueron lavados con agua destilada 3 veces durante 3 minutos cada vez. La tinción de 

plata se realizó a través de la incubación de los geles durante 20 min, en oscuridad y en una 

solución de nitrato de plata (12 mM). Tras la tinción, los geles fueron lavados con agua 

destilada y revelados incubándolos con una solución de carbonato sódico (2%) y 

formaldehido (37%), en vigorosa agitación, durante 2 minutos. Por último, los geles fueron 

incubados en una solución de parada, con EDTA-Na2 (1,5%), y las bandas que coincidían con 

el peso molecular estimado de las proteínas de interés fueron extraídas y analizadas por el 

método de espectrometría de masas MALDITOF/TOF (Centro Nacional de Biotecnología, 

Madrid). 

 

4.10 Determinación de la [Ca2+] por métodos fluorimétricos: 
 

4.10.1 Determinación de la [Ca2+] citosólica mediante la sonda fura-2: 

Fura-2/AM: 

La sonda fura-2 acetoximetiléster (Fura-2/AM) es un fluoróforo de Ca2+ que fue descrito por 

primera vez en 1985 por Roger Tsien y sus colaboradores [368]. Desde entonces ha sido 

ampliamente utilizado para estudiar aquellos eventos fisiológicos en los que el ion Ca2+ se ve 

involucrado. Gracias a la presencia del grupo acetoximetiléster (AM), esta sonda es capaz de 
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penetrar la membrana celular y alcanzar el citoplasma de forma pasiva. Aquí, las esterasas 

citosólicas librarán el grupo éster impidiendo que atraviese de nuevo la membrana 

plasmática y la de los orgánulos celulares. La Kd del fura-2 para el Ca2+ es aproximadamente 

de 135 nM a 20 ºC (pH 7,1-7,2) y de 224 nM a 37 ºC (pH 7,8), característica que permite 

detectar variaciones de la [Ca2+]c del rango nanomolar [368]. Fura-2 también es capaz de 

unir otros iones divalentes como el Mn2+, Sr2+ o el Zn2+. 

 

Fura-2 es un fluróforo que presenta dos longitudes de excitación, una a 340 nm y otra a 

380nm, y una longitud de onda de emisión a 505 nm. Cuando la sonda se asocia a Ca2+ su 

emisión a 505nm tras ser excitada a 340 nm aumenta, mientras que la emisión a 505nm tras 

ser excitada a 380 disminuye. Esta característica permite utilizar esta sonda como 

ratiométrica, obteniendo información de los máximos y mínimos de emisión a 505 nm y 

presentando una ratio de estos valores. Las variaciones en el ratio entre la fluorescencia 

emitida a 340 nm y 380 nm (340/380) son proporcionales a las variaciones en la [Ca2+] 

citosólica hasta concentraciones del orden nM, evitando errores que puedan surgir de una 

distribución no homogénea de la sonda, carga deficiente del marcador y otros posibles 

artefactos originados durante la manipulación experimental [369]. Otra ventaja que ofrece 

el fura-2 es su punto isosbestico (punto de isofluorescencia), el cual surge tras la excitación 

de la sonda a 360 nm. A esta longitud de onda el Fura-2 permite monitorizar cambios en la 

fluorescencia no relacionados con variaciones en la [Ca2+], o apreciar el apagamiento de la 

fluorescencia cuando la molécula se une a metales pesados como el Mn2+ [290]. 

 

Carga del indicador: 

Las líneas celulares fueron incubadas con la sonda fura-2/AM a una concentración de 2 µM 

en el medio de cultivo celular. Las plaquetas, sin embargo, fueron incubadas en un medio 

HBS suplementado con glucosa (1,8 mg/mL), BSA (1 mg/mL) y 1,8 mM de cloruro de calcio. 

La incubación se desarrolló durante 30 minutos a 37 ºC en condiciones de oscuridad en 

ambos casos. Terminado el tiempo de incubación, el medio fue retirado y las células fueron 

lavadas con el tampón HBS descrito anteriormente. Una vez lavadas, las células adheridas a 

un cubreobjetos fueron montadas en una cubeta y mantenidas en medio HBS hasta 

comenzar el experimento. 
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Determinación de la [Ca2+] citosólica: 

Para registrar la [Ca2+] citosólica y las variaciones de esta en las células estudiadas se 

utilizaron dos equipamientos. Para las células adherentes se utilizó un microscopio de 

fluorescencia invertido Nikon Eclipse Ti2 (Tokio, Japón) asociado a un sistema de adquisición 

y análisis de imágenes para microscopia (NIS Elements Imaging Software). En 

contraposición, los experimentos que implicaban la determinación de la [Ca2+] citosólica en 

células en suspensión fueron desarrollados utilizando un espectrofotómetro Cary Eclipse 

(Varian Ltd., Madrid, España). Durante el experimento, las células adherentes fueron 

perfundidas continuamente con medio HBS, siendo excitadas alternativamente a 340/380 

nm con la luz de una lampara de xenón pasada a través de un monocromador de alta 

velocidad Optoscan ELE 450 (Cairn Research, Reino Unido). Tras ser observada a través de 

un objetivo de aumento 40X, la emisión a 505 nm fue registrada usando una cámara digital 

refrigerada Zyla 4.2 (Andor, Reino Unido), y las imágenes procesadas con el sofware NIS-

Elements AR. La ratio de la fluorescencia (F340/F380) fue calculado en todos los pixeles y 

fue presentada como ΔF340/F380. Para tratar las células se utilizó el sistema de perfusión 

diluyendo los reactivos en HBS a la concentración final deseada. De forma paralela, un 

sistema de aspiración de vacío eliminó los volúmenes sobrantes.  En el caso de los 

experimentos desarrollados en el espectrofotómetro, la medición de la [Ca2+] citosólica y su 

posterior calibrado se realizaron mediante el método desarrollado por Grynkiewicz en 1985, 

aplicando para ello la siguiente formula: 

[𝐶𝑎2+]𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠ó𝑙𝑖𝑐𝑎 = 𝐾𝑑 ∗
𝑅 − 𝑅𝑚𝑖𝑛

𝑅𝑚𝑎𝑥 − 𝑅
∗ 

𝑆𝑓

𝑆𝑏
 

 

 Kd  = Constante de disociación del fura-2 y el Ca2+ (214 nM a 37 ºC). 

 R = Ratio de la muestra (340/380). 

 Rmin = Rátio mínimo cuando la [Ca2+] es igual a 0. 

 Rmax = Rátio máximo en condiciones de saturación por Ca2+ del indicador. 

 Sf = Emisión del fura-2 al ser excitado a 380. 

 Sb = Emisión del fura-2 al ser excitado a 340. 
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Para obtener estos parámetros, cada experimento realizado en el espectofluorímetro se 

calibró al término. Esta calibración requiere de la saturación del fura-2 con Ca2+ (Sb y el Rmax), 

proceso que se consiguió con la lisis celular, añadiendo una solución de Triton X-100 

(0,05%), y la adición de Ca2+ a la cubeta hasta alcanzar una concentración de 10 mM. El Sf y 

el Rmin se obtuvieron añadiendo una solución con una concentración elevada de EGTA (500 

mM) y de Trizma Base (3M), consiguiendo con ello que el fluoróforo quede libre de Ca2+. 

 

Determinación de la liberación y entrada de Ca2+: 

La liberación de Ca2+ inducida por TG se estimó calculando el área bajo la curva del 

incremento de la [Ca2+] citosólica durante los 150 segundos posteriores a la adición del 

compuesto, siendo esta estimación corregida con la resta de la [Ca2+] citosólica basal previa 

a la adición del estímulo y en ausencia de Ca2+ extracelular. Del mismo modo, la entrada de 

Ca2+ inducida tras la adición de CaCl2 al medio extracelular se determinó calculando el área 

bajo la curva del incremento de la [Ca2+] durante los 150 segundos posteriores a la adición 

de CaCl2, siendo esta estimación corregida con la resta de la [Ca2+] previa a su adicción. Para 

comparar la ratio del incremento exponencial de la fluorescencia del fura, las líneas fueron 

ajustadas a la ecuación 𝑦 = 𝐴(1 − 𝑒−𝐾1𝑇)𝑒−𝐾2𝑇,  siendo K1, la constante del crecimiento 

exponencial, comparada entre los grupos experimentales. 

 

4.10.2 Entrada inducida por el fragmento OASF:  

La utilización de la TG como elemento desencadenante de la entrada capacitativa no 

siempre se ajusta a las necesidades experimentales. Este reactivo produce un vaciamiento 

de los depósitos que no refleja ningún proceso fisiológico de señalización y provoca, tras un 

periodo de tiempo prologado, la muerte celular.  La utilización de proteínas mutantes, que 

den lugar a dominantes negativos o elementos activados de forma anormal, ha sido de gran 

utilidad para estudiar tanto la entrada capacitativa como otros muchos eventos implicados 

en los procesos de señalización celular. Uno de estos mutantes es el fragmento OASF 

(ORAI1-activating small fragment), descrito por Martin Muik y sus colaboradores, este 

fragmento comprende la porción del extremo C terminal de STIM1 que abarca los 

aminoácidos 233-474 [141]. OASF es capaz de activar de forma específica y constitutiva los 

canales formados por la familia Orai, siendo esta capacidad fundamentada en la ausencia de 
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los segmentos aledaños de la secuencia de STIM1, donde se alojan los dominios inhibitorios 

de esta proteína. Experimentalmente las células se transfectaron con el plásmido YFP-OASF 

durante cuarenta y ocho horas. Al término de este periodo, las células fueron incubadas con 

la sonda Fura-2/AM siguiendo las pautas descritas anteriormente. Por tanto, con la 

introducción de esta molécula no es necesario el uso de TG o la estimulación con agonistas 

fisiológicos para estudiar la entrada de Ca2+ a través de los canales Orai. La adicción al medio 

de Ca2+ provoca la entrada del mismo a través de los canales Orai preactivados y el 

incremento en la ratio de fluorescencia del Fura-2. 

 

4.10.3 Determinación de la fluorescencia del Fura-FFP18:  

Sonda anfipática generada a partir del BAPTA FF6 que contiene una fracción piperazina y 

una cola hidrofóbica de doce carbonos alifáticos, la cual habilita la incorporación a la 

membrana plasmática de esta molécula.  El fura-FFP18 fue diseñado por Vorndran y sus 

colaboradores con el objetivo de poder monitorizar las variaciones de la [Ca2+] en los 

microdominios cercanos a la membrana plasmática [370]. Al realizar los experimentos con 

Fura-FFP18 las células fueron incubadas con 5 µM de esta sonda durante dos horas a 37 ºC. 

Posteriormente se ejecutó la misma metodología que ha sido descrita anteriormente en el 

apartado destinado a la monitorización de la [Ca2+] citosólica con el fura-2/AM. Sin 

embargo, las frecuencias de excitación en este caso fueron 335/364 nm y la fluorescencia 

emitida fue recogida a 490/502 nm respectivamente. La ratio de fluorescencia fue calculado 

en todos los pixels y los datos fueron representados como ΔF335/F364. 

 

Los indicadores fluorescentes de la concentración de Ca2+, como el Fura2, han sido 

ampliamente utilizado en los estudios de biología celular durante las últimas tres décadas. 

Durante este tiempo, se han desarrollado multitud de esfuerzos para mejorar los 

indicadores ya existentes y para desarrollar nuevos fluoróforos. El resultado de estos 

esfuerzos son indicadores con propiedades radiométricas, con longitudes de onda más 

larga, con mejores relaciones entre señal y ruido y con la posibilidad de ser codificados 

genéticamente. Dentro de los fluoróforos de calcio codificados genéticamente (GECI), 

GCaMP ha ostentado una gran popularidad. Originalmente, GCaMP estaba formado por una 

proteína fluorescente verde (GFP) fusionada en el extremo N terminal a una cinasa de la 
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cadena ligera de la miosina de pollo (M13), y a un dominio calmodulina en su extremo C 

terminal. La unión del Ca2+ al dominio calmodulina permite un cambio conformacional y la 

interacción de esta región con la M13, este cambio en la estructura de la molécula provoca 

una alteración en la interfase entre la calmodulina y la proteína fluorescente, resultando en 

el aumento de la emisión de luz por la segunda [371]. El avance de las técnicas de ingeniería 

molecular ha permitido desarrollar indicadores de Ca2+ de gran especificidad que se basan 

en la fusión de las sondas codificadas genéticamente con proteínas relevantes en la 

homeostasis del calcio: 

 

4.10.4 Determinación de la fluorescencia del G-GECO1.2-Orai1: 

G-GECO1.2-Orai1 es una proteína de fusión compuesta por el canal Orai1 y una sonda de 

calcio fluorescente (G-GECO1.2) acoplada en su extremo amino. Este mutante opera de tal 

forma que la apertura del canal y la asociación del calcio al dominio CaM produce un 

aumento de su fluorescencia. Esta señal permite registrar la emisión intermitente 

correspondiente a la apertura de un canal Orai1 individual, abriendo la puerta para estudiar 

los procesos en los que Orai1 se ve involucrado, así como para caracterizar el patrón de 

actividad en cada uno de estos procesos [372]. 

 

Las células MDA-MB-231 fueron cultivadas sobre cubres y transfectadas con G-GECO1.2-

Orai1. Cuarenta y ocho horas después de la transfección, los cubres fueron montados en 

una cámara de perfusión y colocados en un microscopio de epifluorescencia invertido 

(Nikon – Tokio, Japón) con un sistema de adquisición y análisis de imagen NIS-Elements 

(Nikon – Tokio, Japón). Durante el experimento, las células fueron perfundidas de forma 

continua con HBS suplementado con 0,1% (p/v) BSA y 0,18% (p/v) glucosa. Las células 

fueron observadas con un objetivo de aumento 60X y excitadas utilizando un sistema de 

laser confocal (Melles-Griot, USA) a 488 nm. La fluorescencia del GECO fue recogida a 515 

nm antes de la adicción de TG (basal: 100 µEGTA), durante 30 segundos después de la 

adicción de 1 µM de TG en ausencia de calcio extracelular y durante 30 segundos después 

de la adicción de 1 mM CaCl2. Las imágenes fueron analizadas utilizando el software ImagenJ 

(NIH, Bethesda, MD, USA). 
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4.10.5 Determinación de la fluorescencia del R-CEPIA1er: 

El avance de las sondas codificadas genéticamente ha posibilitado el desarrollo y mejora de 

fluoróforos que permiten monitorizar la concentración de Ca2+ en espacios celulares muy 

específicos de forma individual y múltiple. Para monitorizar el contenido reticular de Ca2+ en 

el presente trabajo se utilizó la sonda R-CEPIA1er (Calcium-measuring organelle-Entrapped 

Protein IndicAtor1 ER). Sonda que fue desarrollada por Suzuki y sus colaboradores tomando 

como referencia el indicador de calcio citosólico R-GECO1, e incorporando la secuencia de 

localización propia del retículo endoplasmático a esta sonda [373]. 

 

Las células MCF7 fueron transfectadas con el plásmido pCMV R-CEPIA1er y cultivadas sobre 

cubres. Cuarenta y ocho horas de transfección, las células fueron montadas en una cámara 

de perfusión y colocadas en un microscopio de epifluorescencia invertido (Nikon – Tokio, 

Japón) con un sistema de adquisición y análisis de imagen NIS-Elements (Nikon – Tokio, 

Japón). Durante el experimento, las células fueron perfundidas de forma continua con HBS 

atemperado y suplementado con 0,1% (p/v) BSA y 0,18% (p/v) glucosa. Un objetivo de 

aumento 100X se utilizó para visualizar las células y estas fueron excitadas con la luz de una 

lampara de xenón pasada por un monocronador de alta velocidad Optoscan ELE 450 (Cairn 

Research, Reino Unido) a 562 nm. La fluorescencia emitida fue registrada a 641 nm 

utilizando una cámara digital refrigerada Zyla 4.2 (Andor, Reino Unido) y se utilizó el 

software NIS-Elements AR (Nikon - Tokyo, Japan) para almacenar y analizar las imágenes. 

Por último, con el objetivo de comparar la ratio de caída de la sonda R-CEPIA1er tras la 

adición de ionomicina y TG, las líneas fueron ajustadas a la ecuación y=AK+B donde la K 

representaría la pendiente de la curva. 

 

4.11 Determinación de la proliferación celular: 

La capacidad proliferativa de las células se evaluó a través de un kit comercial que emplea el 

compuesto 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU). La BrdU es un análogo de la pirimidina que es 

incorporado en las cadenas de ADN sintetizadas en las células en división, en lugar de la 

timina. Tras la incubación con la BrdU y la fijación y permeabilización de las células, la BrdU 

será detectado por un anticuerpo primario específico. Este anticuerpo será detectado a su 

vez por un anticuerpo secundario conjugado con una peroxidasa de rábano picante. 
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Consecutivamente, al añadir el sustrato de esta enzima, la 3,3',5,5'-tetrametil bencidina, la 

reacción entre la enzima y el sustrato produce un producto soluble azul que puede ser leído 

por espectrofotometría a 655 nm. Por último, un ácido bloquea la reacción y torna la 

muestra de color amarillo pudiendo ser leída a 450 nm. La intensidad de la señal será 

proporcional a la cantidad de BrdU incorporado en las células lo que nos permitirá 

cuantificar la proliferación celular y comparar entre los diferentes grupos experimentales.  

 

En nuestro estudio, las células MDA-MB-231 y Hs578T fueron transfectadas con los siARNs 

para bloquear la expresión de AC8 o con los controles negativos correspondientes, 

siguiendo el protocolo indicado con anterioridad. Cuarenta y ocho horas después de la 

transfección, las células fueron levantadas y 5 x 103 células fueron sembradas en los pocillos 

de una placa de 96 pocillos, siendo cultivadas durante 24 o 48 horas. El día de la medición, 

las células se incubaron con la BrdU durante 4 horas a 37 °C y 5% de CO2. Al término de la 

incubación, el medio de cultivo se desechó y se incubó cada pocillo con 100 µL de solución 

de fijación/desnaturalización durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado 

este tiempo, el buffer fue desechado y se incubaron los pocillos con el anticuerpo primario 

anti BrdU (100 µL de la dilución final en cada pocillo) durante una hora con agitación suave a 

temperatura ambiente. Tras la incubación del primario se realizaron dos lavados con 300 µL 

de buffer de lavado cada uno. Después este paso, se incubaron los pocillos con el anticuerpo 

secundario anti-ratón HRP durante una hora con agitación suave a temperatura ambiente. 

Tras repetir de nuevo los lavados, se añadió a cada pocillo 100 µL de la solución del 

substrato TMB y se midió la absorbancia a 650 nm a los 30 minutos de añadirlo, utilizando 

un lector de placas (Epoch, Biotek - Swindon, Reino unido). Para terminar la reacción se 

añadió en cada pocillo 100 µL de “solución stop” y se midió la absorbancia a 450 nm. 

 

4.12 Determinación de la migración celular: 

Para evaluar la capacidad migratoria de las células se utilizó el ensayo de cierre de herida. 

Este protocolo se realizó siguiendo las recomendaciones de Liang y col. [374], aunque se  

adaptó a nuestras condiciones experimentales. Así, las células fueron sembradas en placas 

de seis pocillos hasta alcanzar una confluencia cercana al 80%. Cuando las condiciones 

experimentales lo demandaron, las células fueron transfretadas con siARNs para bloquear la 
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expresión de AC8 o con los controles negativos correspondientes, siguiendo el protocolo 

indicado con anterioridad. Una vez que las células ocuparon todo el espacio de cultivo 

formando una monocapa, se realizaron, con una pipeta de plástico estéril de 200 μL, dos 

heridas en cada pocillo. Tras la realización de la herida, las células fueron lavadas con PBS 

estéril dos veces y posteriormente fueron cultivadas en DMEM suplementado con 1% SFB.  

Las fotos de la herida fueron tomadas con un microscopio invertido de campo claro Nikon 

Eclipse TS100 (Tokyo, Japan) a tiempo 0, a las 24 y a las 48 horas. Dependiendo de las 

condiciones experimentales, una vez realizada la herida las células fueron estimuladas con 

10 mM Carbacol, 300 μM 8-Br-cAMP o 1 μM KT-5720. El procesamiento de las imágenes y la 

medición de las heridas fueron llevada a cabo utilizando el software Fiji ImageJ (NIH; 

Bethesda, MD, USA). 

 

4.13 Determinación de la viabilidad celular: 

Los experimentos de viabilidad celular tienen el objetivo de cuantificar la proporción de 

células vivas dentro de una población. Estas técnicas son comúnmente utilizadas para 

determinar el estado de salud de la población, monitorizar la respuesta de las células a un 

estímulo o determinar las condiciones experimentales óptimas. Los ensayos de viabilidad se 

fundamentan en parámetros como el número de divisiones celulares, la medición de la 

actividad metabólica, la concentración de ATP, o la permeabilidad de la membrana celular 

entre otros; además, suelen estar basados en la detección de productos fluorescentes, 

bioluminiscentes y colorimétricos. En el desarrollo de esta tesis se han utilizado el siguiente 

ensayo: 

 

4.13.1 Detección de yoduro de propidio y calceina: 

Uno de los aspectos a considerar al analizar la viabilidad celular es la perdida de la 

integridad de la membrana. Multitud de ensayos de viabilidad se fundamentan en la 

habilidad de las membranas intactas para impedir la internalización o la difusión de ciertos 

marcadores. La mayor limitación de estos ensayos consiste en la incapacidad para distinguir 

entre células sanas y aquellas que no son viables pero se encuentran en un estado inicial de 

su degeneración. 
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El marcador de fluorescente calceina-AM es un sustrato lipofílico que atraviesa las 

membranas celulares de forma pasiva. Dentro de la célula, es hidrolizado por las esterasas 

para formar un producto polar (calceina) que emite una fuerte fluorescencia verde (longitud 

de onda de excitación: 490 nm, longitud de onda de emisión 515 nm), marcando el 

citoplasma de las células intactas. De esta forma, la utilización de este sustrato analiza tanto 

la integridad de las membranas como la actividad de las esterasas. La calceina presenta una 

baja sensibilidad a pH y buena retención, manteniendo la señal varias horas después de ser 

fijado. El yoduro de propidio es una tinción fluorescente que se intercala en las cadenas de 

ácidos nucleicos, pero que es incapaz de atravesar la membrana celular. En ausencia de 

células, el yoduro de propidio presenta un máximo de excitación/emisión de 500/625 nm, 

pero cuando este fluoróforo se asocia al ADN provoca un desplazamiento del máximo de 

excitación/emisión hasta 540/640 nm, con un notable aumento de la fluorescencia. Debido 

a su incapacidad para penetrar las membranas, este compuesto difundirá atravesando las 

estructuras desordenadas y marcará el núcleo de las células muertas. 

 

En nuestras condiciones experimentales, las células MCF7 fueron cultivadas en placas de 6 

pocillos hasta alcanzar una confluencia cercana al 80%. Una vez alcanzada, las células fueron 

transfectadas con los plásmidos de silenciamiento del TRPC6, dominante negativo del 

TRPC6, (shTRPC6 y DNTRPC6) o el correspondiente plásmido vacío siguiendo las pautas 

generales marcadas en los apartados anteriores. Cuarenta y ocho horas después de la 

transfección, las células se incubaron simultáneamente con 2 µM de calceina-AM durante 

45 minutos y 4 µM de yoduro de propideo durante 30 minutos. Una vez terminada la 

incubación, ambos fluoróforos fueron visualizados utilizando un microscopio EVOSTM FL 

auto 2 imaging system (Invitrogen - Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Para 

recopilar la señal de la calceina, se excitaron las células a 430 nm y se recopiló la emisión a 

542 nm, de forma simultánea y con el objetivo de visualizar el yoduro de propideo, se 

excitaron las células a 555 nm y se recopiló la señal a 624 nm. EL análisis de las imágenes y 

contaje de las células marcadas se llevó a cabo utilizando el software Fiji ImageJ (NIH; 

Bethesda, MD, USA). 
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4.14 Determinación de la muerte celular: 

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada con características 

bioquímicas y morfológicas únicas, el cual desarrolla un papel esencial en la homeostasis de 

los organismos multicelulares. Dentro de los eventos celulares que median la señal pro-

apoptótica, es necesario destacar la activación de las caspasas, proceso que requiere la 

proteólisis de las procaspasas y la posterior asociación de las diferentes subunidades que 

conforman la enzima [375], [376].  La actividad de las caspasas está considerada como un 

marcador de los procesos apoptóticos, siendo posible determinar su actividad de forma 

relativamente sencilla tras la introducción de los diferentes substratos fluorigénicos. En el 

desarrollo de esta tesis se han utilizado el siguiente ensayo: 

 

4.14.1 Medición de la actividad de la caspasa-3: 

La caspasa-3 es una caspasa ejecutora cuya actividad ha sido ampliamente descrita en el 

desarrollo de la apoptosis, independientemente del origen intrínseco o extrínseco del 

proceso [377]. Además, la actividad de la caspasa-3 es también relevante en la mediación de 

la apoptosis inducida por estrés reticular [378]. Para determinar la actividad de la caspasa-3 

en nuestros estudios ha sido empleado un sustrato fluorigénico específico (secuencia: Z-

Asp-Glu-Val-Asp-AFC). Conforme este sustrato es degradado por la encima, el fluoróforo 

AFC que lleva integrado experimenta un cambio en su espectro de emisión, pasando de 

emitir de azul a verde y permitiendo cuantificar la actividad de la encima en los extractos 

celulares aislados. 

 

En nuestras condiciones experimentales, las células MCF7 fueron cultivadas en placas Petri 

hasta obtener una confluencia cercana al 80%. Una vez alcanzada, las células fueron 

transfectadas con los plásmidos de silenciamiento del TRPC6, dominante negativo del TRPC6 

(shTRPC6 y DNTRPC6) o el correspondiente plásmido vacío siguiendo las pautas generales 

marcadas en los apartados anteriores. Cuarenta y ocho horas después de la transfección, las 

células controles fueron tratadas con TPEN (200 µM) durante treinta minutos. Al finalizar el 

tratamiento, todas las células fueron levantadas con la ayuda de un rascador y centrifugadas 

durante 5 minutos a 100 G. Tras retirar el medio y realizar un lavado con HBS atemperado, 

las células fueron lisadas con NP40 en ausencia de inhibidores de proteasas y suplementado 
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con 5 mM de DTT. Los lisados fueron sonicados, depositados en hielo durante media hora y 

centrifugados a 16000 x g durante treinta minutos. Posteriormente, la concentración de 

proteína de los sobrenadantes fue igualada tras ser cuantificada por el método de la BCA, y 

250 µL de sobrenadante fueron mezclados con 2 mL de NP40 (suplementado con DTT 5 mM 

y el substrato de la caspasa-3 8,25 mM). Tras incubar la mezcla a 37 °C durante dos horas, la 

degradación del substrato fue medida con un espectrofotómetro de fluorescencia 

(excitación/emisión 400/505 nm), y la actividad de la caspasa-3 calculada a partir de los 

datos de degradación del substrato siguiendo las especificaciones del fabricante. 

 

4.15 Determinación de la agregación plaquetaria: 

Los ensayos de agregación plaquetaria permiten cuantificar la habilidad de los diferentes 

agonistas, o condiciones experimentales, para inducir o influenciar la activación in vitro de 

las plaquetas. Los ensayos de agregometría basados en la transmisión de luz se han 

considerado históricamente como una estándar en la medición de la activación plaquetaria. 

En estos experimentos, las plaquetas se resuspendieron en un medio ausente de ácido 

acetilsalicílico y se ajustó su concentración a 1x108 plaquetas/mL. Tras un periodo de reposo 

de 15 minutos, que atenúa el estado hiperreactivo de las plaquetas originado por su 

manipulación, la suspensión de plaquetas fue transferida a una cubeta, desarrollándose en 

esta una agitación constante, (1200 rpm) y manteniendo la temperatura a 37 °C; 

condiciones que imitan parcialmente las características del torrente sanguíneo. 

Paralelamente, un haz de luz atraviesa la muestra y es detectado por una fotocélula, 

permitiendo conocer la capacidad de transmisión de luz de la suspensión. Previo a la 

adicción de cualquier agonista plaquetario, la suspensión homogénea de las plaquetas limita 

notablemente la transmisión de luz y la activación del fotoreceptor. Una vez que el agonista 

es añadido y da comienzo la asociación plaqueta-plaqueta, la transmisión de la luz es cada 

vez mejor, aumentando la señal recibida por el fotoreceptor en proporción al porcentaje de 

agregación presente en la muestra. Para desarrollar los experimentos de agregación 

mostrados en el presente documento se utilizó un equipo Chronolog Aggregometer 

(Havertown, Filadelfia, Estados Unidos) asociado a un procesador que elabora un registro 

gráfico a partir de los datos de la transmisión óptica detectada. En un experimento 

estándar, tras la adición del agonista se puede percibir una disminución en la transmisión de 
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luz por parte de la muestra, efecto que corresponde al cambio conformacional de las 

plaquetas en las etapas iniciales del proceso de activación. Seguidamente, las asociaciones 

plaqueta-plaqueta y la precipitación de los agregados permiten aumentar la señal óptica 

detectada y el aumento de la función. 

 

4.16 Análisis estadístico: 

En el análisis estadístico de los datos del presente estudio se evaluó inicialmente la 

normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las varianzas mediante 

el test de Levene. Después de comprobar la normalidad de los parámetros, se procedió al 

análisis de las variables estudiadas. Así, para comparar las medias entre dos grupos se aplicó 

la prueba t de Student, mientras que, mediante un análisis de la varianza (ANOVA de una 

vía) se compararon las medias de los parámetros estudiados para más de dos grupos, 

utilizando los respectivos análisis Post Hoc para las comparaciones múltiples, los cuales son 

especificados en cada artículo. Los datos obtenidos en estos estudios se expresaron como 

media ± error estándar de la media (ESM). Todas las diferencias estadísticas presentes se 

han expresado como significativas con un p-valor * < 0,05, ** < 0,01 y/o p-valor *** < 0,001.
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6 Discusión: 
 

La ECC es un mecanismo ubicuo de transducción intracelular, que es controlado por el 

estado de relleno de los depósitos intracelulares de Ca2+. Las proteínas STIM y Orai son los 

componentes fundamentales de la ECC, aunque los canales TRPC1 también han sido 

propuestos como mediadores de corrientes capacitativas menos selectivas para el Ca2+ en 

algunos modelos celulares. STIM1 y STIM2 desarrollan una función protectora y velan por el 

mantenimiento de la [Ca2+] reticular, tanto en estado basal como tras la activación celular 

[196], [350]. Con el vaciamiento de los depósitos reticulares, las moléculas STIM sufren un 

proceso de activación que desencadena un cambio conformacional en su estructura, 

consecutivamente se produce la translocación de las moléculas de STIM activadas a las 

zonas de aproximación entre la membrana plasmática y el RE y su interacción con las 

proteínas Orai, provocando la apertura de los canales capacitativos [150]. Los canales Orai 

nativos han sido recientemente descritos como un heterohexámero constituido por la 

combinación de los tres miembros de la familia Orai (Orai1, Orai2 y Orai3) [218]. Las 

características de la corriente capacitativa mediada por estos canales son ajustadas en 

función de los requerimientos de los diferentes tipos celulares y de los procesos activados. 

Gran parte de esta variabilidad se logra a través de la expresión de isoformas de las 

proteínas implicadas: hasta la fecha se han descrito variantes de las proteínas STIM1, STIM2 

y Orai1, que son generadas gracias a procesos de splicing alternativo, en el caso de la familia 

STIM, o a través de un inicio alternativo de la traducción, en el caso de Orai1. La corriente de 

Ca2+ desarrollada por los canales Orai interviene en la señalización de un amplio abanico de 

eventos celulares, dentro de las cuales podemos destacar la agregación y secreción 

plaquetaria, o los procesos de migración, contracción, proliferación y diferenciación celular. 

La corriente ICRAC mediada por los canales Orai se caracteriza por su perfil oscilatorio y una 

gran selectividad para el Ca2+, siendo también los mecanismos de inhibición de la misma una 

de sus señas de identidad. Dentro de estos mecanismos es posible diferenciar entre la 

inhibición rápida (FCDI), que actúa pocos milisegundos después de la apertura del canal, y 

los procesos de inhibición lenta (SCDI), descritos décimas de segundo después de la 

activación de la corriente. Aunque no existe un consenso claro sobre el mecanismo 

responsable de la FCDI, algunos dominios de Orai1, o proteínas como CaM, STIM1 y más 
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recientemente AC8, han sido propuestos como los elementos responsables de este 

mecanismo de inhibición [169], [171]. Posteriormente dos sistemas inhibitorios de la 

corriente ICRAC serían mediados tanto por SARAF como por calmodulina, ambos 

desarrollados de forma independiente [177], [178]. Además de los mecanismos 

involucrados en los sistemas inhibitorios, la maquinaria celular responsable de la ECC 

requiere de algunas proteínas auxiliares, tales como CRACR2A, STIMATE o EFHB. CRACR2A 

es una proteína citoplasmática que interacciona tanto con STIM1 como con Orai1, siendo 

capaz de promover o inhibir el complejo molecular responsable de la ECC en función de la 

[Ca2+] citosólica [186]. STIMATE es una proteína localizada en la membrana del retículo, 

donde interacciona con STIM1 promoviendo su activación y cambio conformacional, así 

como su translocación a las zonas de aproximación entre membrana y retículo[187]. Por 

último, EFHB es una proteína citoplasmática capaz de asociarse a STIM1 tras el vaciamiento 

de los depósitos intracelulares, interacción que elimina el bloqueo impuesto por SARAF y 

promueve la activación de la ECC en función de la [Ca2+] citosólica [181].  

 

Durante el desarrollo de la presente tesis doctoral hemos estudiado la función de la 

proteína filamina A dentro del mecanismo de ECC. Si bien este objetivo no fue desarrollado 

en células de cáncer, el objetivo de este trabajo es fundamentalmente mecanístico, y por 

tanto, los resultados que se desprenden del mismo están siendo la base de las actuales 

líneas experimentales desarrolladas en células de cáncer de mama. Con el objetivo de 

describir nuevas proteínas implicadas en la regulación de la actividad de STIM1 y el 

mecanismo de ECC en plaquetas, se realizó un ensayo de coinmunoprecipitación tras el 

tratamiento con TG. Los resultados de la espectrometría de masas, aplicada de forma 

consecutiva a la inmunoprecipitación, permitieron identificar la asociación de STIM1 y la 

filamina A tras la activación de la ECC, asociación que se mostró dependiente del aumento 

en la [Ca2+] citosólica. La filamina A es una proteína asociada al citoesqueleto, formada por 

2647 aminoácidos y con una masa molecular de 280 kDa. En estado nativo, la filamina A 

presenta una estructura cuaternaria en forma de V, formada por la asociación de dos 

unidades a través del extremo carboxilo. En el extremo amino de cada unidad destaca una 

secuencia de unión a actina, formada a su vez por dos regiones homólogas a calponina. 

Seguidamente, se localiza una región compuesta por 24 dominios, de 96 aminoácidos cada 

uno, que semejan la estructura de las inmunoglobulinas. Dentro de esta región 
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encontraremos dos secuencias en forma de bisagra, las cuales albergan sitios de corte para 

calpaína y permiten dividir la región en dos segmentos, siendo el primer segmento formado 

por los 15 primeros dominios y el segundo por los últimos 9. Mientras que dentro del primer 

segmento se han identificado escasos sitios de interacción, la filamina A establece 

interacciones con multitud agentes a través del segundo segmento [379]. Esta variedad de 

interacciones permite a esta proteína desarrollar una función organizadora del 

citoesqueleto, estableciendo uniones cruzadas y paralelas de los filamentos de actina. 

Además, también se ha descrito como la filamina A interviene en la organización de los 

complejos macromoleculares responsables de los procesos de señalización, función que es 

desarrollada en gran parte gracias a su capacidad para asociar estos complejos al 

citoesqueleto de actina [380]. Recientemente, se ha descrito la relación entre las 

mutaciones de la filamina A y el desarrollo de varias enfermedades raras, las cuales se 

agrupan bajo el término de filaminopatías.  Estas enfermedades se caracterizan por la 

disfunción neuronal, displasia esquelética, malformaciones cardiovasculares, malrotación y 

obstrucción intestinal y la alteración de la función plaquetaria [381].  La fosforilación de la 

filamina A por la PKA en el residuo S2152 ha sido señalada como un evento capaz de 

promover la actividad biológica de esta proteína, efecto que es mediado al inducir un 

cambio conformacional en la misma y eliminar su bloqueo autoinhibitorio [382]. Nuestros 

resultados indican que el aumento de la [Ca2+] citosólica respalda la asociación entre STIM1 

y la filamina A al promover la fosforilación de la segunda por la PKA.  

 

Con el uso de los compuestos KT-5720 y brefeldina A, agentes capaces de inhibir y promover 

la fosforilación de la filamina A, respectivamente, observamos cómo esta modificación y la 

consiguiente asociación de filamina A con STIM1 modulan de forma negativa la ECC. Este 

efecto se confirmó gracias a la atenuación de la expresión de la filamina A utilizando 

tecnología de ARN interferente. En las 24 horas posteriores a la transfección de las 

plaquetas, la expresión de la filamina A se inhibió de forma significativa, modificación que se 

asoció a un aumento en la entrada de Ca2+ inducida por TG.  

 

Tras la obtención de este resultado, analizamos la función de la filamina A en la ECC 

utilizando células de melanoma M2, carentes de la expresión de esta proteína, y su clon A7, 

en el que la expresión de la filamina A se recuperó mediante la transfección estable de un 
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plásmido de sobreexpresión. Tras el tratamiento con TG, se observó una mayor ECC en las 

células M2, confirmando el papel de la filamina A como regulador negativo de la ECC. Sin 

embargo, las células A7 también mostraron una disminución en la liberación de Ca2+ desde 

los depósitos intracelulares, efecto que se justifica al demostrar la menor capacidad de las 

células A7 para recaptar Ca2+ tras la estimulación con endotelina. Estos resultados sugieren 

que la filamina A regula de forma negativa también la actividad de SERCA, efecto que 

consideramos específico de las líneas de melanoma, y que sería difícilmente detectable en 

plaquetas debido a la escasa liberación de Ca2+ observada en las mismas.  

 

La utilización de estas líneas de melanoma nos ha permitido confirmar también la 

importancia de la fosforilación de la filamina A para la regulación de la ECC. La transfección 

de las células M2 con un plásmido control, el plásmido de sobreexpresión de la filamina A o 

un mutante fosfonulo de la misma (S2152A), nos permitió observar como la ECC se veía 

únicamente inhibida al expresar la proteína fosforilable. Resultado que refuerza la 

relevancia de esta fosforilación en la actividad biológica de la filamina y su papel en la 

regulación de la ECC.  

 

Una vez corroborada la asociación entre filamina A y STIM1, y el papel de la primera como 

regulador de la ECC, se profundizó en la localización de los dominios de interacción entre 

ambas proteínas. Dentro de la secuencia de STIM1, el dominio rico en lisina, localizado en el 

extremo C terminal, ha sido descrito como el segmento encargado de mediar la interacción 

con los canales TRPC1 y con los fosfolípidos de membrana [125]. Para determinar si el 

extremo carboxilo de STIM1 está implicado en la interacción con la filamina A, las células M2 

se transfectaron con el plásmido de sobreexpresión de la filamina A y con el plásmido de 

sobreexpresión de STIM1, o de forma alternativa, con una versión de esta proteína carente 

del extremo carboxilo. Los resultados de los experimentos de coinmunoprecipitación 

señalan que solo el STIM1 completo es capaz de interaccionar con la filamina A, 

proponiendo el extremo C terminal de STIM1 como el segmento encargado de mediar la 

interacción. De forma paralela, se identificó el dominio de la filamina que es utilizado para 

interaccionar con STIM1. El extremo C terminal de la filamina A ha sido descrito como el 

dominio responsable de mediar la interacción de esta proteína con multitud de moléculas, 

muchas de ellas inmersas en los mecanismos de comunicación. Dentro del inmenso tamaño 
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del extremo C terminal de la filamina A, el dominio de repetición 24 es un área de vital 

importancia, ya que mediará la dimerización de la molécula y albergará multitud de sitios de 

interacción para otras proteínas reguladoras [383]. Para investigar el papel del dominio de 

repetición 24 de la filamina A en la interacción con STIM1, introdujimos en plaquetas un 

anticuerpo capaz de unirse al mismo y bloquear su actividad. Posteriormente, analizamos la 

interacción filamina A – STIM1, observandose como la transfección del citado anticuerpo 

inhibía de forma notable la interacción entre ambas proteínas. En conjunto, los ensayos de 

co-inmunoprecipitación indican que la interacción entre STIM1 y la filamina A requiere de 

los extremos carboxilos de ambas proteínas y permite a la filamina A modular de forma 

negativa la ECC. Esta hipótesis fue respaldada al confirmar el aumento de la capacidad de 

agregación en aquellas plaquetas transfectadas con el anticuerpo dirigido hacia el extremo 

carboxilo de la filamina A. 

 

Por último, nos propusimos profundizar en el mecanismo de regulación de la ECC 

desarrollado por la filamina A. Para ello, analizamos la posibilidad de que esta proteína sea 

responsable de mediar la asociación de STIM1 al citoesqueleto. Existen multitud de indicios 

sobre el papel del citoesqueleto en la ECC, pero no así un consenso sobre su influencia en 

este proceso. En plaquetas, nuestro grupo ha descrito como el citoesqueleto desempeña 

tanto funciones inhibitorias, impidiendo la activación constitutiva de la ECC, como 

promotoras, al apoyar la activación de este mecanismo por los depósitos acídicos [384], 

[385]. Paralelamente, otros autores han descrito como la localización de STIM1 en las 

células HEK-293 es determinada por la actividad del citoesqueleto, apoyando con esta 

función la activación de la ECC [386]. En nuestros experimentos, la inhibición de la expresión 

de la filamina A aumentó la localización de STIM1 en la fracción citoesquelética, reduciendo 

su presencia en la fracción citosólica y de membrana. Para desvelar si esta alteración 

modifica algún evento en la activación de la ECC, analizamos la interacción STIM1-Orai1 bajo 

las mismas condiciones de inhibición, observándose un aumento en la asociación de estas 

proteínas en las plaquetas donde se silenció la expresión de la filamina A. Este resultado 

justifica el aumento de la ECC descrito en ausencia de la filamina A tanto en plaquetas como 

en células de melanoma. 
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En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto el papel de la filamina A en la regulación 

negativa de la ECC y la función plaquetaria, efectos que son mediados gracias al control por 

parte de la filamina A de la asociación entre STIM1 y el citoesqueleto, y la posterior 

interacción del primero con Orai1. Además, nuestros resultados ofrecen una valiosa 

perspectiva para continuar con el tratamiento de las enfermedades asociadas a mutaciones 

de la filamina A, y más concretamente, en su afección a la función plaquetaria. Queda aún 

sin concretar, si la filamina A interfiere en la capacidad de STIM1 para activar los canales 

TRPC1 y el desarrollo de las corrientes ISOC, influencia más que probable debido a que el 

dominio rico en lisina de STIM1, región responsable de la interacción con TRPC1, se 

encuentra dentro de la región de interacción con la filamina A. Asimismo, la funcionalidad 

de la filamina A en las células de cáncer está aún por determinar. Se ha observado la 

sobrexpresión de esta proteína en multitud de neoplasias, incluido en carcinomas hepáticos, 

melanomas y cánceres de mama, colon y próstata. Los primeros estudios que abordaron la 

funcionalidad de la filamina A en la fisiopatología del cáncer describieron la capacidad de 

esta proteína para apoyar la progresión de las células malignas, aunque, posteriormente se 

ha demostrado que la influencia de la filamina A sobre el desarrollo del cáncer es 

dependiente de su localización celular y los patrones de asociación que establece esta 

proteína en cada subtipo de cáncer [387]. En cáncer de mama, se ha desquito que la 

filamina A es capaz de promover la quimiorresistencia y los procesos migratorios de las 

células MDA-MB-231 [388], [389]. Además, el estudio de las muestras extraídas del tejido 

tumoral mamario ha permitido corroborar la sobreexpresión de esta proteína y su 

correlación con la progresión del tumor, sugiriendo la capacidad de la filamina A para 

controlar la expresión del gen  BRCA1 [390]. La implicación de la ECC y la filamina A en la 

fisiopatología del cáncer de mama respalda el estudio de estos factores como posibles 

dianas terapéuticas contra esta neoplasia; además, tras los avances desarrollados por la 

primera publicación de esta tesis doctoral, se hace más que necesario investigar si la 

filamina A conserva la capacidad de modular la ECC en las células de cáncer de mama.  

 

Dentro de la maquinaria celular implicada en la ECC, Zhang y colaboradores han descrito el 

papel de la AC8 en los sistemas de inhibición de la corriente mediada por Orai1. 

Inicialmente, la interacción entre AC8 y Orai1 había sido descrita como parte del mecanismo 

de activación de la ciclasa, el cual depende de la entrada de Ca2+ a través de Orai1. Ambas 
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proteínas interaccionan de forma directa a través del extremo N terminal involucrando, en 

el caso de Orai1, el segmento comprendido entre los residuos 16 y 34. Sin embargo, el 

grupo anteriormente mencionado propone un mecanismo de feedback negativo sobre la 

actividad de Orai1, que es mediado tras la producción de AMPc por la AC8 y la consecutiva 

activación de la PKA en el microdominio del poro. Este evento permite a la cinasa fosforilar a 

Orai1 en el residuo S34 e inhibir la corriente de Ca2+. Debido a que en la isoforma corta de 

Orai1 (Orai1β) están ausentes tanto el segmento de interacción con la AC8 como el residuo 

susceptible de fosforilación, este circuito de retroalimentación solo interesa a la isoforma 

larga de Orai1, Orai1α. Las corrientes de Ca2+ mediadas por Orai1, tanto capacitativas como 

las independientes de los depósitos intracelulares, han sido involucradas en la señalización 

de los procesos de migración, proliferación y evasión de la muerte celular en las células de 

cáncer de mama triple negativo.  Nuestro grupo de investigación ha contribuido de forma 

notable en la descripción de la funcionalidad de Orai1 en las células de cáncer de mama, 

cuya expresión en la membrana plasmática es modulada por la actividad del canal TRPC6.  

 

Por todo ello y analizando nuestros resultados preliminares, los cuales indicaban la 

sobreexpresión de la AC8 en las líneas de cáncer de mama, en el siguiente estudio de esta 

tesis doctoral nos propusimos analizar el papel de la AC8 en el mecanismo de ECC, y su 

implicación en los eventos característicos de las células de cáncer de mama. Los resultados 

iniciales describieron la sobreexpresión de Orai1 en las células MCF7 y MDA-MB-231, 

resultados que confirman los datos publicados por McAndrew y colaboradores en 2011 

[329]. Tras la incubación de los extractos proteicos con una enzima con capacidad amidasa, 

pudimos confirmar que ambas isoformas de Orai1 (α y β) están sobreexpresadas en ambas 

líneas celulares. Además, también se corroboró la interacción constitutiva de AC8 con 

Orai1α, siendo la primera vez que se observa esta interacción a través de Western blotting 

en proteínas nativas. Posteriormente, analizamos los mecanismos regulatorios de la 

interacción entre AC8 y Orai1 a través de un ensayo de coinmunoprecipitación. Nuestros 

resultados indican que, en presencia de Ca2+ extracelular, la interacción entre estas 

proteínas no está alterada. Sin embargo, esta unión demostró ser inhibida por el 

vaciamiento de los depósitos en ausencia de Ca2+ extracelular, influencia negativa que, en 

estado fisiológico, es anulada por el efecto de la entrada de Ca2+ a través de Orai1. Poco 

después de la identificación de Orai1, Kawasaki et al. describieron un mecanismo inhibitorio 
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de la corriente ICRAC basado en la fosforilación por PKC de los residuos S27 y S30 de Orai1α. 

Debido a que estos residuos, así como la S34 diana de la PKA, se localizan en el sitio de 

unión a AC8 de Orai1α, nos propusimos analizar la influencia de la fosforilación de Orai1α 

sobre la interacción de ambas proteínas.  Tras la transfección de las células de cáncer de 

mama MDA-MB-231 con el plásmido de sobreexpresión de Orai1α, un mutante no 

fosforilable del mismo, o el mutante fosfomimético, no se observó ninguna diferencia en la 

capacidad de Orai1 para asociarse a la AC8, siendo esta invariable tanto en control como 

tras el tratamiento con TG. Este resultado excluye el estado de fosforilación de Orai1 como 

un evento capaz de influenciar su asociación con la AC8. 

 

Debido a que la ECC, en las células MDA-MB-231, depende de la actividad de Orai1, 

analizamos la funcionalidad de AC8 en este mecanismo de señalización. La atenuación de la 

expresión de AC8 resultó en la inhibición de la entrada de Ca2+ en las células de cáncer de 

mama triple negativo, resultado que fue confirmado tanto mediante el procedimiento 

clásico usando TG, como con la co-expresión de Orai1 con el péptido OASF de STIM1, que 

activa el canal Orai1 de forma constitutiva. Por el contrario, la sobreexpresión de AC8 

aumentó la entrada de Ca2+ tanto en las células que sobreexpresaban OASF-Orai1 como en 

aquellas tratadas con TG. En su conjunto, nuestros resultados indican que AC8 facilita la ECC 

en las células de cáncer de mama triple negativo, rol que se opone a los datos descritos por 

Zhang y colaboradores, los cuales describen a esta ciclasa como la proteína clave de un 

mecanismo inhibidor de Orai1. 

 

Debido a esta discrepancia, nos propusimos analizar el estado de fosforilación de Orai1 en 

residuos de serina en las células MDA-MB-231. Tras realizar varios ensayos de 

inmunoprecipitación, comprobamos que los canales Orai1 asociados a AC8 no se 

fosforilaron en residuos de serina. Paralelamente, observamos que tanto la inhibición como 

el aumento de la expresión de la AC8 tienen un efecto sobre la fosforilación de Orai1 en 

estos residuos, favoreciendo o bloqueando esta modificación, respectivamente. En 

conjunto, estos resultados proponen la interacción de la AC8 con Orai1 como un evento 

capaz de interferir en la fosforilación de los residuos de serina de Orai1α y, 

consecuentemente, en los mecanismos de inhibición de la corriente asociados a estas 

modificaciones. 
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Esta dualidad en el papel de la AC8 puede ser justificada debido su la relación 

estequiométrica con los canales Orai1α. En células con una expresión normal de AC8, la 

expresión de Orai1α predomina en comparación con la de la ciclasa, relación que favorece 

que multitud de canales Orai1α no interaccionen con AC8, permitiendo que el extremo 

amino  terminal sea accesible para las cinasas que mediaran los mecanismos inhibitorios. En 

las células de cáncer de mama MDA-MB-231, aunque tanto AC8 como Orai1α se encuentran 

sobrexpresados, nuestros resultados muestran que la estequiometria se torna en favor de 

AC8. Este cambio determina la reducción del pool de Orai1α libre de AC8 y el bloqueo de los 

mecanismos de inactivación dependientes de la fosforilación del extremo amino de Orai1α.  

 

Las señales de Ca2+ generadas por Orai1 han sido descritas como un evento de vital 

importancia en los procesos celulares distintivos del cáncer de mama, siendo la migración 

celular un claro ejemplo. Para continuar con el estudio de la relación entre AC8 y Orai1, nos 

propusimos analizar su implicación en la capacidad migratoria de las células MDA-MB-231. 

Nuestros resultados demuestran que el silenciamiento de la expresión de la AC8 inhibe la 

capacidad migratoria de estas células tras un periodo de cuarenta y ocho horas. Esta 

inhibición se mantiene incluso tras la estimulación con carbacol, agonista de los receptores 

colinérgicos con capacidad para promover la migración en esta línea celular. Se ha 

demostrado que la proteína cinasa de adhesión focal (FAK) participa en la activación de la 

migración en las células tumorales, además de estar implicada en otros mecanismos 

tumorales como la proliferación y la evasión de la muerte celular. El mecanismo de 

activación de la FAK mejor caracterizado es mediado a través de su dimerización, 

autofosforilación del residuo Y397 y la unión del dímero a algún miembro de la familia de 

cinasas Src [391]. Nuestros resultados demuestran que el silenciamiento de la AC8 inhibe la 

fosforilación de la FAK en el residuo Y397, poniendo de manifiesto que la activación de la 

FAK y la migración de las células MDA-MB-231 depende de la expresión de la AC8, ya que 

previamente nuestro equipo de investigación demostró que tanto la migración celular como 

la activación de la FAK era dependiente de la activación de los canales Orai en la línea 

celular promieloblástica HL-60, [393].  
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Por último, analizamos si la sobreexpresión de la AC8 es un evento común en las células de 

cáncer de mama caracterizadas como triple negativo. Para ello, analizamos la expresión de 

esta proteína en las células MDA-MB-231, BT20 y Hs578T; observándose una 

sobreexpresión de la AC8 en todos los modelos celulares de cáncer de mama triple negativo. 

En consecuencia, analizamos el papel de la AC8 en la capacidad proliferativa de las células 

MDA-MB-231 y Hs578T. Como resultado, la capacidad proliferativa de estas células se vio 

inhibida tras atenuar la expresión de la AC8, confirmando el papel de esta enzima en el 

desarrollo de los procesos tumorales de las células de cáncer de mama triple negativo. 

 

En conjunto, en las células de cáncer de mama triple negativo AC8 se comporta como una 

proteína reguladora de la actividad de Orai1, la ECC y los procesos celulares dependientes 

de la misma. Esta función está mediada gracias a la sobreexpresión de esta ciclasa, el 

cambio en su relación estequiométrica con los canales Orai1 y el bloqueo de los 

mecanismos inhibitorios de las corrientes mediadas por Orai1α.  

 

 

En los años posteriores a la identificación de las proteínas Orai1 y STIM1 como 

componentes esenciales de la ECC, la comunidad científica sobrestimó la importancia de 

estos agentes en relación con el resto de miembros de su familia de proteínas. Actualmente, 

los modelos de ECC incluyen la participación de STIM2, Orai2 y Orai3 en las señales nativas 

de Ca2+, ya que estudios recientes han demostrado la capacidad de estas isoformas para 

articular la ECC mediante la formación de complejos homoméricos o heteroméricos entre 

los miembros de las dos familias. Dentro de las primeras publicaciones, son especialmente 

relevantes los estudios que identificaron a Orai2 y Orai3 como las proteínas predominantes 

en la ECC en las células de leucemia mieloide aguda y de cáncer de mama ER+, 

respectivamente [221], [392]. Estos estudios permitieron confirmar el remodelado de los 

componentes de la ECC en las células de cáncer y su implicación tanto en la tumorigénesis 

como en la activación de las funciones características de la célula tumoral. Además de las 

proteínas de las familias STIM y Orai, algunos miembros de familia de proteínas TRP, 

especialmente los de las subfamilias TRPC, TRPM y TRPV, han sido involucrados en la 

progresión de diferentes tipos de cáncer. En concreto, TRPC6 ha sido descrito como un canal 

relevante en la proliferación de los carcinomas gástrico, prostático, y esofágico de células 
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escamosas. Igualmente, el análisis de las biopsias de cáncer de mama ha confirmado la 

sobreexpresión de TRPC6 [393]. Aunque el papel de TRPC6 en la fisiopatología del cáncer de 

mama no es conocido en su totalidad, nuestro grupo ha identificado este canal como una 

proteína clave para la proliferación, migración e invasión de las células de cáncer de mama 

triple negativo y ER+. Esta influencia es mediada a través de la modulación de la ECC, siendo 

la actividad de TRPC6 determinante para la translocación a la membrana plasmática de los 

canales Orai1 y Orai3 [330]. En algunos modelos celulares, se ha implicado a TRPC6 en el 

mantenimiento de las [Ca2+] citosólica y reticular en estado basal [299]. Esta misma función 

también se ha atribuido a STIM2, ya que esta proteína mantiene la [Ca2+] de los depósitos 

intracelulares activando entradas de Ca2+ caracterizadas por su baja conductividad [195]. En 

la última publicación incluida en la presente tesis, nos propusimos analizar el rol de TRPC6 

en el mantenimiento de la concentración basal de Ca2+ en diferentes tipos de células de 

cáncer de mama.  

 

Nuestros resultados iniciales confirman la sobreexpresión de TRPC6 en las células de cáncer 

de mama ER+ y triple negativo en comparación con las células epiteliales de mama. De 

acuerdo con los resultados publicados por Motiani et al. las células de cáncer de mama ER+ 

muestran una clara sobreexpresión de Orai3 [221]. Por el contrario, STIM2 se expresa de 

forma similar en células epiteliales y en las células de cáncer de mama representativas de 

los diferentes subtipos. Tras analizar la expresión de membrana de TRPC6 durante el 

reposo, observamos una clara diferencia entre las líneas de cáncer de mama ER+ y triple 

negativo. Mientras que en ambos subtipos celulares se identificó la sobreexpresión de 

TRPC6 en comparación con las células epiteliales de mama, únicamente las células de cáncer 

de mama ER+ presentaron un incremento en la expresión de membrana de TRPC6 con 

respecto a las líneas no tumorales. Esta diferencia es revertida tras el tratamiento con TG, 

evento que promueve la expresión de membrana de TRPC6 en ambos subtipos. Estos 

resultados confirman el papel de TRPC6 en la maquinaria celular responsable de la ECC en 

las líneas de cáncer de mama, pero también proponen a TRPC6 como un canal involucrado 

en el mantenimiento de la homeostasis del Ca2+ basal en las células de cáncer de mama 

ER+. 
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Para confirmar el papel de TRPC6 en el mantenimiento de la [Ca2+] citosólica y reticular 

durante el reposo, las células MCF7 fueron transfectadas con el plásmido de silenciamiento 

de TRPC6, el dominante negativo del TRPC6 (TRPC6dn) o el correspondiente control de 

transfección.  Tanto la inhibición del canal como la expresión del canal no funcional 

provocaron una disminución de la [Ca2+] citosólica en reposo. Además, también se observó 

una inhibición tanto en la liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares como en la 

ECC. Resultados similares se obtuvieron tras la inhibición de la expresión de STIM2.  

Adicionalmente, tanto la inhibición de la expresión de ambas proteínas, como la 

combinación del siSTIM2 y el TRPC6dn resultó en un efecto sumatorio, reduciendo aún más 

la [Ca2+] basal e inhibiendo en mayor grado la liberación y entrada de Ca2+ tras el 

tratamiento con TG. En conjunto, estos resultados proponen el papel de STIM2 y TRPC6 en 

el mantenimiento de la [Ca2+] citosólica y reticular durante el reposo. Este resultado fue 

confirmado con el uso de la sonda reticular de Ca2+ R-CEPIA1er, observándose que la señal 

previa al tratamiento con TG e ionomicina y la pendiente de la caída de la fluorescencia 

fueron inhibidas al alterar la función de STIM2 y TRPC6, evidencias que apoyan el rol de 

ambas proteínas en el mantenimiento de la [Ca2+] reticular en las células MCF7.  

 

Con el objetivo de evaluar si la interacción entre STIM2 y TRPC6 es necesaria para el papel 

regulador de la homeostasis del Ca2+, llevamos a cabo un ensayo de coinmunoprecipitación 

en las células MCF7 y MCF10A. Los resultados observados sugieren que TRPC6 y SITM2 

interaccionan en reposo con el objetivo de mantener la [Ca2+] citosólica y reticular. En las 

células MCF7, esta asociación es inhibida por la entrada de Ca2+ tras el tratamiento con TG, 

proponiendo al eje STIM2-TRPC6 como un modulador de la homeostasis del Ca2+ durante el 

reposo. Este mecanismo se presenta de forma singular en las células de cáncer de mama 

ER+, y no sería extensible a las células epiteliales de mama, donde esta asociación se ve 

inalterada por los aumentos en la [Ca2+] citosólica.  

 

Además de constituir el mayor almacén intracelular de Ca2+, el RE desarrolla una función 

esencial para la célula al asegurar el correcto plegado de las proteínas que transitan la vía 

secretora. Esta función permite únicamente la salida del retículo de proteínas plegadas 

correctamente, almacenando o degradando aquellas  que no satisfacen los controles de 

calidad [394]. Este proceso es especialmente sensible a las alteraciones del microambiente 
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reticular, siendo la [Ca2+] reticular una de las variables con mayor influencia sobre el mismo. 

Por consiguiente, tras la alteración de la homeostasis del Ca2+  se desencadena un estado de 

estrés reticular donde se produce un gran acúmulo de proteínas mal plegadas en el interior 

del retículo [395]. En respuesta a esta situación, el retículo inicia un mecanismo adaptativo 

conocido como UPR (del inglés “Unfolded Protein Response”), el cual inhibirá la síntesis de 

proteínas, a excepción de las chaperonas implicadas en los procesos de plegado de 

proteínas, promoverá la degradación de las proteínas mal plegadas del interior reticular, y 

aumentará la capacidad de este orgánulo para procesar las proteínas sintetizadas [394]. Si la 

UPR no consiguiera paliar esta situación, la alteración de la homeostasis reticular y el 

acumulo de proteínas mal plegadas inician una cascada proapoptótica. El desarrollo de las 

señales apoptóticas continuará con la consecución de hitos como la perdida de la integridad 

de la membrana reticular y la sobrecarga de Ca2+ citosólica, siendo las etapas finales del 

mecanismo de apoptosis dirigido por la actividad de las caspasas [396]. El estrés reticular ha 

sido relacionado con un amplio abanico de patologías, dentro de las cuales se incluyen el 

cáncer [397], la diabetes [398], diversas patologías cardiacas [399] y enfermedades 

neurodegenerativas [400]. Para continuar con el análisis de la función de TRPC6 en la 

homeostasis de las células de cáncer de mama MCF7, evaluamos si el bloqueo de la 

actividad de esta proteína, y la demostrada disminución de la [Ca2+] basal, induce el 

aumento del estrés reticular. Tanto la inhibición de la expresión de TRPC6, como la 

sobrexpresión de su dominante negativo, resultaron en el aumento de la fosforilación de 

eIF2α en el residuo de S51. Dicha fosforilación regula la actividad de este factor de iniciación 

de la traducción e inhibe la síntesis proteica como parte de las adaptaciones al estrés 

reticular [401]. Este resultado sugiere el papel de TRPC6 en la maquinaria celular encargada 

de salvaguardar el microambiente reticular, protegiendo las células de cáncer de mama ER+ 

contra los agentes capaces de inducir estrés reticular. El análisis de la activación de las 

señales proapoptótica nos permitió confirmar la función de TRPC6 en la evasión del estrés 

reticular. Tras la inhibición de la expresión de TRPC6 o la sobrexpresión de TRPC6dn se 

observó un aumento significativo de la actividad de la caspasa 3, sugiriendo el papel de este 

canal en la evasión del estrés reticular y las consecuencias nocivas del mismo. Por último, 

quisimos validar esta hipótesis analizando la viabilidad de las células MCF7 tras inducir de 

nuevo el bloqueo de la función de TRPC6. Tras incubar las células con los colorantes 

calceina-AM y yoduro de propidio, pudimos observar como el bloqueo de la función de 
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TRPC6 reduce la viabilidad de las células MCF7, resultado que sugiere a TRPC6 como una 

posible diana en el desarrollo de nuevas estrategias anti-tumorales contra el cáncer de 

mama ER+. 

 

En conjunto, todos los resultados obtenidos en el trascurso de la presente tesis doctoral 

refuerzan el papel de las proteínas responsables de la ECC en el desarrollo de los procesos 

característicos del cáncer de mama. Tras analizar estos resultados, es fácil concluir que las 

células de cáncer de mama reprograman los sistemas de comunicación, en general, y el 

mecanismo de ECC, en particular, para facilitar la consecución de los fenotipos tumorales 

que las caracterizan. Este proceso de remodelado se logra a través de una gran variedad de 

mecanismos, siendo de especial relevancia los cambios en la expresión de las proteínas 

involucradas en la ECC o la modificación de la funcionalidad de estas. En los próximos años, 

los estudios focalizados en el mecanismo de la ECC continuarán expandiendo nuestro 

conocimiento sobre los agentes que se encuentran inmersos en el mismo y sobre los 

sistemas regulatorios que los controlan. Estos avances serán de gran utilidad para el 

desarrollo y la mejora de nuevas terapias, especialmente para aquellas patologías en las que 

la ECC juega un papel relevante, dentro de las cuales destaca el cáncer de mama. 
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7 Conclusiones: 
 
1.- La filamina A modula de forma negativa la ECC a través de su interacción con STIM1 tras 

el vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+. 

 

2.- El mecanismo inhibitorio llevado a cabo por la filamina A se basa en la asociación de 

STIM1 a la fracción citoesquelética y, la inhibición de su interacción con los canales Orai1. 

 

3.- En células de cáncer de mama triple negativo, un cambio en la relación estequiométrica 

entre AC8 y Orai1 determina el bloqueo de la inactivación de Orai1 y, el aumento de la 

actividad del canal. 

 

4.- La sobreexpresión de la AC8 incrementa la capacidad migratoria y proliferativa de las 

células de cáncer de mama triple negativo, potenciando la ECC en estas células. 

 

5.- En reposo, el canal TRPC6 controla la concentración citosólica y reticular de Ca2+ en las 

células de cáncer de mama caracterizadas como ER+. Función que protege estas células 

contra los agentes que promueven el estrés reticular y la muerte celular. 
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7 Conclusions: 
 

1.- Filamin A negatively regulates SOCE by interacting with STIM1 after intracellular store 

depletion. 

 

2.- Filamin A inhibitory mechanism is based on the association of STIM1 with the 

cytoskeletal fraction and the impairment of STIM1-Orai1 interaction. 

 

3.- In Triple negative breast cancer cells, a stoichiometry change between AC8 and Orai1 

impairs Orai1 inhibitory mechanisms and promotes channel activity. 

 

4.- By promoting SOCE, AC8 overexpression supports the migratory and proliferative 

capability of triple negative breast cancer cells. 

 

5.- In resting ER+ breast cancer cells, TRPC6 channel controls the cytosolic and reticular Ca2+ 

content. This role is proposed to protect breast cancer cells from the agents that trigger 

endoplasmic reticulum stress and cell death. 
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