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Financiación 

 

     Mi incorporación al Grupo de Investigación “Señalización Celular en Patologías 

Clínicas” (BBB010) y la realización de esta Tesis Doctoral han sido posible gracias a la 

financiación procedente de: 

 

- Una beca de formación en Investigación dentro del Plan de Iniciación a la 

Investigación, Desarrollo Tecnológico e Innovación de la Universidad de 

Extremadura. Duración: 01/02/2019-15/07/2019.  

 

- Una ayuda predoctoral (PD18040) para la financiación de contratos 

predoctorales para formación de doctores en los centros públicos de I+D 

pertenecientes al Sistema Extremeño De Ciencia, Tecnología e Innovación en el 

ejercicio 2019, cofinanciada por la Consejería De Economía, Ciencia y Agenda 

Digital de la Junta de Extremadura y el Fondo Social Europeo (FSE).  

 

- Proyecto de Investigación BFU2017-82716-P obtenido en la convocatoria de 

2017 dentro del Plan de Ayudas a proyectos I+D correspondiente al Programa 

Estatal de Fomento de la Investigación Científica y Técnica de Excelencia, 

Subprograma Estatal de Generación de Conocimiento en el marco del Plan 

Estatal de I+D+I 2013-2016. Ministerio de Economía, Industria y Competitividad. 

Gobierno de España.  

 

- Ayuda IB16088 para la realización de proyectos de investigación en los Centros 

Públicos de I+D+i de Extremadura. Cofinanciada por la Consejería de Economía e 

Infraestructuras de la Junta de Extremadura y el Fondo Europeo de Desarrollo 

Regional (FEDER). 

 

- Ayuda GR18084 para la realización de actividades de investigación y desarrollo 

tecnológico, de divulgación y de transferencia de conocimiento por los Grupos 

de Investigación de Extremadura. Cofinanciada por la Consejería de Economía, 

Competitividad e Innovación de la Junta de Extremadura y el Fondo Europeo de 

Desarrollo Regional (FEDER).  
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La línea celular U2OS FLp-In T-REx utilizada en esta Tesis Doctoral fue cedida por 
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Aunque tendemos a pensar que todo acontecimiento tiene necesariamente un 

inicio fijado, yo siempre me he sentido muy unida a las palabras que Graham Greene 

plasmó en una de sus más conocidas novelas: “Una historia no tiene comienzo ni fin; 

arbitrariamente uno elige el momento de la experiencia desde el cual mira hacia atrás o 

hacia delante”. Y la Tesis Doctoral, en lo que a mí respecta, no escapa a tan magnífica 

cita. El laberinto vital de la memoria me conduce a mi etapa de estudiante de 

Bachillerato y a una magnífica docente, Inmaculada Espárrago, quien no sólo cultivó en 

mí el ánimo de la curiosidad científica, sino que me alentó a continuar la senda 

académica cursando los estudios de Biología en la Universidad. De algún modo, con ella 

empezó a germinar el proyecto que se materializa con la realización de este trabajo de 

Investigación. ¡Gracias siempre, querida Inmaculada! 

Tras varios años y experiencias que ahora pueden resultar lejanos, logré sin duda 

uno de los hitos decisivos a la hora de iniciar mi andadura en el notable campo de la 

Investigación científica: Conocer al Doctor Francisco Javier Martín Romero, primero 

como docente y posteriormente como investigador. Fue él quien me animó a querer 

profundizar y conocer de primera mano en qué consistía esto de la Investigación, una 

labor tan valiosa como abstracta cuando es nombrada a menudo desde fuera. De esta 

forma, y tras varios intentos en la búsqueda de financiación, el Doctor Martín Romero 

se convirtió en el director de esta Tesis Doctoral junto a la Doctora Eulalia Pozo Guisado, 

codirectora de este trabajo y apoyo pleno y constante para lograr la consecución del 

mismo. A ellos debo agradecerles esta magnífica oportunidad. En primer lugar, por la 

rigurosidad y profesionalidad que aplican en el trabajo que realizan; y, en segundo 

término, pero no menos importante, por la enorme implicación que demuestran con sus 

doctorandos. No hay palabras precisas para describir la gratitud por la dedicación y 

constante tutorización que brindan a quienes tenemos la suerte de compartir 

laboratorio y aprender con ellos y, sobre todo, de ellos. Un segundo baluarte, tan valioso 

como lo anteriormente citado, es la atmósfera de compañerismo que he experimentado 

en todas las fases de esta etapa predoctoral. En mis inicios fui acogida por la Doctora 

Aida López y el Doctor Carlos Pascual, quienes en todo momento ejercieron de guía e 

iluminación en las constantes dudas que surgen en un proyecto de semejante 

envergadura; el cual es difícil siempre, pero especialmente complicado en los primeros 

meses. Tras ellos vinieron Irene Sánchez, Yolanda Orantos, Marian Caro y Marta Fontán. 

Junto a ellas he vivido sin duda la gestación madura de esta Tesis. Han sido muchísimas 

las horas y los momentos compartidos, tanto dentro como fuera del laboratorio. Aunque 

no vamos a engañarnos a estas alturas de la película, principalmente dentro, pues esta 

profesión no entiende de horarios ni fechas clave marcadas en el calendario. En estos 

últimos años ellas han sido apoyo constante, sin importar el día o la hora. Siempre juntas 

en las dudas para el cálculo de la molaridad o la preparación de tampones, pero también 

una valiosa compañía en las reflexiones, canciones y memes compartidos para 

sobrellevar los agobios. Y cuando los astros se han alineado y las células nos lo han 

permitido, cenas de sushi y algún que otro escape room. ¡Porque siempre hay que estar 



preparada para los múltiples escenarios que pueden darse en un laboratorio, y quedarse 

encerrada no es una excepción! Mil gracias por todo, chicas. Y, sobre todo, muchísimo 

valor a las que recogéis el testigo. Sé que os va a ir fenomenal, todos los ánimos y mis 

mejores deseos en los meses que vienen. ¡Vosotras podéis, FemLab forever! 

Más allá de la esfera profesional, no puedo dejar de agradecer a la Asociación de 

Doctorandos de la Universidad de Extremadura, ADUEx, su apoyo y lucha constante por 

la visibilización del colectivo predoctoral. Gracias a ellos pude conocer las doctocañas y 

tomar contacto con doctorandos de otras áreas con inquietudes comunes. Aunque la 

pandemia frenó durante años la parte más social de estas iniciativas, sin duda puedo 

decir que he conocido a gente maravillosa y que me llevo amistades que espero 

conservar por siempre. Son muchos los nombres y no quisiera faltar al sentimiento de 

gratitud dejando alguno sin citar, sé que muchos de los que tengáis oportunidad de leer 

estas palabras sabréis sin duda reconoceros en ellas.  

Asimismo, quiero dirigir mi atención a personas y lugares que, sin relación alguna 

con la Ciencia, me han acompañado a lo largo de estos años. Uno de esos sitios, como 

no podía ser de otro modo, ha sido la Escuela de Idiomas de Badajoz. En ella pude 

profundizar en el conocimiento del francés, lengua que siempre irá ligada en mi corazón 

a la Ilustración de las Ideas y el saber, con un hueco especialmente reservado a las 

Ciencias Naturales, el Cine y la Literatura. Sin duda, tres de mis grandes pasiones. Por 

ello quisiera tener unas palabras especiales para Eva Robustillo, profesora y Doctora en 

Literatura Francesa, quien además de enseñarme el idioma, me ha apoyado con 

consejos y ánimos desde mis inicios en la carrera investigadora. Junto a ella, gratitud 

inmensa a todos mis compañeros, tanto de francés como también de alemán. Recordaré 

por siempre la sonrisa y eterna amabilidad de Gonzalo, compañero de fatigas en los 

exámenes orales de la lengua de Goethe, a Eva y nuestras charlas nocturnas de camino 

a casa, así como a Brigitte por su admiración sincera y la frase que con tanto cariño 

siempre me dedicaba: Ich bewundere dich! 

Otras personas que sin duda han sido faro durante esta travesía han sido mis 

amigos, tanto quienes viven en Badajoz como aquellos que por múltiples razones y 

circunstancias se encuentran dispersos geográficamente. Es en la proximidad y 

sinceridad del vínculo donde reside el valor del afecto. Por ello empiezo citando a Marina 

Murillo, la primera persona que conocí cuando empecé la Universidad. Eterna 

compañera en las aulas universitarias y en el salón de casa estudiando juntas. Desde que 

terminamos la carrera, mi admiración por ti no ha cesado de crecer. En lo profesional, 

por supuesto, pero si cabe aún más en lo personal. Me enorgullece haber compartido 

parte del camino que te ha llevado a convertirte en la docente tan excepcional que hoy 

eres. ¡Te quiero y te admiro infinito, amiga! También quiero recordar a mi austenholic 

preferida, Ara Reina, una auténtica jefaza en el noble arte de las Letras y del baile. Eres 

parte indispensable de mi vida y sin duda has sido luz y alegría en algunos de los 

momentos más difíciles en estos últimos años. Te quiero y te admiro en tu fortaleza y 



en tu sincera entrega a los demás. Nos debemos un futuro viaje, amiga. ¡Yo tan Thelma 

y tú tan Louise! Y el tercer as de esta tríada fantástica está reservado a otra mujer 

maravillosa, Pilar Jiménez. Eres bondad y calidez, amiga. Siempre es buena señal no 

tener que ir de médicos, pero contigo tus pacientes están en las mejores manos que una 

pueda pensar y desear. Mil gracias siempre por tu escucha activa y tus consejos. ¡Te 

quiero, amiga! Junto a ellas, sois muchísimos los que me habéis acompañado. No puedo 

dejar de dedicar una especial atención a Carlos Guiberteau y Antonio Soto, mis 

sanfernadinos preferidos. Gracias por las visitas a la Filmoteca y los desayunos sabatinos. 

Sin saberlo, en esas charlas compartidas me dabais la fuerza necesaria para continuar. 

A ti, Carlos, debo valorarte tu temple y tu enorme sensibilidad. Nunca dejarán de 

maravillarme. Gracias a ti esta tesis irá por siempre ligada al poema de Valente con el 

firme compromiso de continuidad y esperanza futura para ir “de comienzo en comienzo 

por comienzos que no tienen fin”. A ti, Antonio, te alabo tu curiosidad sincera y la 

capacidad de emoción que te despierta todo lo que te rodea. Cree en ti, pues no hay 

tesoro más valioso que una curiosidad cognitiva ligada a la emoción. Gracias por tus 

canciones —¿Hay alguien con mejor gusto musical que tú? Mucho lo dudo, amigo— y por 

resolverme siempre las dudas informáticas. Espero no haber sido demasiado pesada, y 

si así ha sido, mis disculpas y mi firme promesa de que quedas invitado a una rica cena 

en nuestro futuro viaje a La Provenza. También merecen un lugar especial aquí Juan 

Pardo y Sara Martín, quienes me habéis apoyado desde el inicio en esto y aguantado en 

no pocas ocasiones las ocurrencias que se me venían a la mente al establecer símiles 

entre Cine y Ciencia. Y por supuesto, gracias a Beatriz García Barreales, buena amiga y 

una de las personas favoritas que me ha regalado la Tesis. Me fascina tu entusiasmo y 

tu vitalidad. Y sin duda, el amor que profesamos a los gatos. Ya sabes que el viaje a París 

fue especial —gracias también a Ignacio, Ana y José Luis—, así que tenemos que repetir 

próximamente otro nuevo cuando ya seamos Doctoras. ¡Te toca a ti elegir destino! No 

puedo olvidarme tampoco de mi querido Sergio Gavilán, eres bondad y conocimiento. 

Todos mis mejores deseos en tu faceta docente e investigadora, pero por favor, no dejes 

nunca la Literatura. La gran novela de ciencia-ficción de esta década ha de salir de tu 

pluma y estará a la altura de tu admirado Zamiatin. Gracias por tu confianza extrema en 

este proyecto de tesis, por tu lucidez y por tu amabilidad. Especial reconocimiento 

también a Jano, por tu alegría y apoyo. ¡Como buen dios romano que eres sé que no hay 

techo para ti en todo lo que te propongas! Gracias también a Elena Paredes, por tu 

paciencia y tu bondad infinitas escuchándome en los pocos cafés que hemos podido 

compartir este 2023. Espero vernos pronto, ya sea aquí o en Madrid; y si es posible, con 

la maja de Inés. Y del lado cacereño he de nombrar a Pedro Sanz, tan amante como yo 

del ciclismo y los gatos, aunque no así del dulce para pena mía. Aunque nuestro querido 

Pogačar ya dé por perdido este Tour de Francia, espero que la entrega de esta tesis sea 

motivo suficiente para que vengas a la capital pacense y escapemos a Portugal a tomar 

buen café y un pastel de nata. ¡Y no olvides la novela de McCarthy al bajar! Y, por 



supuesto, mención especial merece también en este apartado la buena gente de 84, 

Charing Cross Road. ¡Os quiero, chicos! 

Otras personas que acuden a mi memoria, aunque probablemente no pueda ser 

precisa en el reconocimiento a todas, son Ana Ordiales, Cecilia y María José Tovar. A ti, 

Ana, gracias siempre por los ánimos cuando nos encontrábamos corriendo por los 

pasillos entre protocolo y protocolo experimental y por las charlas de los viernes por la 

tarde. ¡Las echaré mucho de menos! A Cecilia, mujer de sonrisa amplia y corazón alegre, 

gracias siempre por tus palabras y tus consejos de madre. Y a María José, sin duda una 

de las personas más entusiastas a la hora de escucharme hablar y animarme, gracias 

infinitas. ¡Tenemos una comida pendiente con Juanjo para rememorar viejos tiempos, 

prometido queda! 

También tiene parte importante en esta tesis Bruno, quien siempre confió en mis 

capacidades y me animó a ir más allá y no ponerme barreras nunca. Gracias por tu apoyo 

y por tu amistad sincera. Porque como dejó escrito Fiama Hasse, “não sentimos dentro 

do coração que somos filhos dilectos do tempo e que, se hoje amamos, foi depois de 

termos amado ontem”. ¡Gracias siempre! 

Y, por último, mi dedicatoria final es para mi familia. Nexo y soporte fundamental, 

como no podía ser de otro modo, en esta etapa. Quiero agradecer la confianza y el cariño 

de todos mis tíos y primos. Gracias por creer en mí y tenerme siempre presente en 

vuestros pensamientos, especialmente en estos últimos meses tan duros. A mis padres, 

Plácido y María, debo agradecerles la educación y la sensibilidad que siempre nos han 

inculcado a mí y a mis hermanos. Yo puedo ser bióloga, pero nadie conoce el medio 

natural como tú, papá. Gracias por los libros y cuentos que me leías desde que tengo 

memoria, por no permitir nunca que ninguna situación me sobrepasara sin extraer una 

valiosa lección. Gracias a ti, mamá, por enseñarme el camino de la fortaleza y la 

humildad. Por mostrarme que con pasión y entrega todo se puede conseguir y, sobre 

todo, que se puede y se ha de ser buena persona en el camino que elijamos andar. 

Ambos nos habéis enseñado el valor del conocimiento y el compañerismo; vosotros sois, 

sin duda, mis principales maestros de vida. A mi hermano Daniel, gracias infinitas por el 

apoyo. Si hay alguien que puede superarme en esto de ser disciplinado eres tú. Eres un 

crack en todo lo que te propones. Y, por qué no decirlo, te has comportado como un 

hermano mayor estos últimos meses “para que me cuidara y comiera bien”. Cómo ha 

cambiado la historia, pequeñajo. Y, por supuesto, unas palabras especiales también para 

el benjamín de la familia, Raúl. Contigo conseguí, probablemente, uno de mis mayores 

hitos vitales: Contagiarte el amor por el francés y las Ciencias. Aunque tú prefieras las 

Matemáticas y a Descartes, ya sabes que en mí siempre tendrás a tu bióloga de 

confianza. Eres pura sensibilidad e inteligencia. Mil gracias por todas nuestras 

conversaciones y por tus ánimos sempiternos, fuera cual fuera la cuestión abordada. Y 

a mi Rita, ¡gracias eternas por ser refugio y compañía! 



 

 

 

 

 

 

Those who dwell, as scientists or laymen, among the beauties and 

mysteries of the Earth are never alone or weary of life. 

 

— Quienes habitan, como científicos o profanos, entre las bellezas y  

los misterios de la Tierra nunca están solos ni se cansan de vivir —  

 

Rachel Carson 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 

 

 

 Tout phénomène s’inscrit dans un réseau de relations. 

L’absolutisme n’a pas sa place en science. 

 

—Todo fenómeno forma parte de una red de relaciones.  

El absolutismo no tiene cabida en ciencia— 
 

Bruno Latour 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abreviaturas, acrónimos y siglas 

 

Δ: Deleción (Deletion) 

[Ca2+]i: Concentración de calcio libre intracelular (intracellular calcium concentration) 

aa: Aminoácido (Amino acid) 

Actina-F: Actina filamentosa (filamentous actin) 

Actina-G: Actina globular (globular actin) 

ARP2/3: complejo de la proteína 2/3 relacionada con la actina (Actin related protein 2/3) 

ATP: Adenosina 5’-trifosfato (Adenosine 5’-triphosphate) 

BSA: Albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin) 

CAD: Dominio activador de CRAC (CRAC Activating Domain) 

CaM: Calmodulina (Calmodulin) 

Cas: Genes asociados a CRISPR (CRISPR-associated genes) 

Cas9n: Nickasa Cas9 (Cas9 nickase) 

CCh: Carbacol (Carbachol) 

CDI: Inactivación dependiente de calcio (Calcium-Dependent Inactivation) 

cDNA: DNA complementario (complementary DNA) 

C-terminal: Carboxi-terminal (Carboxy-terminal) 

CRAC: Canales de Ca2+ activados por Ca2+ (Calcium-Release Activated Channels) 

CRISPR: Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)  

DNA: Ácido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid) 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO: Dimetil-sulfóxido (Dimethyl Sulfoxide) 

DTT: Ditiotreitol (Dithiothreitol) 

ECM: Matriz extracelular (Extracellular Matrix) 

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor) 

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor 

Receptor) 

EGTA: Ácido etilen glicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N′,N’-tetraacético (Ethylene glycol-

bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-Tetraacetic Acid) 

EMT: Transición epitelio-mesénquima (Epithelial–Mesenchymal Transition) 

FBS: Suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum) 

Fura-2 AM: Fura-2 acetoximetil éster (Fura-2 acetoxymethyl ester) 

GAP: Proteína activadora de GTPasas (GTPase-Activating Protein) 

GDI: Inhibidor de la disociación de nucleótidos de guanina (GDP Dissociation Inhibitor) 

GEF: Factor intercambiador del nucleótido de guanina (Guanine nucleotide Exchange 

Factor) 

GFP: Proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein) 

GTPasa: Guanosina trifosfata (GTPase: Guanosine Triphosphatase) 

HBSS: Solución salina tamponada de Hank (Hank’s Balanced Salt Solution) 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=63aa69b77b7f163dJmltdHM9MTY3MzU2ODAwMCZpZ3VpZD0xODZjNDIxNC00NTU5LTYxNzItMzlkNi00Y2Q4NDRlZTYwY2ImaW5zaWQ9NTI2MQ&ptn=3&hsh=3&fclid=186c4214-4559-6172-39d6-4cd844ee60cb&psq=dna&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuZ2Vub21lLmdvdi9hYm91dC1nZW5vbWljcy9mYWN0LXNoZWV0cy9EZW94eXJpYm9udWNsZWljLUFjaWQtRmFjdC1TaGVldA&ntb=1


HRP: Peroxidasa de rábano (Horseradish Peroxidase) 

kDa: Kilodalton 

KO: Knock-out 

LB: Medio Luria Bertani para E. coli 

MAPK: Proteína quinasa activada por mitógenos (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

MP: Membrana plasmática (PM: Plasma Membrane) 

NPFs: Factores promotores de la nucleación de actina (Nucleation-Promoting Factors) 

mRNA: RNA mensajero (Messenger RNA) 

N-terminal: Amino-terminal (Amino-terminal) 

pb: pares de bases (bp: base pair) 

PBS: Tampón fosfato salino (Phosphate Buffered-Saline) 

PBS-T: Tampón fosfato salino + Tween 0.2% (Phosphate Buffered-Saline + Tween 0.2%) 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 

PEI: Polietilenimina (Poliethylenimine) 

PFA: Paraformaldehído (Paraformaldehyde) 

PMSF: Fluoruro de fenil metil sulfonilo (Phenylmethylsulfonyl fluoride) 

PTM: Modificación postraduccional (Post-Translational Modification) 

RAC1: GTPasa de la familia Rho (RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1) 

RE: Retículo endoplasmático (ER: Endoplasmic Reticulum) 

RNA: Ácido ribonucleico (Ribonucleic Acid) 

ROI: Región de interés (Region of interest) 

rpm: Revoluciones por minuto (Revolutions per minute) 

RT: Temperatura ambiente (Room temperature) 

RTK: Receptor tirosina quinasa (Receptor Tyrosine Kinase) 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium 

SD: Desviación estándar (Standard Deviation)  

SDS: Dodecil sulfato sódico (Sodium dodecyl sulfate) 

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida (Polyacrilamide gel electrophoresis) 

SEM: Error estándar de la media (Standard Error of the Mean) 

SERCA: Ca2+ ATPasa de retículo endo(sarco)plasmático (SarcoEndoplasmic Reticulum 

Ca2+ ATPase) 

SOCs: Canales de calcio operados por depósitos (Store-Operated Calcium Channels) 

SOCE: Entrada de calcio regulada por depósitos intracelulares (Store Operated Calcium 

Entry) 

Tg: Tapsigargina (Thapsigargin) 

Tris: Tris (hidroximetil)aminometano (Tris hydroxymethyl aminomethane) 

WASP: Proteínas del síndrome de Wiskott-Aldrich (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) 

WCL: Lisados celulares totales (Whole Cell Lysates) 

WRC: Complejo regulador de WAVE (WAVE Regulator Complex) 

WT: Silvestre (Wild-Type) 
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La migración celular es un proceso fisiológico que requiere de la reorganización 

del citoesqueleto de actina para la formación de protrusiones de membrana y generar 

un frente de migración polarizado. Esta reorganización del citoesqueleto se conoce 

como ruffling (ondulaciones) de membrana y es activada por la polimerización de la 

actina cortical a través del complejo ARP2/3 y la proteína WAVE mediante un proceso 

regulado por la actividad RAC1. Se conoce que la entrada de Ca2+ extracelular y la 

organización espaciotemporal de la [Ca2+]i es esencial en la reorganización del 

citoesqueleto durante la migración celular. En este sentido, numerosos estudios han 

mostrado que SOCE (entrada de calcio operada por el vaciado de depósitos 

intracelulares) es esencial para la migración celular. Así, el objetivo principal de esta 

Tesis Doctoral es estudiar el papel de la proteína ORAI1 en el frente de migración celular. 

Para desarrollar esta investigación se ha utilizado la línea celular de osteosarcoma 

humano U2OS, una línea celular con alta actividad tumorigénica. Esta línea celular se 

modificó mediante edición genómica con CRISPR/Cas9 para suprimir la expresión de 

ORAI1, y nuestros resultados muestran que las células deficientes en ORAI1 (ORAI1-KO) 

presentan una reducción significativa del ruffling de membrana, lo cual conduce a una 

pérdida de la persistencia direccional y a la ralentización de la migración celular. 

Además, la ausencia de ORAI1 disminuye el potencial invasivo de las células U2OS en el 

pez cebra (Danio rerio), mutante casper, como modelo animal, lo que sugiere que ORAI1 

participa directamente tanto en procesos de migración tumoral como en procesos 

metastáticos. En este trabajo hemos observado que mediante un mecanismo 

dependiente de la actividad RAC1, que puede ser estimulado por EGF, ORAI1 

interacciona con CTTN, ARP2/3 y CYFIP1, que son agentes promotores de la nucleación 

de actina para la generación de lamelipodios en el frente de migración. Además, 

mediante el análisis de la fosforilación de residuos de ORAI1 hemos observado que la 

inhibición de la fosforilación de la Thr295 y Ser298 induce un aumento en la entrada de 

Ca2+ en la célula y un enriquecimiento de ORAI1 en vesículas intracelulares, lo que pone 

de manifiesto un nuevo mecanismo de regulación de SOCE a través de la 

fosforilación/desfosforilación de estos residuos. En conjunto, estos resultados nos 

permiten establecer un modelo en el cual ORAI1 forma parte de un complejo 

macromolecular junto a CTTN, ARP2/3 y CYFIP1 en el frente de migración, en el cual 

RAC1 controla la translocación de ORAI1 a la membrana plasmática, donde participa en 

la señalización de Ca2+ polarizada y en la generación del ruffling de membrana.  
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Cell migration is a physiological process that requires reorganization of the actin 

cytoskeleton for the formation of membrane protrusions to generate a polarized 

migration front or leading edge. This reorganization of the cytoskeleton is known as 

membrane ruffling and is triggered by the polymerization of cortical actin through the 

ARP2/3 complex and the WAVE protein via a process regulated by RAC1 activity. It is 

known that extracellular Ca2+ entry and the spatiotemporal organization of [Ca2+]i is 

essential in the reorganization of the cytoskeleton during cell migration. In this regard, 

numerous studies have shown that SOCE (store-operated calcium entry) is essential for 

cell migration. Thus, the main objective of this PhD Thesis is to study the role of the 

ORAI1 protein in the leading edge. The human osteosarcoma cell line U2OS, a cell line 

with high tumorigenic activity, has been used to develop this research. This cell line was 

modified by genome editing with CRISPR/Cas9 to suppress ORAI1 expression, and our 

results show that cells deficient in ORAI1 (ORAI1-KO) exhibit a significant reduction in 

membrane ruffling, leading to a loss of directional persistence and slowing of cell 

migration. Furthermore, the absence of ORAI1 decreases the invasive potential of U2OS 

cells in zebrafish (Danio rerio) casper mutant, suggesting that ORAI1 is directly involved 

in both tumor migration and metastatic processes. In this work we have observed that 

ORAI1 interacts with CTTN, ARP2/3 and CYFIP1, through an EGF-dependent activation 

of RAC1. CTTN, ARP2/3 and CYFIP1 are actin nucleation-promoting agents for the 

generation of lamellipodia at the leading edge, suggesting a role for ORAI1 in this 

subcellular location. Furthermore, by analyzing the phosphorylation of ORAI1 residues 

we observed that inhibition of Thr295 and Ser298 phosphorylation induces an increase 

in extracellular Ca2+ entry and an enrichment of ORAI1 in intracellular vesicles, revealing 

a new mechanism of SOCE regulation through phosphorylation/dephosphorylation of 

these residues. Taken together, these results allow us to establish a model in which 

ORAI1 is part of a macromolecular complex together with CTTN, ARP2/3 and CYFIP1 at 

the leading edge, in which RAC1 controls the translocation of ORAI1 to the plasma 

membrane, where it participates in polarized Ca2+ signaling and in the generation of 

membrane ruffling. 
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1. El ion calcio como señalizador intracelular 

 

La concentración de Ca2+ libre intracelular regula numerosos procesos celulares y 

fisiológicos, como exocitosis, contracción de filamentos del citoesqueleto, división 

celular o fecundación (Berridge, 1997; Berridge et al., 2000). Este papel se encuentra 

altamente conservado en organismos procariotas y eucariotas, y su acción está mediada 

por proteínas sensibles a la concentración de Ca2+ que actúan como efectores de este 

segundo mensajero en diferentes rutas de señalización.  

 

En condiciones de reposo, la concentración de calcio libre en el citosol ([Ca2+]i) está 

en torno a 100 nM, mientras que la concentración en el medio extracelular ([Ca2+]ext) es 

1-2 mM, del orden de diez mil veces superior. A partir de este gradiente químico se 

pueden generar incrementos transitorios y localizados en la [Ca2+]i, ya sea por la 

despolarización de membranas o por la estimulación de moléculas de señalización 

extracelular (Bootman et al., 2001). A través de las variaciones en la [Ca2+]i se modula la 

activación de diferentes rutas de señalización celular. Dada su importancia en la 

fisiología celular, esta señalización mediada por Ca2+ requiere un estricto control 

espaciotemporal que es regulado a través de agentes movilizadores de Ca2+ (canales, 

bombas y proteínas tamponadoras) y de los diferentes compartimentos celulares 

(membrana plasmática, retículo (sarco)endoplasmático, mitocondria y aparato de Golgi) 

(Berridge et al., 2003; Clapham, 2007).  

 

Los mecanismos que modulan la homeostasis intracelular de Ca2+ pueden operar 

a través de la extrusión de este catión al medio extracelular o al interior de orgánulos 

subcelulares, tales como el retículo endoplasmático (principal reservorio intracelular de 

Ca2+) y la mitocondria, o bien mediante la unión a proteínas con una alta afinidad al ion 

Ca2+, también conocidas como CBP (Ca2+ binding proteins), como es el caso de la 

calmodulina (Berridge et al., 2000; Carafoli et al., 2001; Yáñez et al., 2012). En el primer 

caso intervienen las bombas, canales y transportadores de la membrana plasmática y 

del retículo endoplasmático. A través de estímulos, estos canales y bombas se activan, 

produciéndose una entrada de Ca2+ al citosol y un incremento de la [Ca2+]i que se 

transmite en forma de ondas para desencadenar una respuesta al estímulo, con la 

consiguiente posterior extrusión de Ca2+ para restaurar la concentración basal citosólica 

(100 nM). Asimismo, la extrusión del Ca2+ puede a su vez participar en señalización 

intercelular a través de receptores CaR (extracellular Ca2+-sensing receptor) (Hofer et al., 

2000).  

 

La coordinación entre los diferentes transportadores regula la señalización de Ca2+ 

temporal y espacialmente, lo cual permite que los picos/ondas de Ca2+ que se generan 

en respuesta a la estimulación tengan una duración y localización determinada en 

relación con la cascada de señalización y el proceso celular en el que participan. De este 
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modo, el rango temporal puede comprender desde microsegundos hasta horas, tal y 

como se representa en la figura 1.  

  

                  
 

Figura 1. Regulación de la señalización dependiente de Ca2+. La concentración de Ca2+ libre citosólico en 

células en reposo es aproximadamente de 100 nM. Esta concentración puede aumentar hasta 10 veces 

(1 M) en respuesta a estímulos que activan la movilización de Ca2+, recuperándose la concentración basal 

cuando finaliza el estímulo. A través de estas variaciones, el Ca2+ participa como segundo mensajero en 

diferentes rutas de señalización que regulan diferentes procesos celulares. El incremento de Ca2+ que 

regula estos procesos requiere un estricto control espaciotemporal. Fuente de la imagen (Berridge, 2012).  

 

 

1.1. Transportadores y bombas que regulan el incremento y la homeostasis de la 

concentración de Ca2+ libre en el citosol 

 

Dada la importancia de una correcta coordinación espaciotemporal en la 

señalización del ion Ca2+, la distribución celular de los canales y transportadores de este 

catión es crucial. En base a su localización, los principales transportadores implicados en 

el incremento de Ca2+ citosólico se clasifican en: 

 

I. Canales localizados en la membrana plasmática que median el influjo de Ca2+ 

intracelular 

 

▪ Canales operados por voltaje (VOCs, voltage-operated calcium channels): son 

canales sensibles al voltaje cuya apertura se regula por la carga eléctrica que 

recorre la membrana plasmática. Se activan en respuesta a la despolarización 

de la membrana plasmática y pueden ser de tres tipos: Cav1 (canales de tipo-

L), Cav2 (N-,P/Q y de tipo R) y Cav2 (canales de tipo T) (Catterall, 1998; 

Catterall & Zheng, 2015). 
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▪ Canales operados por receptores (ROCs, receptor-operated calcium 

channels): se activan por la unión de un agonista al dominio extracelular del 

canal. Los ROCs más conocidos son los activados por la unión a glutamato, 

acetilcolina y ATP, como es el caso de los receptores P2X (Frings, 1997; 

Madden, 2002; Vial et al., 2004). En este grupo destaca la familia de canales 

TRP (transient receptor potential), los cuales participan en proliferación 

celular y en ciclos de contracción y relajación del músculo liso, entre otras 

funciones (Taberner et al., 2015). En concreto, los miembros de la subfamilia 

TRPC (transient receptor potential canonical) participan en la organización de 

los canales de Ca2+ que responden al vaciado de los depósitos intracelulares 

de Ca2+, como es el caso de TRPC1, un canal descrito en la formación de 

complejos junto a la familia de canales ORAI1 (Ambudkar, 2007; Ambudkar 

et al., 2007). Otros miembros de esta subfamilia están regulados por la 

actividad de segundos mensajero lipídicos, como es el caso del canal TRPC6, 

sensible a diacilglicerol (DAG) (Gudermann et al., 2004). 

 

▪ Canales operados por depósitos (SOCs, store-operated calcium channels): 

son canales de Ca2+ activados por el vaciado de depósitos intracelulares, 

principalmente del retículo endoplasmático, en respuesta a diferentes 

estímulos, siendo la activación de la ruta de los fosfoinosítidos una de las más 

conocidas (Putney, 1986). 

 

II. Canales en la membrana del retículo endoplasmático (RE) implicados en la 

liberación de Ca2+ al citosol: 

 

▪ IP3R (Inositol trisphosphate receptor): la apertura de estos canales se regula 

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

 

▪ Receptores de rianodina (RyRs, ryanodine receptors): pueden encontrarse 

tanto en células musculares como no musculares, en cuyo caso se estimula 

la apertura del canal mediante ADP ribosa cíclica (Berridge, 1998). En las 

células musculares desempeñan un papel crucial en los ciclos de contracción-

relajación y se activan en respuesta al vaciado de depósitos intracelulares de 

Ca2+ (Meissner, 1994). 

 

Dado que el ion Ca2+ no puede ser degradado y que los niveles que alcanza la [Ca2+]i 

durante los procesos de señalización celular podrían llegar a ser tóxicos si se sostuviesen 

en el tiempo (Bootman et al., 2001), las células cuentan con diferentes sistemas de 

extrusión de Ca2+ que garantizan la restauración del nivel basal (100 nM) regulando la 

homeostasis intracelular para este catión (figura 2). Estos transportadores son 

principalmente bombas de Ca2+, las cuales transportan Ca2+ del interior celular al medio 
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extracelular o a los reservorios intracelulares mediante el consumo de ATP. Así 

encontramos, por un lado, la Ca2+-ATPasa de membrana plasmática (PMCA, plasma-

membrane Ca2+-ATPase) y la Ca2+-ATPasa del retículo endoplasmático (SERCA, 

sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-ATPase), las cuales extruyen Ca2+ desde el citoplasma 

al medio extracelular y al interior del retículo endoplasmático, respectivamente (Ebashi 

& Lipmann, 1962; Gill et al., 1984; Hasselbach & Makinose, 1961). En la membrana 

plasmática se localiza, además, el intercambiador iónico Na+/Ca2+, que extruye Ca2+ al 

medio extracelular mediante el gradiente de Na+, siendo su función especialmente 

crítica en el tejido nervioso y en el ciclo de contracción y relajación del músculo cardíaco 

(Blaustein & Lederer, 1999; DiPolo & Beaugé, 2006).  

  

Adicionalmente existen otros sistemas que también participan en la homeostasis 

citosólica de Ca2+, como el unitransportador de Ca2+  MCU (mitocondrial Ca2+ uniporter) 

que transporta Ca2+ al interior de la mitocondria (Budd & Nicholls, 1996) y la Ca2+-ATPasa 

de las vías secretoras tipo I (SPCA1, secretory-pathway Ca2+-ATPase) en el aparato de 

Golgi, insensible a tapsigargina y reguladora del tráfico vesicular a través del Golgi 

(Micaroni et al., 2010; Van Baelen et al., 2004). 

 

 

Figura 2. Dinámica de la señalización del Ca2+. La dinámica de la señalización del Ca2+ está regulada por la 

interacción entre las reacciones de activación (ON) y de desactivación (OFF) que controlan el influjo y 

salida de Ca2+ del citosol. Los estímulos externos activan la entrada de Ca2+ al citosol (ON REACTIONS) a 

través de canales en la membrana plasmática y de la membrana de orgánulos que actúan como 

reservorios intracelulares de Ca2+, tales como el retículo endoplasmático o las mitocondrias. Por otro lado, 

mediante la combinación de bombas y transportadores de Ca2+ se recupera la concentración basal de Ca2+ 

(OFF REACTIONS). Cuando las células están en reposo, estas reacciones OFF mantienen baja la 

concentración de Ca2+ pero se ven temporalmente desbordadas cuando estímulos externos activan las 

reacciones ON. De este modo, la activación secuencial de las reacciones ON y OFF da lugar a incrementos 



Introducción 

45 
 

transitorios del nivel de Ca2+, rasgo característico de los sistemas de señalización de Ca2+. PMCA, Ca2+-

ATPasa de la membrana plasmática; SERCA, Ca2+-ATPasa del retículo (sarco)endoplásmico. Fuente de la 

imagen (Berridge, 2012). 

 

1.2. Señalización intracelular mediada por Ca2+ 

La señalización intracelular mediada por Ca2+ puede desencadenarse a partir de la 

unión de ligandos a receptores, pero también como respuesta a estímulos mecánicos y 

segundos mensajeros, como es el caso de la despolarización de la membrana plasmática 

en los canales operados por voltaje o la activación regulada por ácido araquidónico en 

los canales ARC (arachidonic acid-regulated Ca2+) (Catterall, 1998; Shuttleworth, 1996).  

La ruta de los fosfoinositoles constituye una de las vías más comunes y estudiadas 

que estimula la señalización por Ca2+. La unión de ligandos a receptores acoplados a la 

fosfolipasa C (PLC) provoca la activación de ésta, produciéndose la liberación de inositol-

1,4,5-trisfosfato (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG) a partir de la hidrólisis de 

fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2). El DAG queda retenido en la membrana 

plasmática al ser hidrofóbico, pero el IP3 difunde por el citosol e interacciona con su 

receptor (IP3R) localizado en el retículo endoplasmático (RE), lo que provoca la liberación 

de Ca2+ desde el lumen del RE hacia el citosol (Berridge, 2005; Streb et al., 1983). Por 

otro lado, el incremento de la [Ca2+]i en el entorno del RE también activa a IP3R mediante 

un mecanismo conocido como liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR, calcium-

induced calcium release). Como respuesta, se activan IP3R y también otros receptores 

vecinos como RyR, induciendo la salida de Ca2+ al citosol. En respuesta, el incremento 

del Ca2+ libre citosólico modula la activación de varios procesos celulares dependientes 

de Ca2+, pero la depleción de los niveles de Ca2+ en el RE no puede sostenerse en el 

tiempo. Por ello, la depleción del RE activa vías de entrada de Ca2+ extracelular, como 

pueden ser la operada por depósitos extracelulares (SOCE, store-operated calcium 

entry) o la efectuada por los transportadores TRPC, lo que permite el posterior rellenado 

de los depósitos intracelulares a través de la SERCA (Lewis, 2007). La coordinación entre 

los diferentes transportadores y bombas que modulan la señalización por Ca2+ a partir 

de la ruta de inositoles se representa en la figura 3.  
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Figura 3. Vaciado de depósitos de Ca2+ inducido por la activación de los receptores IP3. La unión de un 

agonista activa receptores de la membrana plasmática asociados a proteínas G-triméricas. Como 

consecuencia, la subunidad α de la proteína G se disocia y activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual cataliza la 

hidrólisis de fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP2) liberando diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato 

(IP3). El IP3 difunde por el citosol y activa los receptores localizados en la membrana del RE (IP3R), lo que 

produce el vaciado transitorio de los depósitos de Ca2+ al citosol. En la figura también se representa el 

vaciado de Ca2+ inducido por el incremento de Ca2+ en el entorno próximo a los receptores IP3R y RyR, 

provocando la liberación de Ca2+ del RE al citosol. La restauración del nivel basal de Ca2+ libre citosólico y 

el rellenado de los depósitos intracelulares se lleva a cabo mediante bombas como la SERCA en 

coordinación con mecanismos de entrada de Ca2+ extracelular a través de SOCE (ORAI1-STIM) y TRPC. 

Fuente de la imagen (Stanzione et al., 2022). 

           

 

2. Entrada de Ca2+ operada por el vaciado de depósitos intracelulares 

(SOCE) 

 

Tal y como se ha mencionado previamente, la entrada de Ca2+ operada por 

depósitos (SOCE) es un sistema de influjo de Ca2+ desde el medio extracelular que regula 

la señalización mediada por este catión en el citosol y la restauración de los niveles de 

Ca2+ en el lumen del RE a través de la bomba SERCA. Es un mecanismo ubicuo y está 

presente tanto en células excitables como no excitables (Smyth et al., 2010). Este 

mecanismo está constituido por un sistema de canales localizados en la membrana 

plasmática denominados SOCs, canales operados por depósitos, y fue descrito por 

primera vez por James Putney en 1986 (Putney, 1986). Sin embargo, no fue hasta dos 

décadas después cuando se identificaron las dos principales proteínas que constituyen 

el mecanismo molecular por el cual opera esta vía de entrada de Ca2+: STIM1 (Stromal 

Interaction Molecule 1) y ORAI1 (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005; Soboloff et al., 2006). 

Por un lado, STIM1 actúa regulando SOCE gracias a su capacidad de transmitir la señal 

de vaciado de depósitos en el RE tras detectar una disminución en los niveles de Ca2+ 

intraluminal. Por su parte, ORAI1 es una proteína localizada en la membrana plasmática 
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con cuatro dominios transmembranales que constituye el canal CRAC (ICRAC, corriente de 

Ca2+ activada por liberación de Ca2+), necesario para la activación de SOCE (Soboloff et 

al., 2006; Vig, Peinelt, et al., 2006; Zhang et al., 2006). CRAC constituye una vía primaria 

de entrada de Ca2+ en las células no excitables, por lo que la corriente de Ca2+ que se 

genera es muy selectiva a este catión y no está influida por el potencial de membrana 

plasmática. El papel mediador de ORAI1 en SOCE y la generación de la corriente CRAC 

se descubrió en estudios de pacientes afectados del síndrome de inmunodeficiencia 

severa combinada (SCID), donde se identificó ORAI1 como la subunidad formadora del 

poro del canal CRAC gracias a la mutación R91W, responsable de la ausencia de la 

corriente CRAC (Feske et al., 2006).  

 

2.1. Mecanismo de activación de los canales SOCs 

El mecanismo que conecta los niveles de Ca2+ citosólicos con la entrada de Ca2+ a 

través de la membrana plasmática está mediado por STIM1 (Stromal Interaction 

Molecule 1), una proteína transmembranal localizada principalmente en el RE que actúa 

como sensor de Ca2+ mediante su dominio EF-hand. La familia de proteínas STIM 

comprende dos productos génicos, STIM1 y STIM2 (Soboloff et al., 2012), ambas 

proteínas transmembranales con una región N-terminal que incluye el dominio sensor 

de Ca2+ localizado en el lumen del RE y una región C-terminal localizada en el citosol 

(Liou et al., 2005; Roos et al., 2005). 

Tras la depleción del RE, el Ca2+ intraluminal se disocia del dominio EF-hand, lo que 

induce un cambio conformacional de STIM1, de un estado plegado (en reposo) a una 

conformación extendida como respuesta a su activación. Tras activarse, STIM1 

oligomeriza y se transloca a zonas próximas de la membrana plasmática donde forma 

yuxtaposiciones RE-MP (Muik et al., 2008). La interacción directa a través de su dominio 

SOAR (STIM1-ORAI1 activating region) activa a ORAI1 e induce su apertura y la entrada 

de Ca2+ activada por el vaciado de depósitos intracelulares, SOCE (figura 4) (Luik et al., 

2006; Wu et al., 2006).  
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Figura 4. Modelo del proceso de activación de SOCE regulado por STIM1. La región intraluminal de STIM1 

contiene un dominio de manos EF de unión a Ca2+ (en naranja) y un dominio SAM (en amarillo). La región 

citosólica de STIM1 incluye un dominio coiled-coil (CC1) (en azul), una región mínima de activación de 

ORAI1 (SOAR o CAD) y una región rica en residuos básicos (K). En estado de reposo el dominio EF-SAM de 

STIM1 está unido al Ca2+ luminal y permanece en forma de monómero. Por otro lado, su dominio citosólico 

se mantiene plegado e inactivo debido a la interacción entre CC1 y SOAR. Tras el vaciado de los depósitos 

de Ca2+ se produce la disociación de Ca2+ del dominio EF-SAM, lo que provoca la activación de STIM1. 

Como consecuencia, se produce la interacción de varias moléculas de STIM1 a través de los dominios TM 

y EF-SAM y una reorganización de la porción citosólica de STIM1 que propaga la señal hasta la región 

citosólica. La proteína adopta una conformación extendida que expone el dominio SOAR/CAD y la región 

polibásica. Además, STIM1 multimeriza y migra a yuxtaposiciones de RE-MP, donde se activan los canales 

ORAI1. Fuente de la imagen (Lunz et al., 2019). 

 

Además de los canales ORAI, algunos miembros de la familia de canales TRPC 

pueden actuar de manera dependiente de STIM1 activando CRAC. Así, se ha descrito 

que STIM1 activa directamente a los canales TRPC1, TRPC4, TRPC5, que actuarían como 

canales SOC, e indirectamente a TRPC3 y TRPC6 mediante una heteromultimerización 

con TRPC1 y TRPC4, respectivamente (Yuan et al., 2009). Sin embargo, la apertura de los 

canales ORAI y TRPC regulada por STIM1 también es diferente. La activación del canal 

ORAI1 por STIM1 se produce por la interacción directa entre ambas proteínas a través 

de la región de activación STIM1-ORAI1, la ya mencionada región SOAR o CAD (CRAC 

activation domain). En cambio, la unión a TRPC1 tiene lugar a través del extremo C-

terminal de STIM1, que contiene una zona polibásica que induce la activación del canal 

SOC mediante un mecanismo de interacción electrostática con el canal (Park et al., 2009; 

Yuan et al., 2009). 
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3. Canales ORAI  

Las proteínas ORAI pertenecen a los canales CRAC (calcium release-activated 

calcium channels) y constituyen una familia de canales selectivos para la entrada de Ca2+ 

que se encuentran localizados en MP. Esta familia incluye a tres miembros homólogos, 

denominados ORAI1, ORAI2 y ORAI3 (Feske et al., 2006; Vig, Peinelt, et al., 2006). Se ha 

descrito la participación de estos canales de Ca2+ en diferentes procesos fisiológicos y 

celulares, como migración, secreción y expresión génica (Prakriya & Lewis, 2015). 

Aunque las tres proteínas homólogas pueden ser activadas por STIM1 para formar 

canales SOCs (DeHaven et al., 2007; Lis et al., 2007; Zhang et al., 2008), ORAI1 es la mejor 

caracterizada en relación a su papel en la activación de SOCE y en la generación de la 

corriente CRAC (Feske et al., 2006; Feske et al., 2005). 

 

3.1. Estructura molecular y dominios de los canales ORAI1 

El canal funcional ORAI está constituido por hexámeros, según determinaron 

estudios de cristalografía del canal en el modelo Drosophila melanogaster, dOrai. A su 

vez, cada monómero de ORAI contiene cuatro segmentos transmembranales (TM1-

TM4) unidos mediante lazos, uno intracelular y dos extracelulares, y los extremos N-

terminal y C-terminal orientados hacia el citosol (Mignen et al., 2008; Penna et al., 2008). 

Las diferencias estructurales más significativas entre las proteínas homólogas se 

encuentran en el segundo lazo extracelular, mayor en el caso de ORAI3, y en el C-

terminal (Shuttleworth, 2012). Respecto a su función, se ha observado SOCE en las tres 

isoformas cuando se coexpresan con STIM1 (Gross et al., 2007; Gwack et al., 2007; Lis 

et al., 2007). Sin embargo, ORAI1 es la isoforma predominante que media SOCE en la 

mayoría de las células y es la proteína de canal CRAC mejor estudiada, lo que requiere 

un estudio y caracterización más exhaustivo de las proteínas ORAI2 y ORAI3 para 

comprender en profundidad su función y regulación. La principal diferencia entre ellas 

se encuentra en la longitud del lazo de unión entre los dominios transmembranales 3 y 

4 (S3-S4), más largo en el caso de ORAI3 y con la presencia de un sitio de glicosilación en 

el dominio S3-S4 en ORAI1 (Cai, 2007; Gwack et al., 2007). 

ORAI1, también conocido como CRACM1 (calcium release-activated calcium 

modulator 1), es una proteína de 33 kDa, compuesta por 301 aminoácidos, cuyos 

dominios transmembranales (TM) se encuentran conservados en las distintas proteínas 

de la familia ORAI. En el dominio TM1, por ejemplo, se encuentra la región que 

constituye el poro del canal (Lewis, 2007; McNally et al., 2012; Putney, 2009) (figura 5). 

En cambio, los lazos extracelulares e intracelulares están menos conservados, 

exceptuando el segmento que participa en la unión a STIM1 (Hogan & Rao, 2015).  
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Figura 5. Estructura y dominios funcionales de ORAI1. El monómero de ORAI1 está constituido por cuatro 

dominios transmembranales, unidos por dos lazos extracelulares y uno intracelular, con los extremos N-

terminal y C-terminal dirigidos hacia el citosol. Las regiones de color naranja de los extremos N- y C-

terminal corresponden a los sitios de unión de ORAI1 a STIM1. Los residuos marcados en amarillo y rojo 

indican respectivamente la posición de mutaciones que causarían la ganancia de función (como la 

activación de ORAI1 independiente de STIM1) o pérdida de alguna función de ORAI1. Los residuos 

marcados en color negro indican mutaciones que causarían una alteración en la selectividad del canal. 

Además, la región marcada en púrpura indica residuos intracelulares importantes para CDI (Ca2+-

dependent inactivation) (región N-terminal y lazo II).  Los residuos marcados en rojo en los extremos N- y 

C-terminal indican residuos importantes para la unión a STIM1 y la apertura o cierre del canal. En la cara 

extracelular, en el lazo I se indican con puntos negros los residuos con carga positiva, y marcados en azul 

se indican los residuos diana de inhibición redox (C195) y el residuo de glicosilación de ORAI1 (N223) 

(ambos en el lazo III). Fuente de la imagen (Prakriya & Lewis, 2015). 

 

3.1.1. Activación, apertura y cierre del canal ORAI1 dependiente de STIM1: dominios 

intracelulares 

Los dominios intracelulares de ORAI1 desempeñan un papel crucial en la 

activación, apertura y cierre del canal dependiente de STIM1. En el extremo C-terminal 

de ORAI1 se encuentra una región coiled-coil (272-291) a la cual se une STIM1, que es 

crucial para la activación de SOCE, ya que la apertura de los canales SOC dependiente 

de STIM1 resulta inhibida en respuesta a la deleción de esta región (Muik et al., 2008). 

Esta región contiene un grupo de residuos ácidos (E272, E275, E278, D284, D287 y D291) 

que interaccionan electrostáticamente con la región coiled-coil de STIM1, de naturaleza 

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

et al., 2010). Por otro lado, en el extremo N-terminal existe una región de unión al 

dominio CAD (CRAC activation domain, aa342-448) de STIM1 que contiene residuos 

necesarios para la apertura del canal de Ca2+ (K85 y R91). 
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Además de la activación del canal dependiente de STIM1, los canales CRAC poseen 

una región de inactivación dependiente de Ca2+ (CDI) necesaria para volver al estado de 

reposo. Esta región se encuentra en el extremo N-terminal y el lazo intracelular (Mullins 

et al., 2009; Srikanth et al., 2010). De manera más concreta, se ha identificado que un 

péptido (153NVHNL157) del lazo intracelular está implicado en el bloqueo de la corriente 

CRAC generada en el canal ORAI1 (Srikanth et al., 2010). Por otra parte, la CDI está 

mediada por la interacción entre residuos de STIM1 del dominio citosólico (ID, inhibitory 

domain) y residuos del N-terminal de ORAI1 (Derler et al., 2009; Lee et al., 2009; Mullins 

et al., 2009), siendo la calmodulina (CaM) uno de los mediadores de este mecanismo a 

través de su interacción directa con ORAI1 (Litjens et al., 2004). Adicionalmente, Lee y 

cols. describieron la regulación de la inactivación por residuos de glutamato en el C-

terminal de ORAI; sin embargo, esta inactivación es comparativamente más rápida en 

ORAI2 y ORAI3 que en ORAI1, siendo menor su relevancia en esta isoforma de la 

proteína (Lee et al., 2009). 

 

3.1.2. Selectividad del canal por Ca2+: dominios transmembranales TM1, TM3 y lazo 

extracelular 

 

Los residuos con carga negativa presentes en la hélice C-terminal, así como 

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

al ion Ca2+. Los residuos ácidos de glutamato en las posiciones 106 y 190 (TM1 y TM3) y 

de aspartato en las posiciones 110, 112 y 114 (región de unión entre TM1 y TM2) 

confieren al canal la selectividad por Ca2+, de manera que mutaciones en estos residuos 

provocan un aumento en la permeabilidad a Ca2+ (Prakriya et al., 2006; Vig, Peinelt, et 

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

En concreto, la región TM1 es la región que forma el poro y en ella se encuentran 

los residuos que regulan la selectividad del canal (E106) y su activación/inhibición (R91). 

En el canal funcional, formado por un hexámero, cada monómero se dispone alrededor 

de un eje central, en el que el TM1 de cada subunidad forma el anillo interior del poro, 

mientras que los tres TM restantes se disponen en anillos concéntricos alrededor del 

poro conductor de iones. Se ha descrito, por ejemplo, que la mutación R91W en ORAI1 

causa inmunodeficiencia severa por la pérdida del influjo de Ca2+ en células T y su 

incapacidad para ser activados (Feske et al., 2006).    

  

3.2. Mutaciones de ORAI1 relacionadas con ganancia o pérdida de función 

En relación con las regiones de ORAI1 implicadas en la interacción y activación del 

canal CRAC por STIM1, McNally y cols. llevaron a cabo ensayos en células que 

expresaban mutaciones de ORAI1 en sitios de unión a STIM1, lo que permitió evaluar su 

participación en la generación de CRAC dependiente de STIM1. En este sentido, tanto 

las deleciones de ORAI1-Δ73-85 y ORAI1-Δ272-279, como las mutaciones simples en los 
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residuos K85A, K85E, L276D y L273S, inhibieron la activación del canal (figura 6) (McNally 

et al., 2013). 

 

 

Figura 6. Mutaciones de ORAI1 en sitios de unión a STIM1 que inhiben la activación del canal. En la 

gráfica se representan los picos de amplitud de corriente [I (pA/pF)] medidos en pulsos de -100mV. En 

cada condición, ORAI1 se coexpresó con STIM1 (panel A) o con el dominio CAD de STIM1 (panel B) en 

células HEK293, y la ICRAC se activó mediante el vaciado de los depósitos de Ca2+ del RE con tapsigargina 

(Tg) 1 μM durante 2 minutos antes del registro electrofisiológico. Cada barra muestra la media ± SEM de 

5-8 células (panel A) y de 5-6 células (panel B). Fuente de la imagen (McNally et al., 2013). 

 

De tales resultados se derivó que mutaciones en residuos del C-terminal (L273, 

L276) que juegan un papel esencial en el acoplamiento de STIM1 y el acoplamiento y la 

dimerización del C-terminal de ORAI1 dentro del complejo hexamérico del canal inhiben 

la activación de ORAI1; es decir, serían mutaciones de pérdida de función. También se 

han descrito mutaciones que provocan la ganancia de función (GOF, Gain of function), 

como P245L, asociada al desarrollo del síndrome de Stormorken (Bulla et al., 2019) o 

R91W, asociada al desarrollo de inmunodeficiencia combinada severa (SCID) (Thompson 

et al., 2009). También existen mutaciones funcionales en residuos que confieren la 

selectividad de Ca2+ al poro del canal, encontrando por ejemplo el canal 

constitutivamente inactivo al mutar el glutamato 106 a alanina (Yeromin et al., 2006) o 

el canal activo constitutivamente al mutar la valina 102 a cisteína (Dong et al., 2013; 

McNally et al., 2012). En la tabla I se recogen los principales mutantes funcionales para 

ORAI1, así como su localización y su implicación en el desarrollo de patologías.  
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Mutación 

 

 
Región 

 
Efecto sobre ORAI1 

 
Patología  

 
R91W 

 

 
 
 
 

TM1 

 
Constitutivamente abierto 

 
SCID 

 
V102C 

 

 
Constitutivamente abierto 

 

 
E106A 

 

 
Constitutivamente inactivo 

 
D110A, D112A, 

D114A 
 

 
CAR 

 
Acumulación de Ca2+ 

 

 
P245L 

 
TM4 

 

 
Constitutivamente abierto 

 
TAM, síndrome de 

Stormorken 
 

 
LVSHK 261-265 

ANSGA 
 

 
TM4 ext 

 

 
Constitutivamente abierto 

 

 
L273D/S 

 

 
 
 

C-terminal 

 
Abolición/reducción de la 

interacción con STIM1 
 

 

 
L276D/S 

 

 
Abolición/reducción de la 

interacción con STIM1 
 

 

 

Tabla I. Mutantes funcionales de ORAI1. En la tabla se recogen diferentes mutaciones de residuos de 

ORAI1, así como su localización y el efecto funcional de la mutación en la actividad del canal y su unión a 

la proteína reguladora de SOCE, STIM1. 

 

En esta tabla se marcan los mutantes ORAI1-V102C (canal constitutivamente 

abierto) y ORAI1-E106A (canal constitutivamente inactivo) por ser mutantes que se 

utilizarán durante el desarrollo de este trabajo.  

 

3.3. Modificaciones postraduccionales de ORAI1 

Con respecto a las modificaciones postraduccionales (PTMs, post-translational 

modifications) descritas en ORAI1, hasta la fecha las más destacables son la fosforilación 

y la glicosilación.  
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3.3.1. Fosforilación 

La fosforilación es una modificación postraduccional reversible que puede 

desempeñar un papel regulador en multitud de procesos celulares (Cohen, 2000). Esta 

modificación postraduccional es llevada a cabo por quinasas, enzimas que catalizan la 

transferencia de un grupo fosfato desde el ATP a la molécula de interés. Existen tres 

tipos de quinasas: las serina/treonina quinasas, las tirosina quinasas y las de doble 

especificidad en función de los residuos que fosforilen (Lin et al., 2010; Manning, 

Plowman, et al., 2002).  

Respecto a la fosforilación de ORAI1, Kawasaki y cols. describieron mediante 

ensayos de quinasas in vitro que ORAI1 contiene sitios para la fosforilación por parte de 

la proteína quinasa C (PKC) y observaron que ORAI1 es fosforilada por la subunidad PKCß 

en los residuos Ser27 y Ser30 del extremo N-terminal (figura 7), provocando esta 

fosforilación la inhibición de SOCE (Kawasaki et al., 2010). Estudios posteriores 

describieron que la fosforilación sostenida de ORAI1 en las Ser27 y Ser30 provoca una 

supresión constitutiva de la actividad de ORAI1 en el melanoma invasivo (Hooper et al., 

2015).  

 

Figura 7. Arquitectura de los dominios de ORAI1-3 y sus modificaciones postraduccionales. ORAI1 (301 

aminoácidos), ORAI2 (254 aminoácidos) y ORAI3 (295 aminoácidos) presentan 4 dominios 

transmembrana (en verde), dos lazos extracelulares que comunican los dominios TM1-TM2 y TM3-TM4 

(en azul) y un lazo intracelular entre los dominios TM2-TM3, con los extremos N y C citosólicos. ORAI1 

presenta dos sitios de fosforilación en las serinas, S27 y S30, así como una asparagina, N223, susceptible 

de glicosilación. Las cisteínas C126, C143 y C195 de ORAI1 son dianas de H2O2 y de la modulación por ROS 

(Reactive Oxygen Species). No hay descritas modificaciones postraduccionales para ORAI2 y ORAI3. 

Fuente de la imagen (Johnson et al., 2022). 

 

Teniendo en cuenta la localización de estos residuos, los autores sugirieron que 

esta fosforilación podría afectar a la interacción con STIM1 y la regulación de la apertura 

del canal. Sin embargo, puesto que se conoce que la deleción de los aminoácidos 1-72 

no afecta ni atenúa la actividad de ORAI1 en la generación de corrientes CRAC (McNally 

et al., 2013), lo más probable es que los residuos Ser27 y Ser30 sólo desempeñen una 
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función principalmente reguladora a través de su fosforilación pero no completamente 

determinante en la activación del canal. Por otra parte, también se han descrito sitios 

de fosforilación para la proteína quinasa A (PKA). En concreto, la Ser34 de ORAI1 es un 

sitio de la fosforilación mediada por la PKA, modificación que desencadena la 

inactivación rápida dependiente de Ca2+ (CDI) de los canales ORAI1 y, 

consecuentemente, una menor interacción entre STIM1 y ORAI1, disminuyendo los 

niveles de SOCE (Zhang et al., 2019). 
 

3.3.2. Glicosilación 

 

Otra de las PTMs observadas en ORAI1 ha sido la glicosilación, la cual consiste en 

la unión covalente de un oligosacárido a determinados residuos de una proteína diana 

y que es habitual en el retículo endoplásmico (RE), el aparato de Golgi, el citoplasma o, 

menos frecuentemente, en el núcleo y las mitocondrias de las células eucariotas (Akella 

et al., 2019; Eichler, 2019). A través de esta modificación postraduccional se controla, 

entre otras funciones, la regulación, la estabilidad y la localización subcelular de las 

proteínas (Hart et al., 2007). Las dos principales formas de glicosilación son la 

glicosilación ligada a un átomo de nitrógeno y la glicosilación ligada a un átomo de 

oxígeno (Eichler, 2019). En la glicosilación ligada a N, el oligosacárido se une a la amina 

de los residuos de asparagina; generalmente ocurre en la secuencia consenso Asn-X-

Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoácido excepto prolina. La glicosilación ligada 

a O se produce cuando un oligosacárido se une al grupo hidroxilo de la serina o la 

treonina.  

En lo que respecta a ORAI1, se ha descrito la presencia de un sitio de glicosilación 

ligado a N en la Asn223 (o bien N223) de ORAI1 (figura 7), pero hasta la fecha aún no se 

conoce ninguno para ORAI2 y ORAI3 (Gwack et al., 2007; Niemeyer, 2016). En función 

del tipo celular, puede variar el papel funcional que desempeña esta modificación 

postraduccional en ORAI1. Así, por ejemplo, no se han observado diferencias en la 

función ni en la localización en células HEK293 al mutar el residuo 223 a alanina (Kilch et 

al., 2013). En cambio, sí se han visto cambios en fibroblastos y células T-Jurkat, donde la 

expresión de ORAI1-N223A potenció SOCE, lo que indicaría que la glicosilación atenúa 

la función de la proteína ORAI1 en estos tipos celulares (Gwack et al., 2007; Kappel et 

al., 2019). Aunque las razones de estas diferencias no se han podido explicar en detalle, 

una de las hipótesis que se barajan es la vinculación específica de la glicosilación al tipo 

de célula en función del momento de incorporación del ácido siálico terminal (Dörr et 

al., 2016; Niemeyer, 2016). Además, también se ha observado que la alteración de la 

glicosilación en ORAI1 afecta al envejecimiento, cáncer y las enfermedades inmunitarias 

(Dörr et al., 2016; Kappel et al., 2019). Por ejemplo, un incremento en la enzima β-

galactósido α-2,6-sialiltransferasa 1 (ST6GAL1), la cual glicosila a ORAI1 y reduce SOCE 

debido a la unión de ácidos siálicos α-2,6, se ha vinculado a una mayor invasividad y 

propagación metastásica (Kappel et al., 2019). La desulfatación de ORAI1 conduce a un 
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incremento de la entrada de Ca2+ mediada por ORAI1 y a la desregulación de Siglec-8, 

lectinas de tipo inmunoglobulina de unión a ácido siálico que participan en el desarrollo 

de patologías asociadas a mastocitos y eosinófilos (Dörr et al., 2016; Kappel et al., 2019). 

En lo que respecta a la O-glicosilación, hasta la fecha no se ha descrito ninguna en ORAI1. 

 

3.3.3. Modulación redox mediante la oxidación de cisteínas 

 

En concentraciones bajas, las especies reactivas de oxígeno (ROS) derivadas del 

metabolismo de oxígeno molecular pueden actuar como segundos mensajeros en 

procesos fisiológicos y celulares a través de modificaciones postraduccionales. Debido a 

la alta reactividad de los residuos de cisteína en las proteínas, éstos pueden ser diana de 

las ROS. ORAI1 contiene tres cisteínas (C126, C143 y C195) que son susceptibles de ser 

moduladas por ROS al ser dianas de H2O2 (Bogeski & Niemeyer, 2014; Niemeyer, 2017). 

Por su parte, ORAI2 contiene tres cisteínas en sitios homólogos, mientras que ORAI3 no 

contiene el tercer sitio homólogo en C195, sino dos cisteínas adicionales entre los 

segmentos T3 y T4 (Nunes & Demaurex, 2014). En ORAI1, la oxidación de la C195 por 

H2O2 provoca la inhibición de SOCE en células de músculo liso vascular, células HEK293 

y células T Jurkat, mientras que en células T CD4+ también se observó la inhibición de 

SOCE en respuesta a la modulación redox en el sitio homólogo C195 de ORAI2 (Ben-

Kasus Nissim et al., 2017; Bogeski et al., 2010). 

 

4. Migración 

La migración celular desempeña un papel central en una amplia variedad de 

fenómenos biológicos. En la embriogénesis, la migración celular participa en todos los 

procesos morfogenéticos que van desde la gastrulación hasta el desarrollo del sistema 

nervioso (Reig et al., 2014). Ya en el organismo adulto la migración sigue jugando un 

papel esencial, tanto en procesos fisiológicos normales como en el desarrollo de diversas 

patologías, como el cáncer o las enfermedades cardiovasculares (Friedl & Wolf, 2003; 

Friedl et al., 1998). En la metástasis, las células tumorales migran de la masa tumoral 

inicial al torrente sanguíneo para establecerse en otras áreas. En los últimos años, 

gracias al auge de la ingeniería tisular, se ha potenciado su estudio en aplicaciones 

tecnológicas debido al papel que desempeña en el andamiaje de biomateriales.  

 

4.1. La mecánica celular y molecular de la migración 

Para entender la mecánica del proceso migratorio es necesario conocer cómo se 

integran los agentes moleculares que operan conjuntamente promoviendo la migración. 

La migración celular es un proceso fisicoquímico que está coordinado tanto espacial 

como temporalmente en la célula. El movimiento celular se produce a través de seis 

etapas interdependientes que pueden solapar en el tiempo, distinguiéndose una 
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primera etapa donde la célula se polariza, seguida de otra donde se generan 

protrusiones de membrana principalmente en el frente de avance polarizado y un ciclo 

posterior de migración. 

 

I. Polarización de la célula 

 

Las células se polarizan en respuesta a agentes promotores de la migración. 

Como consecuencia, se va a establecer un frente de migración o de avance que en 

adelante marcará la dirección del movimiento celular y un extremo posterior, 

también denominado eje de retracción (Lauffenburger & Horwitz, 1996).  

Además de la distribución celular asimétrica, también tiene lugar una 

polarización a nivel molecular a través de la generación de gradientes de pequeñas 

moléculas entre el frente de migración y el polo posterior de la célula. Un ejemplo 

es el tráfico vesicular direccionado desde el aparato de Golgi hacia el frente de 

avance y reorganización del citoesqueleto. Es decir, la polarización celular está 

modulada por una serie de señales bioquímicas y biofísicas que se presentan espacial 

y temporalmente, las cuales pueden ser tanto intracelulares como extracelulares 

(Friedl et al., 1998; Lauffenburger & Horwitz, 1996). Entre las vías de señalización 

que participan en la polarización celular se encuentran GTPasas de la familia RHO, 

PI3Ks, PTEN (phosphatidylinositol 3, 4, 5-trisphosphate 3-phosphatase), integrinas, 

microtúbulos y transporte de vesículas.   

 

II. Protrusiones de membrana y ruffling de membrana 

 

En respuesta a la acción de los diferentes agentes que promueven la migración 

se desencadenan varias rutas de señalización, como la activación de las proteínas G 

acopladas a receptores tirosina quinasa, la estimulación de GEFs (factor 

intercambiador de guanina) mediada por CDC42 y la activación de RAC1, a través de 

las cuales se regula la reorganización del citoesqueleto cortical de actina (Hall, 1998; 

Ridley, 2001). Como consecuencia, se generan una serie de prolongaciones 

transitorias de la membrana celular que se desarrollan principalmente en la zona de 

avance o eje anterior de la célula polarizada, también denominado frente de 

migración. El proceso de emisión de las estructuras mencionadas se conoce como 

ruffling (u ondulaciones) de membrana y son principalmente de dos tipos, 

lamelipodios y filopodios (Ridley, 2001). Ambos se forman por la polimerización de 

la actina cortical aunque difieren en su organización, siendo los lamelipodios 

proyecciones de la membrana plasmática que pueden extenderse en largos haces 

en un mismo sentido (Small et al., 2002), mientras que los filopodios presentan una 

morfología más cilíndrica y estrellada. La proyección de filopodios y lamelipodios se 

debe a una polimerización de la actina cortical y para su estabilización es necesaria 

la adhesión a la matriz extracelular o a otras células a través de receptores de 
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adhesión ligados al citoesqueleto de actina. Además, existen otras protrusiones que 

también participan en migración, como los invadopodios y las protuberancias 

irregulares, conocidas como blebs (figura 8). 

               

Figura 8. Arquitectura del citoesqueleto de actina. En la imagen se representa una célula con los 

diferentes componentes que forman el citoesqueleto de actina: i) Córtex; ii) Fibras de estrés, las cuales 

son estructuras contráctiles antiparalelas; iii) Lamelipodios, constituidos por la polimerización de fibras 

de actina entrecruzadas; iv) Filopodios, bundles paralelos. Fuente de la imagen (Blanchoin et al., 2014). 

 

III. Ciclo de migración celular  

Una vez se ha polarizado la célula y se han formado las protrusiones, se 

establece un frente de avance que marca la dirección del movimiento. Para definir 

cómo se mueven las células en dirección a diversas señales es fundamental 

comprender los fundamentos de la migración celular, siendo uno de los modelos 

más estandarizados sobre superficies bidimensionales el propuesto por Michael 

Abercrombie. El ciclo de migración tiene lugar a través de cuatro pasos que 

coordinan espacial y temporalmente las fuerzas del citoesqueleto de actina y 

miosina con la adhesión extracelular, posibilitando así la migración de la célula. 

En la figura 9 se muestra esquematizado el ciclo de migración en células 

mesenquimales, observándose en la etapa inicial la extensión de protrusiones de 

membrana, especialmente lamelipodios y filopodios, que determinan la dirección 

del movimiento celular en respuesta a la polarización celular. A continuación, la 

célula genera adhesiones focales que permitan anclar las protrusiones al sustrato, lo 

que da lugar a contactos focales altamente dinámicos que se ensamblan y 

desensamblan a lo largo del proceso de migración. La tracción del citoesqueleto 
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tiene lugar mediante un mecanismo contráctil basado en un sistema de fibras de 

tensión y contracción de actina y miosina. De este modo, las adhesiones se conectan 

a la maquinaria contráctil y el cuerpo de la célula avanza como resultado de la 

combinación de las fuerzas de tracción hacia adelante y las de retracción hacia atrás 

(Giannone et al., 2004; Giannone et al., 2007).  Es decir, mediante ciclos de extensión 

y retracción el lamelipodio actúa como enlace mecánico que conecta las fibras de 

actina que polimerizan en el eje anterior de la célula con las fibras motoras de 

miosina del eje posterior. Por último, los antiguos puntos de adhesión se desprenden 

del sustrato o se disuelven del polo de retracción posterior (Mattila & Lappalainen, 

2008).  

 

                       

Figura 9. Ciclo de migración celular en células mesenquimales. a) La motilidad se inicia por protrusiones 

dependientes de actina en el frente de migración, el cual se compone de lamelipodios y filopodios. Estas 

estructuras protrusivas contienen filamentos de actina con extremos alargados en forma de púa 

orientados hacia la membrana plasmática. b) Durante la extensión celular se forman nuevas adhesiones 

con el sustrato bajo el frente de migración. c) A continuación, el núcleo y el cuerpo celular se desplazan 

hacia delante mediante fuerzas de contracción basadas en la actomiosina, que pueden estar mediadas 

por fibras de tensión de adhesión focal, las cuales median también en la adhesión al sustrato. d) 

Posteriormente, las fibras de retracción tiran de la parte posterior de la célula hacia delante, lo que 

provoca que las adhesiones de la parte posterior de la célula se desprendan y el borde posterior se 

retraiga. Fuente de la imagen (Mattila & Lappalainen, 2008). 
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Los estudios sobre la motilidad celular en sustratos 2D han permitido comprender 

mejor cómo las características de la superficie, en particular la rigidez del sustrato, 

afectan a la migración a través de cambios en la organización del citoesqueleto y las 

fuerzas de tracción aplicadas (Lo et al., 2000). En este sentido, las células que migran 

sobre superficies bidimensionales (2D) planas utilizan la polimerización de actina para 

extender el frente de migración de la membrana plasmática durante la migración basada 

en lamelipodios (Petrie & Yamada, 2012).   

 

4.2. Regulación por Ca2+ de la dinámica del citoesqueleto y la migración celular  

Uno de los objetivos centrales de esta Tesis Doctoral es estudiar el papel de ORAI1 

en el frente de migración. Para que tenga lugar la migración celular se requiere la 

reorganización del citoesqueleto cortical de actina, la cual se genera gracias a la 

polarización transitoria de la célula, siendo esencial la entrada de Ca2+ extracelular. 

La regulación espaciotemporal de Ca2+ está implicada en la regulación de la 

dinámica del citoesqueleto y de las adhesiones focales que controlan la migración 

celular, de manera que una desregulación en la homeostasis del Ca2+ citosólico puede 

conducir al desarrollo de fenotipos malignos debido a un incremento en el proceso de 

migración celular (Chen et al., 2013). Durante la migración celular, la organización 

espacial y temporal de la [Ca2+]i proporciona una vía robusta y rápida a través de la cual 

tiene lugar la activación selectiva de componentes de señalización que tienen un papel 

esencial en la reorganización del citoesqueleto, las fuerzas de tracción y la dinámica de 

las adhesiones focales que regulan la migración celular. En este sentido, SOCE, 

controlada de forma conjunta por ORAI1 y STIM1, constituye en células no excitables 

una de las vías principales de entrada de Ca2+ que participa en la regulación de la [Ca2+]i. 

De esta forma, se ha descrito que el influjo de Ca2+ a través de SOCE regula la migración 

de células tumorales (Casas-Rua et al., 2015; Chen et al., 2011; Yang et al., 2009) y no 

tumorales (Bisaillon et al., 2010; Che et al., 2015; Schaff et al., 2010). En la última década 

ha emergido el estudio de STIM1 y ORAI1 como potenciales dianas terapéuticas en 

tratamiento anti-tumoral, al haberse relacionado una desregulación en los niveles de 

expresión y funcionalidad de ambas proteínas con una mayor actividad tumorigénica 

(Fiorio Pla et al., 2016; Vashisht et al., 2015). 

En lo que respecta a la activación y localización polarizada de STIM1 en el frente 

de migración, en 2014 se describió que el gradiente creciente de diacilglicerol en el 

frente de migración promovía la migración en células endoteliales (Tsai et al., 2014). Por 

otra parte, se conoce que la señalización iniciada por EGF activa la ruta de la quinasa 

ERK1/2, que fosforila STIM1 en los residuos de serina 575, 608 y 621 (Pozo-Guisado et 

al., 2010), y que dicha fosforilación potenciada por EGF estimula la migración celular 

direccional en células humanas de adenocarcinoma endotelial (Casas-Rua et al., 2015). 

Por otra parte, en 2017 se observó que el pool de STIM1 fosforilado colocaliza con ORAI1 
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en el frente de migración (Lopez-Guerrero, Tomas-Martin, et al., 2017). En dicho trabajo 

también fue descrita la colocalización de ORAI1 con CTTN en células U2OS, HeLa y 

mioblastos de ratón C2C12. 

En este sentido es preciso citar que tanto ORAI1 como STIM1 contribuyen a la 

tumorigénesis y procesos metastáticos promoviendo la migración celular, no sólo a 

través de su función canónica activando la entrada de Ca2+ por SOCE, como se ha visto 

en células de adenocarcinoma pancreático y de cáncer de mama (Kondratska et al., 

2014; Yang et al., 2009), sino también a partir de mecanismos de señalización 

independientes del vaciado de depósitos de Ca2+. Con respecto a este último aspecto, 

se ha descrito la participación de ORAI1 en la tumorigénesis de células de cáncer de 

mama a través de su interacción con una Ca2+-ATPasa de la vía secretora localizada en 

el aparato de Golgi, SPCA2 (Feng et al., 2010). Así, el complejo ORAI1-SPCA2 induce el 

influjo de Ca2+ constitutivo e independiente de vaciado de depósitos promoviendo 

tumorigénesis. 

 

5. Agentes moduladores en la reorganización del citoesqueleto de 

actina: RAC1, ARP2/3, el complejo regulador de WAVE y cortactina 

 

5.1. RAC1 y las RHO GTPasas como reguladores centrales de la reorganización del 

citoesqueleto y protrusiones de membrana  

 

Los miembros de la familia de las RHO GTPasas, a la cual pertenece RAC1, operan 

como reguladores centrales en las cascadas de señalización mediadas por estímulos 

extracelulares que regulan la organización de actina, así como la progresión del ciclo 

celular y la expresión génica (Etienne-Manneville & Hall, 2002). Las RHO GTPasas 

pertenecen a la superfamilia de las RAS GTPasas, de donde toman su nombre debido a 

su alta homología con las proteínas de la familia RAS (Ras Homology, RHO). La 

superfamilia de las RAS GTPasas, también conocida generalmente como superfamilia de 

las proteínas G pequeñas, comprende a un grupo de proteínas de unión a GTP de unos 

20-30 kDa de tamaño que regulan un amplio espectro de funciones celulares. Toman el 

nombre de los proto-oncogenes RAS, los primeros miembros del grupo de proteínas 

relacionadas con carcinogénesis que fueron descubiertas a inicios de la década de 1980 

(Der et al., 1982; Parada et al., 1982; Santos et al., 1982). Existe una alta frecuencia de 

mutaciones en los genes RAS asociada a un amplio espectro de carcinomas, lo que la 

convierte en la principal familia de oncogenes mutados en cáncer (19%) (Prior et al., 

2020). Esta superfamilia comprende 153 miembros que se distribuyen en cinco familias 

altamente conservadas en los organismos eucariotas, como puede observarse en la 

figura 10: RAS (Ras sarcome), RHO (Ras homology), RAB (Ras-like proteins in brain), ARF 

(ADP-ribosylation factor) y RAN (Ras-like nuclear). Todas ellas son proteínas clave en la 
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regulación de diferentes procesos celulares, tales como la diferenciación, la 

proliferación, el transporte de vesículas y orgánulos, la dinámica nuclear y la regulación 

del citoesqueleto (Etienne-Manneville & Hall, 2002; Memon, 2004; Takai et al., 2001; 

Weis, 2003; Zerial & McBride, 2001).  

 

   

Figura 10. La superfamilia RAS de pequeñas GTPasas. Los 153 miembros de la superfamilia RAS se han 

clasificado en cinco familias en función de la identificación de secuencias y funciones celulares 

(Wennerberg et al. 2005; Wittinghofer y Vetter 2011). En el esquema de la figura se muestran algunos de 

los miembros más representativos de cada familia y sus principales funciones celulares. Fuente de la 

imagen (Hodge et al., 2020).  

 

Tal y como se indica en la figura 10, las RHO GTPasas regulan la polaridad y la 

motilidad celular a través de sus efectos sobre el citoesqueleto, el tráfico de membranas 

y la adhesión celular (Daub et al., 2001; Etienne-Manneville & Hall, 2001, 2002; Van Aelst 

& D'Souza-Schorey, 1997). Hasta la fecha se han identificado veinte miembros, siendo 

RAC1, CDC42 y RHOA las proteínas mejor estudiadas y caracterizadas. Dado que estas 

RHO GTPasas actúan como reguladores centrales en la organización de actina y la 

formación de protrusiones en el frente de migración de las células, aspecto troncal en 

esta tesis, procederemos a explicar la regulación y actividad de estas proteínas, con 

especial atención a RAC1.  

 

5.1.1. Regulación de las RHO GTPasas y transducción de señales  

 

Las RHO GTPasas funcionan como proteínas G monoméricas y modulan la 

señalización en diversos procesos celulares a través de su multiespecifidad estructural 

(Biou & Cherfils, 2004), su relocalización subcelular en respuesta a modificaciones 
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postraduccionales y mediante su unión a proteínas efectoras. Las rutas de señales que 

activan a las proteínas RHO son muy diversas e incluyen receptores de factores de 

crecimiento, receptores acoplados a proteínas G e integrinas (Hall, 1998; Hawkins et al., 

1995; Price et al., 1998).  

Estas GTPasas funcionan como interruptores moleculares binarios, alternando 

entre un estado inactivo unido a GDP y un estado activo unido a GTP, gracias a un 

dominio GTPasa (Bourne et al., 1990; Vetter & Wittinghofer, 2001). Este dominio 

GTPasa, también conocido simplemente como dominio G, lleva a cabo la función básica 

de unión e hidrólisis de nucleótidos de guanina di/trifosfato (GDP y GTP) y se encuentra 

altamente conservado en todas las GTPasas de la superfamilia RAS.  

 

 

Figura 11. El ciclo de las Rho GTPasas. Los factores de intercambio de nucleótidos de guanina (GEFs) 

promueven la carga de GTP para activar las GTPasas pequeñas, mientras que las proteínas activadoras de 

GTPasas (GAPs) estimulan la hidrólisis intrínseca de GTP en GDP para inactivar las GTPasas pequeñas. Los 

inhibidores de la disociación de nucleótidos de guanina (GDIs) secuestran las GTPasas preniladas unidas a 

GDP y pueden secuestrarlas entre la membrana plasmática y los compartimentos subcelulares. Fuente de 

la imagen (Pisanti et al., 2022).  

 

En la figura 11 se muestra el ciclo de las GTPasas pequeñas, el cual alterna entre 

dos estados básicos: un estado inactivo (RHO-GDP), y un estado activo (RHO-GTP), como 

aparece representado. La actividad catalítica intrínseca de la hidrólisis de GTP es muy 

lenta, por lo que existen diferentes reguladores que controlan el estado de unión a GTP 

de las GTPasas pequeñas. Por un lado, los factores de intercambio de nucleótidos de 

guanina (GEFs) promueven el intercambio de GDP por GTP, lo que activa a la GTPasa 

(RHO-GTP). Por su parte, las proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) estimulan la 

hidrólisis de GTP convirtiendo a la proteína del estado activo (RHO-GTP) al inactivo 
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(RHO-GDP). Tanto los factores de intercambio de nucleótidos de guanina (GEFs) como 

las proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) son proteínas multidominio que integran 

diversas señales en el control espaciotemporal preciso de la activación de las GTPasas 

pequeñas (Bos et al., 2007). En la familia de las RHO GTPasas existe además un tercer 

tipo de proteína reguladora clásica en la unión de nucleótidos, los inhibidores de la 

disociación de nucleótidos de guanina (GDIs), los cuales enmascaran los grupos 

isoprenilo y retienen a las proteínas inactivas en el citosol (DerMardirossian & Bokoch, 

2005; Olofsson, 1999).            

          El dominio G, además de catalizar la hidrólisis de GDP y GTP, está implicado en la 

interacción con reguladores del ciclo GDP-GTP y de unión a membrana, así como de la 

interacción con efectores implicados en esta señalización. 

 

5.1.2. RAC1 y las protrusiones de membrana  

Los tres miembros principales de la familia RHO son RAC1, RHOA y CDC42, y cada 

uno de ellos regula por vías de señalización distintas la adhesión, el ensamblaje y la 

organización de actina. De este modo, las actividades conjuntas promovidas por RHOA, 

RAC1 y CDC42 regulan la morfología, adhesión y motilidad celular.  

RAC1 puede ser activado por diferentes agonistas, como el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF, platelet derived growth factor) o la insulina, y promueve 

la polimerización de filamentos de actina en la periferia celular para producir 

lamelipodios y ruffles de membrana (Ridley et al., 1992). La activación de CDC42, por su 

parte, induce la formación de prolongaciones de membrana ricas en actina con forma 

de dedo, los filopodios (Kozma et al., 1995). RHOA participa en la formación de los 

filamentos contráctiles de actina-miosina (fibras de tensión o estrés) y regula su anclaje 

a la membrana plasmática mediante la formación de las adhesiones focales en respuesta 

a la unión de ligandos extracelulares, como factores de crecimiento (Ridley & Hall, 1992). 

Además, es conocido que RAC1 y CDC42 también estimulan el ensamblaje de complejos 

focales multimoleculares en la membrana plasmática (Nobes & Hall, 1995). Estos 

complejos, asociados a lamelipodios y filopodios, contienen vinculina, paxilina y 

quinasas de adhesión focal y se forman independientemente de las adhesiones focales 

inducidas por RHO. En la figura 12 pueden verse las diferentes regiones de la célula 

donde participan RAC1, CDC42 y RHO orquestando la formación de estructuras y 

protrusiones para que tenga lugar la migración celular.  
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Figura 12. Rho GTPasas y generación de protrusiones durante la migración celular. Las proteínas de la 

familia Rho actúan en diferentes zonas de la célula (tal como indican las flechas) integrando una red 

molecular que participa en la formación de estructuras dinámicas necesarias para la migración. La 

proteína Rho participa en la formación de fibras de tensión (stress fibers) a partir del empaquetamiento y 

reorganización de los filamentos de actina y miosina, así como en la formación de adhesiones focales. 

Rac1 promueve la polimerización de actina, generando lamelipodios y estableciendo ruffles de membrana 

en el frente de avance, y Cdc42 induce la formación de filopodios a partir de actina (Kozma et al., 1995; 

Nobes & Hall, 1995; Ridley & Hall, 1992; Ridley et al., 1992). Fuente de la imagen [Mechanobiology 

Institute: What is the role of Rho GTPases in the regulation of focal adhesion assembly? | MBInfo 

(mechanobio.info)]. 

 

5.1.2.1. RAC1, agente promotor de la nucleación de actina para la formación de 

lamelipodios y ruffling de membrana  

Tanto RAC1, CDC42 y RHO actúan promoviendo la activación de la nucleación de 

actina y el desarrollo de protrusiones de membrana, así como complejos focales para su 

adhesión. Esto las convierte en agentes moduladores de la migración y la polaridad 

celular. Como se representa en la figura 13, la activación de RAC1, CDC42 y RHO puede 

estar mediada por la estimulación de receptores acoplados a proteínas G (GPCR, G 

protein-coupled receptors), receptores de factores de crecimiento (Hall, 1998) e 

integrinas (Price et al., 1998) y requiere factores de intercambio GDP-GTP que regulen 

su actividad (Van Aelst & D'Souza-Schorey, 1997). A través de las múltiples vías de 

transducción de señales en las que participan, estas RHO GTPasas actúan sobre más de 

100 dianas diferentes y se activan tanto en respuesta a agentes solubles, factores de 

crecimiento (Hawkins et al., 1995; Nobes & Hall, 1995; Ridley & Hall, 1992; Ridley et al., 

https://www.mechanobio.info/what-is-mechanosignaling/what-is-the-extracellular-matrix-and-the-basal-lamina/what-are-focal-adhesions/what-is-the-role-of-rho-gtpases-in-the-regulation-of-focal-adhesion-assembly/
https://www.mechanobio.info/what-is-mechanosignaling/what-is-the-extracellular-matrix-and-the-basal-lamina/what-are-focal-adhesions/what-is-the-role-of-rho-gtpases-in-the-regulation-of-focal-adhesion-assembly/
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1992) o en respuesta a proteínas de la matriz extracelular (ECM) (Barry et al., 1997; Clark 

et al., 1998; Price et al., 1998; Ren et al., 1999). 

En la figura 13 se representa de forma esquemática cómo la activación de RHO, 

RAC1 y CDC42 modula diferentes vías de señalización que regulan la motilidad celular. 

Por una parte, RHO modula la formación de adhesiones focales y fibras de estrés en 

combinación con las proteínas efectoras Rock (Rho-associated coiled-coil kinase1/2) y 

mDia (Watanabe et al., 1999). Por otra parte, la activación de RAC1 induce el ruffling de 

membrana y la formación de lamelipodios al estimular la polimerización de actina a 

través de la activación del complejo ARP2/3 y la proteína WAVE (Miki et al., 1998), 

mientras que CDC42 lo hace a través de N-WASP para dar lugar a filopodios (Symons et 

al., 1996).  
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Figura 13. Regulación de la reorganización de la actina y la contractilidad de la actomiosina por Rho, Rac 

y Cdc42. Rho media el ensamblaje de anillos contráctiles de actomiosina y la regulación de filamentos 

intermedios a través de dos efectores principales, mDia y Rock (quinasa asociada a Rho). Por su parte, Rac 

y Cdc42 activan el complejo Arp2/3 a través de las proteínas WAVE y WASP, promoviendo así la 

polimerización de actina y el posterior desarrollo de lamelipodios y filopodios, respectivamente. Fuente 

de la imagen [MechanoBiology Institute: What are Rho GTPases? | MBInfo (mechanobio.info)]. 

 

Una de las vías que activa a CDC42 y RAC1 tiene lugar a través de PAK, en 

coordinación con las vías de señalización de las tirosinas quinasas. En el caso de los 

receptores tirosina quinasa como EGFR o PDGFR, la unión del ligando provoca la 

activación de CDC42 y RAC1 y la subsiguiente cascada de señalización corriente abajo 

que conduce a la activación del complejo ARP2/3 y el reordenamiento cortical de actina. 

Por otra parte, estas GTPasas regulan la adhesión célula-célula y a la matriz celular 

(Schoenwaelder & Burridge, 1999) a través de la señalización promovida por las 

integrinas mediante el reclutamiento de GEFs y GAPs en los complejos de adhesión, así 

como de proteínas de andamiaje y señalización como la paxilina (Brown & Turner, 2004)  

y la proteína tirosina quinasa de adhesión focal, FAK (Parsons, 2003). De este modo, tras 

la unión del ligando, la señalización mediada por integrinas recluta GEFs para activar a 

RAC1 y/o CDC42, promoviendo la formación de lamelipodios y filopodios 

respectivamente (Brugnera et al., 2002; Côté & Vuori, 2002). Tras esto, se activa RAC1 y 

tiene lugar la interacción con efectores posteriores que conducen a la adhesión y 

expansión celular inicial a través de la vía de señalización SRC-FAK  (Sharma & Mayer, 

2008). La formación, maduración y desensamblaje de la adhesión es un continuo 

proceso impulsado por el equilibrio entre la polimerización de actina y la contracción de 

actomiosina. 

 

5.2. Complejo ARP2/3, agente promotor de la nucleación de actina 

 
En el citoesqueleto, los filamentos de actina funcionan como generadores de 

fuerza, andamios estructurales y vías para las proteínas motoras. La polimerización y el 

desensamblaje de la actina es, por tanto, un proceso dinámico y esencial durante la 

reorganización del citoesqueleto para que tenga lugar el movimiento de las células. Este 

proceso depende de la transición regulada de la actina celular entre su estado 

monomérico (actina-G) y su estado filamentoso (actina-F), así la actina filamentosa es el 

resultado del ensamblaje de monómeros de actina globular. El primer paso en la 

polimerización de la actina es la nucleación, proceso en el que se forma un núcleo de 

actina con al menos tres monómeros. Una vez nucleada, la elongación del filamento de 

actina proporciona la fuerza motriz de los movimientos celulares. La nucleación 

espontánea de nuevos filamentos de actina es un proceso lento e ineficaz, por lo que se 

requiere una maquinaria molecular encargada de promover la nucleación de actina. 

Diversas moléculas de señalización, como tirosina quinasas y GTPasas de la familia RHO 

como RAC1 y CDC42, actúan en la activación de agentes promotores de la nucleación de 

https://www.mechanobio.info/what-is-mechanosignaling/what-are-small-gtpases/what-are-rho-gtpases/
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actina. Se han descrito tres clases principales de proteínas que promueven el ensamblaje 

de actina: el complejo ARP2/3 (Welch, DePace, et al., 1997; Welch, Iwamatsu, et al., 

1997; Welch et al., 1998), forminas (Pruyne et al., 2002) y proteínas con un motivo de 

repeticiones en tándem de unión a monómeros de actina-G (tandem-monomer-binding 

nucleators), como Spire y CobI (Ahuja et al., 2007; Quinlan et al., 2005; Quinlan & Kerkhoff, 

2008). En la figura 14 se representan los diferentes modos de nucleación de actina según 

el agente promotor de la nucleación, bien a partir de ramificación de filamentos de 

actina preexistentes promovidos por el complejo ARP2/3 y sus factores promotores de 

nucleación, o bien mediante la generación de filamentos en formas no ramificadas por 

forminas y nucleadores con dominios en tándem. 

 

                          

Figura 14. Mecanismos de nucleación de actina. Además de la nucleación espontánea de actina, que es 

un proceso lento que limita la velocidad de ensamblaje de los filamentos de actina, existen tres clases de 

factores nucleadores que promueven el ensamblaje de actina filamentosa. I. El complejo Arp2/3 es 

activado por factores promotores de la nucleación (NPFs) para catalizar la ramificación de un nuevo 

filamento de actina a partir de otro preexistente. II. Las forminas nuclean un filamento y luego 

permanecen asociadas al extremo de elongación a medida que el filamento crece. III. Las proteínas con 

motivos en tándem de unión a monómeros de actina globular (tandem monomer binders) nuclean un 

filamento y pueden permanecer unidas al extremo de crecimiento lento. Fuente de la imagen (Welch & 

Way, 2013). 

 

De ellos, el complejo ARP2/3 es el principal agente que participa en la formación 

de protrusiones basadas en actina que son fundamentales en la motilidad celular, como 

lamelipodios y filopodios. La localización del complejo ARP2/3 en zonas del córtex 

celular de actina en especies de invertebrados, así como en lamelipodios de fibroblastos 

humanos, permitió su identificación como uno de los principales agentes catalizadores 

de la polimerización de actina (Kelleher et al., 1995; Mullins et al., 1997; Welch, DePace, 

et al., 1997). Así, el mecanismo de ensamblaje promovido por la maquinaria del 

complejo ARP2/3 y las proteínas con las que interactúa dan lugar a la ramificación de 

actina a partir de la red de filamentos localizados en el frente de migración. A 

continuación, se detalla la maquinaria molecular que opera conjuntamente en la 

nucleación de actina filamentosa y, consecuentemente, su participación en la migración 
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celular al promover la protrusión de lamelipodios y el establecimiento de ruffles de 

membrana a través de la actividad dirigida por RAC1. 
 

El complejo ARP2/3 está formado por siete proteínas altamente conservadas en 

los organismos eucariotas: dos subunidades con homología con la actina (ARP2 y ARP3) 

de donde toma nombre el complejo y cinco polipéptidos únicos (ARPC1-5, Actin-Related 

Protein Complex 1-5) (Machesky et al., 1994; Robinson et al., 2001; Welch, DePace, et 

al., 1997). Una vez activo, el complejo ARP2/3 se une a filamentos de actina 

preexistentes, catalizando la unión de monómeros de actina al extremo positivo, 

formando un nuevo filamento en un ángulo de 70° y siguiendo un modelo de 

ramificación lateral (Amann & Pollard, 2001; Mullins et al., 1998). Tal y como puede 

observarse en la figura 15, los filamentos de actina son estructuras polares con un 

extremo positivo donde se produce la nucleación de actina y un extremo negativo a 

partir del cual se produce el desensamblaje y la desramificación del filamento con la 

participación de ADF/cofilina (Blanchoin et al., 2000; Carlier et al., 1999).    

 

 

 
 

Figura 15. Nucleación de actina a partir del complejo Arp2/3 y dos factores promotores de la nucleación, 

N-WASP y cortactina. Cortactina y N-WASP, proteína de la familia WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome 

proteins), son activadores del complejo Arp2/3, el cual promueve la nucleación de actina a partir de 

filamentos preexistentes. Estos filamentos presentan un extremo positivo, al cual se unen los monómeros 

de actina globular, y un extremo negativo a partir del cual se produce el desensamblaje. Fuente de la 

imagen (Selbach & Backert, 2005). 

 

Para que se produzca la nucleación de actina promovida por el complejo ARP2/3, 

éste debe activarse por factores promotores de nucleación, NPFs. En su activación 

pueden participar tanto proteínas de la familia WASP (del Síndrome Wiskott-Aldrich) 

como la proteína cortactina, las cuales constituyen los principales activadores conocidos 

hasta la fecha de ARP2/3. Las proteínas WASP son factores canónicos promotores de 

nucleación (clase I), mientras que cortactina pertenece a la clase II de NPFs, 

distinguiéndose ambos tipos según su mecanismo de actuación.  
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Los NPFs de clase I están constituidos por la familia de proteínas WASP, proteínas 

modulares con un dominio VCA (Verprolin-Cofilin homology-Acidic) conservado en su 

extremo C-terminal que se encarga del reclutamiento de la actina monomérica al sitio 

de polimerización e interactúa con el complejo ARP2/3 (Machesky & Insall, 1998). De 

este modo, se forma un trímero constituido por ARP2/3-WASP-actina-G que va a actuar 

como núcleo en la ramificación de actina. Las proteínas WASP están constituidas por 

cinco grupos: WASP, el miembro fundador que está codificado por el gen mutado en el 

síndrome de Wiskott-Aldrich (Derry et al., 1994) y sólo se expresa en las células 

hematopoyéticas; por su parte, su homólogo neuronal N-WASP se expresa de forma 

ubicua (Miki et al., 1996); tres isoformas de WAVE (Miki et al., 1996; Suetsugu et al., 

1999) , proteínas homólogas de la verprolina de la familia WASP (WASP-family verprolin 

homolog), también conocidas como SCAR o supresor del receptor de AMPc; WASH 

(WASP/Scar homolog) (Linardopoulou et al., 2007) y un último grupo constituido por 

WHAMM (WASP homolog associated with actin, membranes and microtubules) 

(Campellone et al., 2008) y JMY (junction-mediating regulatory protein) (Zuchero et al., 

2009).  

Por su parte, cortactina puede activar de manera débil a ARP2/3 mediante su 

unión a un dominio acídico en su extremo N-terminal, o bien indirectamente 

promoviendo la unión de N-WASP a ARP2/3 (Weaver et al., 2002). De manera 

simultánea, cortactina se une a la actina-F a partir de un dominio ABR (Actin-Binding 

Region), lo cual pone de relieve su importancia no sólo en la activación de la 

polimerización de actina, sino también en la estabilización de la ramificación de actina 

inducida por el complejo ARP2/3 (Carlier et al., 1999; Weaver et al., 2001). 

 

5.3. El complejo regulador de WAVE (WRC) como agente promotor de la nucleación 

de actina 

Miembros de la familia WASP, las proteínas WAVE, también denominadas 

proteínas SCAR (Suppressor of cAMP receptor), carecen de un dominio de unión de 

proteínas-G y se encuentran bajo la regulación de la actividad de RAC1, actuando a partir 

de la formación de complejos proteicos que contienen efectores intermediarios en la 

activación de la nucleación de actina junto a ARP2/3. La participación de WAVE en el 

ensamblaje de actina está muy acotado a las protrusiones de membrana en el frente de 

migración, donde induce la formación de lamelipodios y el ruffling de membrana (Kunda 

et al., 2003; Takenawa & Miki, 2001). Las proteínas WAVE forman parte de un complejo 

heteropentamérico denominado complejo regulador de WAVE, WRC (WAVE Regulator 

Complex), constituido por las proteínas WAVE, CYFIP1, NCKAP1 (o Nap1), ABI1 (o una de 

sus proteínas parálogas ABI2 o NESH) y HSPC300 o BRK1. En este sentido, la proteína 

CYFIP1 (Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1), también conocida como SRA1 (Specific 

RAC1-activated protein) (Takenawa & Suetsugu, 2007) participa en la regulación de la 

dinámica del citoesqueleto de actina en el frente de migración al mediar la activación 
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de WRC a través de su unión a RAC1-GTP (Z. Chen et al., 2010; Eden et al., 2002; 

Kobayashi et al., 1998). 

El complejo regulador de WAVE se localiza en áreas de polimerización de actina 

del frente de migración, donde participa promoviendo la ramificación de actina junto a 

ARP2/3 a través de la activación de RAC1, en combinación con la transducción mediada 

por fosfoinosítidos, proteínas efectoras con dominio SH3 y quinasas (Z. Chen et al., 2010; 

Eden et al., 2002; Takenawa & Suetsugu, 2007). Asimismo, también se ha descrito que 

la fosforilación en residuos de tirosina y serina de WAVE1-3, promovida por ABI1 en 

WAVE2-3 (Leng et al., 2005; Sossey-Alaoui et al., 2007; Stuart et al., 2006) o dependiente 

de Src en WAVE1 (Ardern et al., 2006), es necesaria para la activación del complejo 

regulador de WAVE y la regulación de la nucleación de actina con ARP2/3, lo que sugiere 

un papel sinérgico de la actividad de RAC1 y la fosforilación en la reorganización del 

citoesqueleto y el ruffling de membrana.  

En este sentido, se ha descrito la pérdida del ruffling de membrana periférico y 

una menor motilidad en células deficientes en WAVE1 y WAVE2, así como una menor 

migración a través de la matriz extracelular (Suetsugu et al., 2003; Yamazaki et al., 2003; 

Yan et al., 2003), lo que confirmó el papel de WAVE en la reorganización controlada por 

RAC1 del citoesqueleto de actina cortical necesaria en la motilidad y migración celular. 

 

5.4. Cortactina y la reorganización del citoesqueleto  

Cortactina (CTTN) es un conocido marcador del citoesqueleto de actina en el 

frente de migración que se identificó inicialmente como una proteína fosforilada en 

residuos de tirosina en embriones de pollo infectados con v-Src (Kanner et al., 1990). 

Estudios posteriores describieron que, además de ser un sustrato de la tirosina quinasa 

Src, CTTN colocalizaba con actina-F en protuberancias celulares, podosomas y córtex 

celular (Wu & Parsons, 1993; Wu et al., 1991). Desde entonces, diversos estudios se han 

centrado en descifrar las vías y mecanismos a través de los cuales CTTN participa como 

proteína de andamiaje en la señalización y reorganización del citoesqueleto de actina. A 

su vez, está implicada en el control de endocitosis, organización y guía del axón, 

adhesión celular, migración e invasión (Knöll & Drescher, 2004; Lynch et al., 2003; 

Schuuring et al., 1993; Tilghman & Hoover, 2002).  

 

5.4.1. Estructura molecular y dominios de CTTN  

CTTN es un integrador de la señalización que regula la organización del 

citoesqueleto de actina, lo que concuerda con su estructura y los socios de unión 

identificados. CTTN es una proteína multidominio y su estructura molecular se basa en: 

(1) un dominio rico en aminoácidos ácidos en el extremo N-terminal (NTA, N-terminal 

acidic), (2) una secuencia que se repite en tándem seis veces y media, que constituye la 
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región de unión a la actina filamentosa, (3) seguida de una α-hélice, (4) una región rica 

en prolinas, y (5) un dominio SH3 (Src homology domain) en su extremo C-terminal que 

interactúa con múltiples efectores del citoesqueleto de actina que contienen secuencias 

ricas en prolina de interacción con el dominio SH3 (figura 16). 

 

Figura 16. Estructura molecular de cortactina. En este esquema se muestran los diferentes dominios de 

cortactina. En el extremo N-terminal están los dominios NTA y de “repeticiones de cortactina” que se 

unen a actina-F, participando ambos en la estabilización de las ramificaciones de actina-F mediadas por 

Arp2/3. Seguidamente aparece un dominio α-hélice y otro rico en prolinas que contiene residuos de serina 

y tirosina dianas de la fosforilación por las quinasas ERK1/2, PAK, y c-Src. Por último, el extremo C-terminal 

contiene el dominio de unión a moléculas de señalización, denominado dominio SH3, el cual interactúa 

con gran diversidad de proteínas, como N-WASP, dinamina, ZO-1 y FAK. Fuente de la imagen 

(Sharafutdinov et al., 2020). 

 

Generalmente, el dominio NTA de CTTN interactúa con el complejo proteico 

ARP2/3 (Higgs & Pollard, 2001; Weed et al., 2000), mientras que la región de unión a la 

actina se une directamente a la actina-F (Wu & Parsons, 1993). Tanto el dominio NTA 

como el de unión a actina-F son necesarios para regular correctamente el ensamblaje 

de la actina ramificada (Uruno et al., 2001; Weed et al., 2000). Además de interactuar 

directamente con ARP2/3 a través de su dominio NTA, CTTN también promueve la 

actividad de nucleación de actina indirectamente a través del dominio SH3, el cual se 

une a una región rica en prolinas de la N-WASP, induciendo así la actividad de nucleación 

de ARP2/3 (Weaver et al., 2002; Weaver et al., 2001). Por su parte, el dominio de α-

hélice contiene sitio de corte para calpaína (Huang et al., 1997; Perrin et al., 2006) y el 

dominio rico en prolinas contiene múltiples sitios de fosforilación, en particular residuos 

de serina y tirosina susceptibles de fosforilación por las serina/treonina quinasas 

ERK1/2, PAK y por la tirosina quinasa c-Src.  
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De este modo, CTTN modula la nucleación dendrítica de los filamentos de actina 

mediante una activación del complejo ARP2/3 promoviendo la formación y 

estabilización de la red de actina necesaria para la formación de lamelipodios en el 

frente de avance de células en migración. 

 

5.4.2. Localización de CTTN en ruffles de membrana mediada por RAC1  

CTTN es una proteína diana en la transducción de la señalización mediada por 

RAC1 que induce el ruffling de membrana y la formación de lamelipodios. Por una parte, 

los trabajos de Weed y cols. describieron la translocación y el enriquecimiento de CTTN 

desde zonas citoplasmáticas a ruffles de membrana como respuesta a la activación de 

RAC1 mediada por los factores de crecimiento PMA y PDGF (Weed et al., 1998). En ese 

mismo trabajo observaron que la localización de CTTN en áreas corticales dependía de 

la actividad de RAC1, de modo que la expresión del mutante constitutivamente activo 

RAC1-Q61L provocaba una translocación de CTTN a la periferia celular. De manera 

opuesta, en la expresión del mutante negativo RAC1-T17N observaron una acumulación 

intracelular de CTTN y el bloqueo de su translocación a zonas del córtex celular. Este 

hallazgo, sumado a la observación en estudios previos de la inhibición del ruffling de 

membrana en respuesta a factores de crecimiento en células que expresan el mutante 

negativo de RAC1 (T17N) (Ridley et al., 1992), permitió determinar el papel de RAC1 

como regulador de la localización de CTTN en la formación de ruffling de membrana. 

Asimismo, los trabajos desarrollados por Weed y cols. permitieron establecer que el 

reclutamiento de CTTN a zonas del esqueleto cortical de actina es mediado por la 

serina/treonina quinasa PAK1 (Vidal et al., 2002).  

Se ha descrito que la translocación de CTTN a la periferia celular está regulada por 

la actividad RAC1 a través de la fosforilación de CTTN en los residuos Y421 y Y466 por 

Src (Head et al., 2003; Huang et al., 1998). La fosforilación de CTTN en estos residuos de 

tirosina promueve la motilidad celular (Huang et al., 1998) y estimula el corte de CTTN 

por calpaína, necesario para la formación de protrusiones de membrana en el frente de 

migración (Perrin et al., 2006). Estos hallazgos resaltan la importancia de esta 

modificación postraduccional en migración celular al favorecer el enriquecimiento de 

CTTN en ruffles de membrana y lamelipodios, lo que vincula una coordinación entre la 

actividad de Src y la reorganización del citoesqueleto promovida por RAC1 (Timpson et 

al., 2001). En consonancia con este hecho, también se ha visto que la fosforilación de 

CTTN en residuos de tirosina media el reclutamiento de proteínas con dominio SH2, 

como NCK1, proteína adaptadora que conecta CTTN con N-WASP y WIP, potenciando 

de este modo la activación del complejo ARP2/3 y la nucleación de actina (Tehrani et al., 

2007). Por otro lado, CTTN también es fosforilada en residuos de serinas y treoninas que 

se localizan principalmente en las repeticiones de unión a actina-F y la región rica en 

prolina. Por ejemplo, la quinasa PAK1 (p21 associated kinase) fosforila in vitro la serina 

113 localizada en la primera repetición de CTTN (Vidal et al., 2002; Webb et al., 2006), y 
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la quinasa ERK1/2 fosforila a las serinas 405 y 418, lo que promueve la localización de 

CTTN en el frente de migración, observándose una menor persistencia lamelipodial en 

células tumorales al mutar ambos residuos (Campbell et al., 1999). La fosforilación 

simultánea, además, de serinas y tirosinas por ERK y Src confirmó el importante papel 

de las PTMs en la actividad de CTTN en relación con la reorganización de actina, ya que 

puede integrar señales procedentes de rutas de señalización distintas para activar la 

nucleación (Kelley et al., 2010, 2011). 

En resumen, la función de CTTN promoviendo la polimerización de actina está 

regulada por su localización subcelular, controlada por la actividad de RAC1, y por 

modificaciones postraduccionales, fundamentalmente fosforilaciones, de tirosina por 

Src, y serinas por ERK1/2 y PAK1. 

 

5.4.3. CTTN en migración celular y cáncer  

CTTN se ha relacionado con el desarrollo de diferentes enfermedades humanas, 

destacando principalmente su papel como marcador tumoral. La sobre-expresión de 

CTTN por amplificación génica se ha descrito en varios carcinomas humanos, tales como 

cáncer de mama, vejiga y carcinoma hepatocelular (Bringuier et al., 1996; Campbell et 

al., 1996; Yuan et al., 2003). Así, se ha establecido una correlación entre la sobre-

expresión de esta proteína con metástasis (Li et al., 2001; Schuuring, 1995; Schuuring et 

al., 1992) y una peor prognosis en una amplia variedad de tumores, que comprenden el 

cáncer de mama, carcinoma renal y osteosarcoma, entre otros (Folio et al., 2011; 

Schuuring et al., 1992; Wang et al., 2009).      

En relación con el papel de CTTN como factor promotor de la progresión tumoral, 

estudios llevados a cabo in vitro en fibroblastos pusieron de manifiesto que la sobre-

expresión de CTTN inducía una mayor motilidad e invasividad (Patel et al., 1998). 

Asimismo, la fosforilación de CTTN es pro-migratoria y promueve la invasividad en 

células endoteliales (Huang et al., 1998). Existen, además, mecanismos adicionales por 

los que CTTN participa en la migración celular, como el splicing alternativo del dominio 

de unión de CTTN a actina-F, que puede dar lugar a las variedades SV1-cortactina, que 

carece de la sexta repetición (exón 11) o SV2-cortactina, la cual carece de la quinta y 

sexta repetición (exones 10 y 11). En ambas se observa una menor migración en 

comparación con las células que sobre-expresan cortactina silvestre (van Rossum et al., 

2003). 
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La migración celular es un proceso que requiere de la reorganización del 

citoesqueleto de actina para la formación de protrusiones de membrana y generar un 

frente de migración polarizado. Numerosos estudios han puesto de manifiesto que la 

migración celular es un proceso modulado por la coordinación espaciotemporal de la 

concentración de Ca2+ intracelular. En esta Tesis Doctoral nos planteamos como objetivo 

general estudiar el papel del canal de Ca2+ ORAI1 en migración celular, las vías 

moleculares que regulan su relocalización en el frente de migración y la modulación 

de su función por fosforilación. Con tal finalidad, establecimos los siguientes objetivos 

específicos: 

 

- Determinar el impacto de la supresión de ORAI1 sobre la migración celular y la 

formación de lamelipodios en el frente de migración. 

 

- Analizar el impacto de la supresión de ORAI1 sobre el potencial de invasividad 

celular, utilizando para ello el pez cebra como modelo animal. 

 

- Estudiar la localización de ORAI1 en el frente de migración, así como su 

interacción con agentes promotores de la nucleación de actina.  

 

- Determinar si RAC1, que dirige a CTTN a la actina cortical, controla la 

relocalización de ORAI1 en el frente de migración celular. 

 

- Identificar el mapa de residuos fosforilados de ORAI1, así como abordar el 

estudio del papel de la fosforilación de ORAI1 en los residuos de treonina 295, 

serina 298 y tirosina 300, todos ellos correspondientes al extremo C-terminal. 

 

- Estudiar el papel de la fosforilación de estos residuos sobre la actividad del canal 

de Ca2+ ORAI1 y su distribución subcelular.  
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1. Estudio del papel del canal de calcio ORAI1 en el frente de migración 

Uno de los objetivos centrales de esta Tesis Doctoral es estudiar el papel de ORAI1 

en el frente de migración celular. Para una migración celular eficiente se requiere la 

reorganización del citoesqueleto cortical de actina, la cual se genera gracias a la 

polarización transitoria de la célula, siendo esencial en este proceso la entrada de Ca2+ 

extracelular. En este sentido, en trabajos de investigación desarrollados previamente en 

nuestro laboratorio se observó que la ausencia tanto de ORAI1 como de su regulador 

STIM1 conduce a una fuerte pérdida del ruffling de membrana, es decir, afecta a la 

reorganización de la actina cortical necesaria para la formación de filopodios y 

lamelipodios en el frente de migración (Lopez-Guerrero, Tomas-Martin, et al., 2017). En 

base a este resultado, decidimos estudiar cómo afecta la ausencia de ORAI1 a diferentes 

parámetros de la migración celular. Con ello se persigue poder describir la función y 

participación de ORAI1 en esta región de avance de las células en migración. Para 

desarrollar esta investigación se ha usado como modelo de estudio la línea celular de 

osteosarcoma humano U2OS, una línea tumoral establecida que presenta alta actividad 

tumorigénica.   

 

1.1. Análisis del papel de ORAI1 en la velocidad de migración, distancia total 

acumulada y la direccionalidad de células U2OS 

 

El movimiento celular se clasifica tanto por la velocidad de motilidad celular no 

direccional como por la velocidad de migración celular direccional. De este modo, se 

entiende por motilidad celular el movimiento celular aleatorio, mientras que la 

migración celular sería el movimiento direccional de la célula como respuesta a señales 

químicas y/o mecánicas, pudiendo ser causa inicial de su actividad invasiva y 

metastática.      

Si bien no se conocen en detalle todas las cascadas de señalización que participan 

promoviendo las dinámicas de reorganización del citoesqueleto, sí se ha descrito la 

participación del ion Ca2+ en migración (Brundage et al., 1991; Cox & Huttenlocher, 1998; 

Pettit & Fay, 1998). En base a ello, decidimos abordar el estudio del perfil de migración 

en células defectivas para la expresión de ORAI1 en una línea generada mediante la 

técnica de edición genómica CRISPR/Cas9. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de 

motilidad celular 2D aleatorio sembrando células U2OS wild-type (WT) y U2OS ORAI1-

KO en placas ibidi de 35 mm de diámetro pretratadas con colágeno tal y como se detalla 

en el apartado de Materiales y Métodos. Una vez transcurridas 2-4 horas desde la 

siembra, se procedió a monitorizar la migración celular con un microscopio Nikon Ti-E 

durante un mínimo de 4 horas, tomando fotografías con una frecuencia de 2 minutos. 

En la figura 17 se puede ver el trazado de la migración de las células WT (en negro) y el 

trazado de las células ORAI1-KO (en rojo). A partir de las imágenes obtenidas se realizó 
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la evaluación de los diferentes parámetros, tales como la velocidad de migración, la 

distancia acumulada y la direccionalidad. A continuación, se detalla el resultado del 

análisis para cada uno de ellos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Ensayo de motilidad en células U2OS WT y ORAI1-KO. Las células se sembraron en placas de 

35 mm pretratadas con colágeno. El ensayo se llevó a cabo incubando las células en un medio libre de 

bicarbonato Leibovitz’s L-15 suplementado con 10% de suero a 37°C. Una vez transcurridas 2 horas desde 

la siembra, se monitorizó un ensayo de motilidad celular durante 4 horas tomando imágenes cada 2 

minutos con un objetivo de campo claro de un microscopio Nikon Ti-E. En la imagen se muestran trazas 

representativas de 19 células por condición, correspondiendo el color negro a las células WT y el color 

rojo a las células ORAI1-KO. 

 

1.1.1. Análisis del impacto de la supresión de ORAI1 en la velocidad de migración 

celular 

 

A través del ensayo aleatorio de motilidad descrito en la figura 17 y el posterior 

análisis de las imágenes tomadas se pudo evaluar la velocidad de migración que 

presentan las células. Ésta se calcula determinando la distancia que migra la célula en un 

intervalo de tiempo determinado. En la gráfica de barras de la figura 18 se observa que 

la velocidad de migración disminuye de forma significativa cuando se suprime la 

expresión de ORAI1 en la célula.   
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Figura 18. Análisis de la velocidad de migración de células U2OS 

WT y ORAI1-KO. A partir de las imágenes tomadas del ensayo de 

motilidad se evaluó la velocidad de migración (µm/min), la cual se 

representa en la gráfica de barras, correspondiendo el color negro 

a las células WT y el color rojo a las células ORAI1-KO. Los datos 

corresponden a 3 ensayos independientes (n = 44 células WT; n = 

78 células KO). Las muestras se analizaron con el test estadístico 

t-Student para muestras independientes. (***) p < 0.001. 

 

 

 

 

1.1.2. Análisis del impacto de la supresión de ORAI1 en la distancia total acumulada 

de migración  

 

A través del ensayo de motilidad aleatoria descrito previamente y el posterior 

análisis de las imágenes tomadas se pudo evaluar en células U2OS WT y ORAI1-KO la 

distancia acumulada de migración, es decir, la distancia total que ha recorrido cada célula 

desde el punto inicial donde empezó a migrar hasta el punto final de la trayectoria. En la 

figura 19 se observa que la distancia acumulada de las células al migrar fue 

significativamente menor en células ORAI1-KO que en células WT. 

 

 
Figura 19. Análisis de la distancia acumulada de migración 

de las células U2OS WT y ORAI1-KO. En la gráfica se 

representa la distancia acumulada (µm) durante la migración 

de las células WT (negro) y ORAI1-KO (rojo) evaluada a partir 

de las imágenes obtenidas del ensayo de motilidad celular. 

Los datos corresponden a 3 ensayos independientes (n = 44 

células WT; n = 78 células KO). Las muestras se analizaron con 

el test estadístico t-Student para muestras independientes. 

(***) p < 0.001. 

 

 

1.1.3. Análisis del impacto de la supresión de ORAI1 en la direccionalidad 

El movimiento celular direccional implica la coordinación de múltiples procesos 

subcelulares. Para que las células migren eficazmente, las señales de polarización y las 

prolongaciones de la membrana celular deben estabilizarse para formar lamelipodios y 

protrusiones dominantes que permitan el avance de la célula a través del frente de 

migración. La direccionalidad es un parámetro de la migración celular a partir del cual es 

posible medir la eficiencia de las células al migrar manteniendo una polarización, es 
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decir, siguiendo un gradiente direccional de migración. De este modo, en términos 

matemáticos se puede decir que la direccionalidad mide la rectilinealidad de las 

trayectorias celulares durante la migración.  

A partir de las imágenes obtenidas en el ensayo de motilidad (figura 17) evaluamos 

el efecto de la ausencia de ORAI1 en la direccionalidad de las células en migración. En la 

gráfica de los datos resultantes (figura 20) se observa que la direccionalidad celular se 

ve reducida significativamente en las células U2OS ORAI1-KO respecto a la línea WT (de 

0.63 a 0.43). Esto nos indica que las células deficientes en la expresión de ORAI1 

presentan un patrón de migración más aleatorio respecto al que muestran las células 

WT. 

                                                          

Figura 20. Análisis de la direccionalidad de las células U2OS WT y 

ORAI1-KO. En la gráfica de puntos se representa la direccionalidad 

celular evaluada en las dos condiciones experimentales del ensayo de 

motilidad, correspondiendo el color negro a las células WT y el color 

rojo a las células ORAI1-KO. Los datos corresponden a 3 ensayos 

independientes (n = 44 células WT; n = 78 células KO). Las muestras 

se analizaron con el test estadístico t-Student para muestras 

independientes. (***) p < 0.001. 

      

      

 

 

Con el fin de confirmar que los efectos observados en la migración de la célula se 

deben al impacto de la supresión del canal de calcio ORAI1, se realizó un ensayo de 

motilidad adicional utilizando células U2OS WT y células U2OS ORAI1-KO que sobre-

expresan de forma estable la proteína ORAI1. A partir de las imágenes tomadas se evaluó 

la direccionalidad de las células. Los resultados de la figura 21 muestran que la sobre-

expresión ectópica de ORAI1 en las células ORAI1-KO rescata un fenotipo similar a las 

células WT en cuanto a la direccionalidad, ya que no se observan diferencias 

estadísticamente significativas en ambas condiciones. Este resultado nos permite 

confirmar que la atenuación de la migración y polaridad celular observada en los ensayos 

descritos (figuras 17-20) se debe exclusivamente a la ausencia de la proteína ORAI1. 
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Figura 21. Análisis de direccionalidad en células U2OS ORAI1-KO tras la 

sobre-expresión ectópica de ORAI1. Células U2OS WT y células U2OS 

ORAI1-KO transducidas retroviralmente para la expresión estable de 

ORAI1 se sembraron en placas pretratadas con colágeno. Las células se 

incubaron en medio Leibovitz’s L-15 libre de bicarbonato suplementado 

con 10% de suero a 37°C y tras 2 horas se monitorizó un ensayo de 

motilidad tomando fotografías con un microscopio Nikon Ti-E. Las 

imágenes fueron analizadas para evaluar la direccionalidad de las células, 

la cual aparece representada en la gráfica de puntos (símbolos negros, 

WT; símbolos azules, ORAI1-KO + ORAI1). Los datos representados 

corresponden a 3 ensayos independientes en el que se analizaron al 

menos 40 células por condición. Las muestras se analizaron con el test 

estadístico t-Student para muestras independientes. (n.s., no 

significativo) p > 0.05. 
 

 
               

     De manera complementaria al ensayo de motilidad celular en el que se analizó la 

direccionalidad de células que sobre-expresan ectópicamente ORAI1 de manera estable 

sobre la línea ORAI-KO, decidimos evaluar la entrada de Ca2+ extracelular operada por 

depósitos (SOCE) con objeto de determinar si la sobre-expresión de ORAI1 en las células 

KO recupera el fenotipo WT para la función del canal. La medida de SOCE se llevó a cabo 

siguiendo el protocolo estándar que aparece detallado en Materiales y Métodos. Para 

ello, las células U2OS WT, ORAI1-KO y ORA1-KO + ORAI1 se cargaron con fura-2 AM 

durante 1 hora, procediéndose inmediatamente después a lavar las células en medio 

HBSS libre de Ca2+ y monitorizándose la actividad del canal mediante microscopía de 

epifluorescencia. En el minuto 2 del ensayo las células se trataron con tapsigargina 1 µM 

para inducir el vaciado de los depósitos intracelulares de Ca2+. Cinco minutos más tarde, 

se añadió al medio extracelular CaCl2 2 mM. La cuantificación de la entrada de calcio 

extracelular operada por depósitos (SOCE) se representa para cada línea celular en la 

figura 22. 

      

  

 

Figura 22. Medida de SOCE en células U2OS WT, ORAI1-KO y células ORAI1-KO que sobre-expresan 

ectópicamente ORAI1. Para evaluar SOCE, las células U2OS WT (A), ORAI1-KO (B) y ORAI1-KO + ORAI1 

expresado ectópicamente (C) se cultivaron en cubres tratados con colágeno y 1 hora antes de iniciar la 

medida se cargaron con fura-2 AM. En el tiempo 0 de las gráficas las células se lavaron en medio HBSS 

libre de Ca2+, a los 2 minutos se añadió Tg 1 µM en el mismo medio y 5 minutos más tarde se añadió CaCl2 
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2 mM en el medio extracelular. El ratio F340/F380 se monitorizó tal y como se detalla en el apartado de 

Materiales y Métodos. Los datos representan la media de 3 ensayos independientes por condición 

experimental.  

 

En los resultados se observa que las células defectivas para la expresión de ORAI1 

(figura 22.B) no presentan entrada de Ca2+ extracelular tras el vaciado de los depósitos 

intracelulares de Ca2+. Si nos fijamos en la figura 22.C, correspondiente a las células que 

sobre-expresan ORAI1 de manera estable, los valores del ratio F340/F380 en la entrada 

de Ca2+ extracelular se posicionan en un rango similar al de las células U2OS WT (figura 

22.A). De este modo, se confirmó que las líneas generadas mediante transducción 

retroviral para la expresión de ORAI1 tienen un fenotipo funcional similar al de las 

células WT y que la recuperación de SOCE permite restablecer el patrón de migración 

de las células U2OS WT.  

 

1.2. Análisis del impacto de la supresión de ORAI1 en la formación de lamelipodios 

Con el fin de profundizar más en el papel de ORAI1 en la migración celular, se 

abordó el estudio de la longitud del frente de migración, es decir, la longitud de la lámina 

que se extiende a lo largo de la parte frontal de las células móviles. Para ello, se realizó 

un ensayo de motilidad en células U2OS WT y ORAI1-KO. Las células se incubaron en 

medio Leibovitz’s L-15 durante 2 horas para permitir la adhesión de las células a la placa 

de cultivo. A continuación, se monitorizó la motilidad de las células tomando 

secuencialmente fotografías cada 2 minutos durante 4-6 horas. Posteriormente se 

trabajó con estas imágenes para evaluar el tamaño de los lamelipodios y calcular la 

circularidad celular. En la figura 23 se muestran dos imágenes representativas del ensayo 

donde pueden apreciarse diferencias significativas en el tamaño de las células WT y 

células ORAI1-KO en migración, con sus respectivas extensiones formando lamelipodios.  

     
Figura 23. Ensayo de motilidad en células U2OS WT y ORAI1-KO. Las células se sembraron en placas 

pretratadas con colágeno y se incubaron en medio Leibovitz’s L-15 suplementado con 10% de suero a 

37°C. Tras 2 horas se monitorizó la motilidad celular tomando imágenes con una frecuencia de 2 minutos 
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durante 4-6 horas. Las grabaciones se llevaron a cabo con el software NIS-AR bajo microscopía de 

contraste de fase usando un objetivo Nikon Plan Achromat 10. En esta figura se muestran dos imágenes 

representativas del ensayo, a la izquierda la correspondiente a las células WT, y a la derecha una imagen 

de las células ORAI1-KO. A partir de las imágenes tomadas se evaluó la longitud del frente de migración 

en células WT y ORAI1-KO, cuyos datos aparecen representados en la figura 24. Barra de escala = 100 µm. 

En la figura 24 se representan a mayor aumento microscópico imágenes de células 

U2OS WT y ORAI1-KO. En la gráfica de puntos se representa la cuantificación del tamaño 

del frente de migración (µm) y la circularidad celular, la cual se calcula a partir del área 

total y el perímetro de una célula individual [Circularidad = (4 x  x área) / perímetro]. El 

análisis de los resultados muestra que las células defectivas para la expresión de ORAI1 

presentan lamelipodios de menor tamaño, además de presentar mayor circularidad. Por 

tanto, la conclusión que se deriva de ambos análisis es que la supresión de ORAI1 reduce 

la formación de lamelipodios y conlleva a la pérdida en la polarización celular en 

comparación con la línea celular WT durante el proceso de migración. 

 

Figura 24. Análisis de la formación de lamelipodios en ausencia de ORAI1. Las células U2OS WT y ORAI1-

KO se sembraron en placas pretratadas con colágeno en medio Leibovitz’s L-15 suplementado con 10% 

de suero. Tras la siembra, las células se incubaron a 37°C y una vez transcurrido el tiempo mínimo para la 

adherencia celular (2-4 horas) se procedió a realizar un ensayo de motilidad celular usando un microscopio 

Nikon-Ti, con el que se tomaron imágenes del cultivo celular con una frecuencia de 2 minutos durante 4-

6 horas, usando un objetivo de campo claro 10. En la figura se muestran dos imágenes representativas 

del experimento donde se midió la longitud del frente de migración en células WT y ORAI1-KO. Barra de 

escala = 20 μm. A la derecha se muestran los datos relativos a la longitud del frente de migración y a la 

circularidad (WT, símbolos negros; ORAI1-KO, símbolos rojos). En el caso de la longitud del frente de 

migración, los datos corresponden a 3 experimentos independientes con un mínimo de 22 células por 

condición. Por su parte, el índice de circularidad se midió a partir de 2 experimentos independientes con 

al menos 20 células por condición. Las muestras se analizaron con el test estadístico t-Student para 

muestras independientes. (***) p < 0.001. 

Por otro lado, se realizó un ensayo de motilidad celular en condiciones similares a 

las descritas en la figura 24, pero utilizando en este caso células ORAI1-KO que sobre-

expresan de forma estable ORAI1. Los resultados se muestran en la figura 25, en la cual 

se observa que no había diferencias significativas entre la línea que expresa 

ectópicamente ORAI1 y la línea WT, es decir, la sobre-expresión de ORAI1 revierte el 
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fenotipo WT.  De tal resultado, junto al análisis de la direccionalidad celular, se concluye 

que la alteración en la migración celular es consecuencia directa de la ausencia de ORAI1.   
 

 
Figura 25. Análisis de la longitud del frente de migración en células 

ORAI1-KO tras la sobre-expresión ectópica de ORAI1. Se realizó un 

ensayo de motilidad celular en el que se sembraron células U2OS WT y 

células U2OS ORAI1-KO previamente transducidas para la expresión 

estable de ORAI1. Se monitorizó durante 4-6 horas la motilidad celular 

tomando imágenes cada 2 minutos con un objetivo de campo claro. Las 

imágenes se analizaron posteriormente para evaluar la longitud del 

frente de migración (µm) de ambas condiciones experimentales. Las 

muestras se analizaron con el test estadístico t-Student para muestras 

independientes. (n.s., no significativo) p > 0.05. 

 

 

 

1.2.1. Estudio del impacto de la supresión de ORAI1 en la persistencia direccional 

Las etapas iniciales de la migración celular se caracterizan por la formación de 

protuberancias muy dinámicas, también denominadas protrusiones lamelipodiales, en 

el frente de migración celular y estas protuberancias son las responsables de determinar 

la dirección del movimiento celular. Por otro lado, un incremento en la formación de 

lamelipodios laterales disminuye la persistencia direccional de la célula favoreciendo una 

migración aleatoria (Petrie et al., 2009). 

En vista de los resultados observados en las células ORAI1-KO, que presentan una 

débil polarización junto con un tamaño reducido de los lamelipodios, decidimos estudiar 

cómo afecta la ausencia de ORAI1 a la distancia de protrusión y a la persistencia de los 

lamelipodios. Para ello se llevó a cabo un ensayo de motilidad en el que se monitorizó la 

migración de las células U2OS WT y ORAI1-KO tomando imágenes durante 4-6 horas. Las 

protrusiones lamelipodiales se analizaron midiendo la persistencia en la migración y la 

distancia de protrusión mediante quimografía (Bear et al., 2002; Hinz et al., 1999), tal y 

como se detalla en Materiales y Métodos.  

En la figura 26 se muestra la actividad lamelipodial a lo largo de un eje espacial y 

temporal a partir de imágenes de una célula WT. El quimógrafo o representación gráfica 

resultante de combinar varias imágenes secuenciales se representa en el panel inferior. 

Los contornos ascendentes y descendentes del frente de migración indican eventos de 

protrusión y retracción en el tiempo, respectivamente. Los tonos oscuros durante los 

eventos de retracción corresponderían a ondulaciones, ruffles, de membrana. 
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Figura 26. Medida de la distancia de protrusión y de la persistencia mediante quimografía.  Se realizaron 

ensayos de motilidad y se monitorizó la migración celular tomando imágenes bajo microscopía de campo 

brillante. En el panel superior se muestra una célula individual WT a dos tiempos diferentes y las líneas 

blancas permiten observar la evolución de la protrusión durante este período de tiempo sobre la propia 

línea. El quimógrafo resultante de combinar varias imágenes secuenciales aparece en el panel inferior de 

la figura. Para medir la distancia de protrusión y la persistencia en el quimógrafo definido se empleó una 

profundidad de campo de 3 píxeles en el área seleccionada del frente de migración y se estableció una 

escala espacial y temporal (panel inferior). Las barras indican los ejes de escala espacial (5 µm) y de escala 

temporal (200 segundos).  

La cuantificación de los resultados correspondientes a la distancia de protrusión y 

a la persistencia se muestran en la figura 27. En dicha cuantificación se puede observar 

que la distancia de protrusión disminuye más de la mitad en el caso de las células ORAI1-

KO respecto a las células WT. El tiempo medio que la membrana está involucrada en 

protrusiones individuales sin cambiar de orientación (persistencia direccional) es de 100 

segundos aproximadamente para las células ORAI1-KO, pero es 3 veces superior en las 

células WT. Estos resultados confirman, por tanto, que la supresión de ORAI1 en la célula 

conduce a una reducción significativa en la extensión de los lamelipodios de nueva 

formación, así como a una menor persistencia lamelipodial.  
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Figura 27. Análisis del impacto de la supresión de ORAI1 en la distancia de protrusión y persistencia 

direccional. A partir de un ensayo de motilidad se monitorizó la migración de células U2OS WT y ORAI1-

KO tomando imágenes a intervalos regulares de tiempo para realizar un posterior análisis mediante 

quimografía y evaluar la distancia de protrusión (µm) y la persistencia (segundos) de las células U2OS WT 

(símbolos negros) y ORAI1-KO (símbolos rojos). La cuantificación representada corresponde a datos 

individuales de dos experimentos independientes. El análisis estadístico se llevó a cabo con el test 

estadístico t-Student para muestras independientes. (***) p < 0.001. 

 

En resumen, podemos sugerir que los defectos en la formación de los lamelipodios 

y en la migración celular son consecuencia directa de la ausencia de ORAI1. De este 

modo, los lamelipodios de menor tamaño observados en la línea celular ORAI1-KO 

conducen a una menor persistencia direccional, al ser menor la distancia recorrida en un 

sentido. Por otro lado, una mayor circularidad está relacionada con la pérdida de 

polaridad, ya que los lamelipodios existentes no constituyen un frente de migración con 

protrusión dominante.  

 

1.3. ORAI1 regula el ratio de actina filamentosa versus actina globular libre en el 

citosol 

 

En base a los resultados mostrados, podríamos concluir que ORAI1 modula 

positivamente la persistencia lamelipodial. Dado que una mayor ramificación de actina 

y disminución de la elongación da lugar a lamelipodios lentos pero persistentes, nos 

planteamos si ORAI1 pudiera potenciar un incremento en la ramificación de actina en 

detrimento de la elongación. De ese modo, se podría explicar que el influjo de Ca2+ a 

través de ORAI1 en el frente de migración podría modular el ratio de la ramificación y 

elongación de actina, potenciando la ramificación y contribuyendo así a generar 

lamelipodios persistentes. Esta hipótesis estaría relacionada directamente con una 

mayor dinámica en el desensamblaje de la actina filamentosa para la formación de 
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ramificaciones, y por lo tanto estaría también relacionada con una mayor presencia de 

actina globular en la célula frente a la actina filamentosa. Con el fin de determinar si 

ORAI1 participa potenciando la ramificación de actina, decidimos analizar el ratio de 

actina filamentosa y de actina globular libre (actina-F/actina-G). Para ello se llevó a cabo 

un ensayo para obtener fracciones de actina globular y actina filamentosa in vivo a partir 

de células U2OS WT y ORAI1-KO, según se detalla en el apartado de Materiales y 

Métodos, y se analizó mediante inmunoblot la cantidad de actina filamentosa y de actina 

globular en ambas líneas celulares, utilizando para su detección un anticuerpo anti-

actina. Por otra parte, también se evaluó el nivel de actina total en las células WT y 

ORAI1-KO a partir de lisados totales (WCL, whole cell lysates) (figura 28). 

Los resultados obtenidos muestran que la ausencia de ORAI1 en la célula provoca 

un notable incremento en el ratio actina-F/actina-G, sin que exista variación alguna en 

los niveles de expresión de actina total entre la línea WT y la línea defectiva en la 

expresión de ORAI1 (ver WCL). Este resultado podría indicar que la entrada de Ca2+ a 

través de ORAI1 podría potenciar el desensamblaje de la actina-F, contribuyendo de este 

modo al reciclaje de la actina y permitiendo así su ramificación y formación de 

lamelipodios. Por otro lado, en las células ORAI1-KO la estabilidad de la actina-F podría 

inhibir la dinámica de formación de ramificaciones de actinas y por tanto la formación 

de lamelipodios.  

 

 
 

Figura 28. La deficiencia de ORAI1 incrementa el ratio de actina filamentosa versus actina globular 

(actina-F/actina-G). Las células U2OS WT y ORAI1-KO se cultivaron hasta alcanzar una confluencia óptima 

en torno al 60%. Las células se lisaron y se procesaron como se indica en el apartado de Materiales y 

Métodos para precipitar actina-F, quedando en el sobrenadante la actina-G solubilizada. Seguidamente, 

la actina-F precipitada se resuspendió en un tampón para potenciar su despolimerización. La cantidad de 

actina-F y actina-G se analizó por inmunoblot con un anticuerpo anti-actina. El nivel de expresión de actina 

en lisados totales (WCL) se evaluó utilizando 25 µg de proteína. La cuantificación del ratio actina-F/actina-

G que se muestra en la gráfica de barras (derecha) se calculó en base a una relación 1:16, dado que los 

niveles de actina-G fueron significativamente superiores que los de actina-F. El blot es representativo de 

3 experimentos independientes. Los resultados de la gráfica corresponden a 3 experimentos 

independientes. 
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Una vez obtenido este resultado nos planteamos si existe alguna proteína de unión 

a actina (ABP, actin-binding proteins) sensible a Ca2+, que sea responsable del 

ensamblaje/desensamblaje de la actina-F, y que se comporte de diferente modo en las 

células WT y células ORAI1-KO. En este sentido, se ha descrito que gelsolina es una 

conocida ABP estimulada por Ca2+ que actúa como efector de RAC1 (De Corte et al., 

2002; Sun et al., 1999). Tras ser activada por Ca2+, gelsolina participa en el 

ensamblaje/desensamblaje de actina-F, pudiendo actuar como proteína de unión o bien 

como proteína responsable de cortar las fibras de actina existentes. De este modo, el 

siguiente paso fue evaluar el nivel de gelsolina que coprecipita con actina filamentosa 

en las células WT y ORAI1-KO. Para ello, se analizó mediante inmunoblot la cantidad de 

gelsolina coprecipitada a partir de las muestras de actina-F obtenidas en el anterior 

ensayo experimental. Los resultados se representan en la figura 29, en la que se observa 

mayor nivel de gelsolina precipitada con actina-F en las células WT que en ausencia de 

ORAI1. Este resultado sugiere que gelsolina requiere el influjo de Ca2+ a través de ORAI1 

para su activación, lo cual explicaría el requerimiento de Ca2+ a través de ORAI1 para la 

formación de ramificaciones persistentes y formación de lamelipodios en el frente de 

migración.  

 

 
Figura 29. La ausencia de ORAI1 disminuye el nivel de gelsolina que coprecipita con actina filamentosa. 

Panel A: Las células U2OS WT y ORAI1-KO se sembraron en medio DMEM completo y cuando se alcanzó 

la confluencia óptima, se precipitó actina-F a partir de un ensayo de fraccionamiento in vivo siguiendo las 

instrucciones que se indican en el apartado de Materiales y Métodos. Mediante inmunoblot se analizó el 

nivel de gelsolina que coprecipita con actina, utilizando para ello un anticuerpo anti-gelsolina. El nivel de 

actina-F precipitada se evaluó con un anticuerpo anti-actina. Los blots son representativos de 3 

experimentos independientes y su cuantificación se representa en la gráfica de barras. Panel B: El nivel 

de expresión de gelsolina en las líneas WT y ORAI1-KO se evaluó mediante inmunoblot a partir de 25 g 

de proteína de lisado total (WCL). El blot es representativo de 3 experimentos independientes.  

Este resultado nos permite concluir que el canal de Ca2+ ORAI1 es esencial para 

mediar la unión de gelsolina a actina-F y permitir el ensamblaje/desensamblaje de 

actina-F durante la formación de lamelipodios, lo que permite explicar la necesidad de 

ORAI1 en el frente de migración.  
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1.4. Estudio del potencial invasivo de ORAI1 en la línea celular U2OS a través de 

xenotransplantes en pez cebra (mutante casper) como modelo experimental 

 

Tal y como se ha citado previamente en la Introducción, se ha observado una 

relación directa entre los niveles de expresión de ORAI1 y la actividad tumorigénica en 

las células. Asimismo, se conoce que tanto la persistencia direccional como la 

polarización son dos factores clave para que se produzca una migración celular eficiente, 

siendo la migración un paso esencial en las primeras etapas de invasión en el proceso 

metastásico. De este modo, y en base a los resultados obtenidos en los análisis 

anteriores, nos propusimos conocer el papel de ORAI1 un paso más allá de la migración 

celular: la invasividad tumoral. En este sentido, para confirmar si ORAI1 juega un papel 

clave, no solo en el frente de migración sino también en las etapas iniciales de 

invasividad, se realizaron ensayos de invasión in vivo. Tal y como se detalla en el apartado 

Materiales y Métodos, las células U2OS WT y ORAI1-KO se micro-inyectaron en el saco 

vitelino de larvas del pez cebra (mutante casper) y 5 días más tarde se procedió a analizar 

la diseminación de las células al resto del animal por microscopía de fluorescencia. 

     Los resultados del análisis de microscopía se muestran en la figura 30, donde se 

observa un mayor nivel de diseminación de células tumorales en aquellas larvas en las 

que se inyectaron células U2OS WT. En la gráfica de barras (figura 30) se representa el 

porcentaje de larvas no invadidas e invadidas, con la consiguiente subdivisión en base al 

número de focos tumorales para esta condición. En el caso de las células WT, la tasa de 

larvas que son invadidas es superior a la que presentan las células ORAI1-KO. Además, 

en el subgrupo de larvas con una alta tasa de invasividad (más de 15 focos tumorales por 

larva) es especialmente relevante que las células WT mostraron una mayor capacidad de 

formación de focos tumorales que las células ORAI1-KO. 

Figura 30. La ablación genética de ORAI1 redujo el potencial invasivo de las células U2OS en larvas de 

pez cebra (mutante casper). A la izquierda se muestran las imágenes del potencial invasivo de células 

U2OS WT y ORAI1-KO a través de su diseminación en larvas de pez cebra a los 5 días de su micro-inyección 

en el saco vitelino. Barra de escala = 500 µm. En la gráfica de la derecha se representan el porcentaje de 

larvas no invadidas (0 focos por larva, en color blanco) y el porcentaje de larvas invadidas, cuya 

clasificación se subdivide a su vez en dos grupos en función del número de focos tumorales que presenten: 

1-15 focos por larva (color gris); y más de 15 focos por larva (color negro). Los datos mostrados en la 

gráfica corresponden a 2 experimentos independientes (n = 119 larvas inyectadas con células WT, n = 87 

larvas inyectadas con células ORAI1-KO). Las muestras se analizaron con el test estadístico χ2 (Chi-squared 

test). (**) p > 0.01. 
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De estos resultados se concluye que la ausencia de expresión de ORAI1 reduce 

significativamente la diseminación de las células de osteosarcoma U2OS, un resultado 

que guarda relación directa con el efecto inhibitorio observado en la velocidad de 

migración, persistencia direccional y formación de protrusiones en el frente de avance 

de las células ORAI1-KO en migración.  

 

2. ORAI1 y la reorganización del citoesqueleto en el frente de migración 

     Hasta la fecha se ha descrito el mecanismo por el cual STIM1, el regulador del canal 

ORAI1, se localiza en el frente de migración (Lopez-Guerrero, Tomas-Martin, et al., 

2017), así como su papel en la migración celular en respuesta a EGF (Casas-Rua et al., 

2015). Sin embargo, los mecanismos moleculares que regulan la relocalización de ORAI1 

en regiones de avance de las células en migración aún se desconocen, por lo que 

decidimos abordar su estudio.  

 

2.1. El factor de crecimiento epidémico (EGF) induce la translocación de ORAI1 al 

frente de migración 

     Es conocido que EGF modula la migración celular y que el frente de migración es 

rico en receptores de EGF (EGFR), los cuales participan en adhesión celular, motilidad e 

invasión (Philippar et al., 2008; Yasmeen et al., 2006). En base a estos resultados 

decidimos investigar el papel de este factor de crecimiento en la translocación y 

relocalización de ORAI1 al frente de migración. Para ello analizamos la interacción de 

ORAI1 con CTTN, un conocido marcador del frente de migración, así como su unión a 

otras proteínas que regulan la formación de lamelipodios en respuesta a EGF, como 

ARP2/3 y CYFIP1 (la cual forma parte del complejo regulador de WAVE).  

 

2.1.1. Interacción de ORAI1 con marcadores del frente de migración 

 

Para evaluar si EGF potencia la interacción de ORAI1 con marcadores del frente de 

migración se llevaron a cabo ensayos de coprecipitación con CTTN, empleando células 

U2OS ORAI1-KO transfectadas para la expresión transitoria de ORAI1-GFP y mCherry-

CTTN. Como control negativo del experimento se utilizaron células transfectadas con el 

vector GFP-vacío (figura 31).  Las células se deprivaron de suero durante 8-10 horas y se 

trataron con EGF 50 ng/ml a diferentes tiempos. A continuación, se precipitó ORAI1-GFP 

y se analizó mediante inmunoblot la cantidad de CTTN coprecipitada empleando un 

anticuerpo específico anti-CTTN. La cantidad de ORAI1-GFP precipitado en cada 

condición se analizó mediante inmunoblot con un anticuerpo anti-GFP. Por otra parte, 

se monitorizó la estimulación de las células con EGF (figura 31.B) evaluando los niveles 

de fosforilación de (1) fosfo-PAK1/2 (residuos Thr423/Thr402), que es una 

serina/treonina quinasa activada por RAC1 que actúa como uno de los efectores del 
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receptor de EGF (EGFR) y de (2) fosfo-ERK1/2, dado que EGF activa la ruta de las quinasas 

MAPK.  

 

 

 
                          

Figura 31. Estudio de la interacción entre ORAI1 y CTTN en respuesta a EGF. Panel A: Las células U2OS 

ORAI1-KO se transfectaron para la expresión transitoria de ORAI1-GFP (o el vector vacío, GFP-empty, 

como control negativo) y mCherry-CTTN. Las células fueron deprivadas en medio RPMI libre de suero 

durante 8-10 horas y estimuladas posteriormente con EGF 50 ng/ml durante 0-5 min. ORAI1-GFP se 

precipitó utilizando una resina de agarosa con afinidad por GFP (GFP-Trap beads). La cantidad de mCherry-

CTTN que coprecipita con ORAI1-GFP se evaluó mediante inmunoblot utilizando un anticuerpo anti-CTTN 

y la cantidad de ORAI1-GFP precipitado se evaluó utilizando un anticuerpo anti-GFP. La gráfica inferior del 

panel A muestra la cuantificación de CTTN coprecipitada con ORAI1 en los diferentes tiempos de 

estimulación con EGF en 3 experimentos independientes. Panel B: Para analizar la eficiencia de la 

transfección transitoria (mCherry-CTTN y ORAI1-GFP) y la estimulación con EGF se evaluaron los niveles 

de mCherry-CTTN, ORAI1-GFP, fosfo-PAK1/2, PAK1 total, fosfo-ERK1/2 y ERK1/2 total en lisados celulares 

de extractos totales (WLC). Los inmunoblots son representativos de 3 experimentos diferentes a partir de 

3 lisados independientes. 

     Los resultados muestran que el incremento en la fosforilación de PAK1/2 y ERK1/2 

se inicia tras 1 y 3 minutos, respectivamente, tras la estimulación con EGF (figura 31.B). 

Dentro de este marco temporal, la interacción de CTTN con ORAI1 aumentó 

significativamente tras 3 minutos de tratamiento con EGF (panel inferior de la figura 

31.A). Este resultado sugiere que EGF potencia el reclutamiento de ORAI1 al frente de 

migración. Dado que el frente de migración está enriquecido en el complejo regulador 
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de WAVE (WRC), que participa regulando la polimerización y ramificación de actina, se 

decidió monitorizar la coprecipitación de ORAI1 con CYFIP1, una de las subunidades de 

WRC también conocida como SRA-1 (Specifically RAC1-associated protein 1), así como 

con el complejo ARP2/3, un factor de nucleación que une fibras preexistentes de actina 

para facilitar la ramificación de ésta (actina-F) en respuesta a EGF. Para ello, las células 

ORAI1-KO se transfectaron para la expresión transitoria de ORAI1-GFP, se deprivaron en 

medio libre de suero 8-10 horas y transcurrido este tiempo se estimularon durante 3 

minutos con EGF. A continuación, se precipitó ORAI1-GFP y se evaluaron mediante 

inmunoblot los niveles endógenos de CYFIP1, CTTN y ARP2/3 que coprecipitan con 

ORAI1. En la figura 32 se observa un importante incremento en la interacción de las 

proteínas evaluadas (CYFIP1, CTTN y ARP2/3) con ORAI1 en respuesta a la estimulación 

con EGF. 

 

Figura 32. EGF potencia la interacción de ORAI1 

con CYFIP1, CTTN y ARP2/3. Las células U2OS 

ORAI1-KO fueron transfectadas para la expresión 

de ORAI1-GFP o el vector vacío (GFP-empty), como 

control negativo, y fueron deprivadas en medio 

libre de suero durante 8-10 horas y tratadas con 

EGF 50 ng/ml durante 3 minutos. ORAI1-GFP se 

precipitó y las proteínas endógenas coprecipitadas 

CYFIP1, CTTN y ARP2/3 fueron analizadas por 

inmunoblot con sus respectivos anticuerpos. La 

cantidad total de ORAI1-GFP precipitado se evaluó 

con un anticuerpo anti-GFP. Los inmunoblots son 

representativos de 3 experimentos 

independientes. 

 

Este análisis nos permitió confirmar la translocación de ORAI1 a áreas periféricas 

de la célula donde CTTN y ARP2/3 participan en la formación de lamelipodios. Este 

resultado permite sugerir la participación de ORAI1 en el complejo proteico que potencia 

la formación de estructuras necesarias para la migración celular.  

2.1.2. La colocalización de ORAI1 y CTTN es modulada por EGF  

Para apoyar el resultado anterior, se analizó mediante microscopía óptica la 

colocalización de ORAI1 y CTTN en respuesta al tratamiento con EGF. Las células U2OS 

ORAI1-KO se sembraron en cubreobjetos pretratados con colágeno como se indica en el 

apartado de Materiales y Métodos, se cultivaron en medio DMEM completo y fueron 

transfectadas para la expresión transitoria de ORAI1-GFP y mCherry-CTTN. Las células 

fueron deprivadas durante 8-10 horas en medio libre de suero, posteriormente 
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estimuladas con 50 ng/ml de EGF y fijadas con PFA. La colocalización de ambas proteínas 

se analizó mediante microscopía de epifluorescencia de campo ancho. En la figura 33 se 

muestran imágenes representativas de la colocalización de ORAI1-GFP y mCherry-CTTN 

en reposo (panel superior) y en respuesta a EGF (panel inferior). En la parte izquierda de 

los paneles se observa la superposición (merge) de las dos proteínas analizadas, 

mostrándose ORAI1 en verde y CTTN en rojo. Los resultados muestran mayores niveles 

de colocalización de ORAI1 y CTTN en la periferia celular tras la estimulación con EGF. 

Para cuantificar el grado de colocalización entre ambas proteínas se calculó el coeficiente 

de Pearson en la periferia celular que permanecía libre de contactos célula-célula. Los 

resultados de dicha cuantificación se muestran en el histograma de la figura 33 (gráfica 

inferior derecha) e indican que hay un enriquecimiento significativo en la colocalización 

de ORAI1 y CTTN en la periferia celular en respuesta al tratamiento con EGF.   

         

         

Figura 33. EGF potencia la colocalización de ORAI1 y CTTN en el frente de migración. Panel superior: Se 

sembraron células U2OS ORAI1-KO en cubreobjetos pretratados con colágeno y se realizó una 

transfección doble para la expresión transitoria de ORAI1-GFP y mCherry-CTTN. Las células fueron 

deprivadas en medio libre de suero durante unas 16 horas y estimuladas con EGF 50 ng/ml durante 3 min 
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(+EGF). Los controles sin la adición de EGF (-EGF) fueron procesados en paralelo. Las células fijadas fueron 

analizadas mediante microscopía de epifluorescencia para evaluar el coeficiente de correlación de 

Pearson de GFP y mCherry en la periferia celular. Panel inferior: Para el cálculo del coeficiente de 

correlación de Pearson se establecieron unos 70-90 ROIs circulares de 1.1-1.18 μm2 sobre la periferia 

celular que permanecían libres de contactos célula-célula. Los valores del coeficiente de correlación de 

Pearson dentro del intervalo 0-1 se representan en la gráfica inferior izquierda. La gráfica inferior derecha 

muestra el histograma de la distribución de frecuencias de los valores del coeficiente de Pearson.  

 

De los resultados de este apartado podemos concluir que EGF potencia la 

coprecipitación de ORAI1 con marcadores del frente de migración que participan 

directamente en la reorganización del citoesqueleto y la formación de lamelipodios. Este 

resultado, combinado con la inhibición de la migración observada en las células ORAI1-

KO, nos conduce a pensar que ORAI1 podría formar parte del entramado molecular que 

participa en la polarización celular para una migración eficiente. A su vez, la 

relocalización de ORAI1 en el frente de migración está modulada por EGF, por lo que se 

concluye que este factor de crecimiento potencia la translocación de ORAI1 a zonas de 

avance en la periferia cortical de células en migración.  

 

3. RAC1 regula la translocación de ORAI1 al frente de migración 
 

Como se ha visto en detalle en el apartado de Introducción, RAC1 es una GTPasa 

de la familia RHO que se encuentra enriquecida en el frente de migración, donde 

estimula el reclutamiento de CTTN, mediante su fosforilación y activación, para que ésta 

participe en la polimerización del citoesqueleto de actina en colaboración con el 

complejo ARP2/3 y proteínas del complejo regulador de WAVE (Head et al., 2003; Weed 

et al., 1998). Nuestros resultados muestran un aumento en la colocalización y 

coprecipitación de CTTN y ORAI1 tras la estimulación con EGF. Puesto que el frente de 

migración está enriquecido en receptores tirosina quinasa (RTKs), y RAC1 es una proteína 

efectora de los RTKs que dirigen a CTTN a la región cortical, nos planteamos si RAC1 

pudiera ser una proteína candidata a regular la relocalización subcelular de ORAI1 en el 

frente de migración a través de la señalización mediada por EGF. 

 

3.1. La actividad de RAC1 controla la localización de CTTN en el frente de migración 

 

En primer lugar, se analizó el papel de RAC1 como agente modulador en la 

translocación y enriquecimiento de CTTN en la periferia celular. Para ello, se llevaron a 

cabo ensayos de colocalización celular entre CTTN y RAC1. Las células U2OS se 

sembraron en cubreobjetos pretratados con colágeno como se describe en el apartado 

de Materiales y Métodos. Posteriormente las células se transfectaron transitoriamente 

para la doble expresión de mCherry-CTTN y EGFP-RAC1-WT o EGFP-RAC1-Q61L, un 

mutante constitutivamente activo de RAC1 que interrumpe la actividad GTPasa, lo que 
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conduce al bloqueo de RAC1 en su conformación activa unida a GTP (Bourne et al., 

1991). Una vez transcurridas 36 horas tras la transfección, las células fueron fijadas en 

PFA y analizadas mediante microscopía de epifluorescencia. En la figura 34 se representa 

en verde la localización de RAC1 (columna izquierda) y en rojo la localización de CTTN 

(columna central), mientras que la columna de la derecha corresponde a la 

superposición de ambos canales (merge), lo cual permite analizar en detalle el perfil de 

colocalización de ambas proteínas mediante el escaneo lineal de sus respectivos perfiles 

de distribución de fluorescencia.  

 

 
Figura 34. La activación de RAC1 potencia la translocación de CTTN a la periferia celular. Las células se 

sembraron en cubreobjetos pretratados con colágeno en medio DMEM suplementado y se transfectaron 

transitoriamente para la expresión de mCherry-CTTN y EGFP-RAC1-WT o EGFP-RAC1-Q61L (RAC1 

constitutivamente activo). A las 36 h de la transfección, las células se fijaron y se visualizaron mediante 

microscopía de epifluorescencia de campo ancho. Los canales Cherry y GFP se registraron 

secuencialmente utilizando bloques de filtros independientes. Se fusionaron las dos imágenes y se midió 

la fluorescencia de ambos canales sobre la flecha representada en la imagen. Los valores de fluorescencia, 

representados en los paneles de la derecha, se cuantificaron con el software NIS-Elements AR. Las 

imágenes son representativas de un mínimo de 32 células por condición de 3 experimentos 

independientes. Barra de escala = 10 μm. 

 

Tanto en el panel superior (RAC1-WT) como en el inferior (RAC1-Q61L) se observa 

un enriquecimiento significativo en la periferia celular de RAC1, así como de CTTN. Este 

resultado concuerda con el papel descrito de RAC1 como regulador de la translocación 

de CTTN al frente de migración, pues la forma constitutivamente activa de RAC1 (EGFP-

RAC1-Q61L) promueve la localización de CTTN en toda la periferia celular (panel inferior 

de la figura 34). Sin embargo, ha de señalarse que, a diferencia de la polarización 

observada con RAC1-WT, no hay una polarización en la localización de CTTN cuando 

RAC1 está permanentemente activo (RAC1-Q61L). Esta observación puede explicarse 

por el hecho de que la actividad de RAC1-Q61L es independiente de los receptores de 
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tirosina quinasas polarizados, de modo que es capaz de desencadenar la formación de 

lamelipodios en toda la periferia celular, y no solo en la región enriquecida en RTKs. 

  

3.2. Análisis de la relocalización de ORAI1 en el frente de migración en respuesta a la 

activación o inhibición de RAC1 

Para determinar si la actividad de RAC1 está controlando la localización polarizada 

de CTTN y ORAI1 en zonas de avance de células en migración se decidió realizar un 

ensayo de colocalización para ambas proteínas en líneas celulares que expresan de 

forma estable un mutante constitutivamente activo de RAC1 (G12V) y un mutante 

constitutivamente negativo (T17N). La forma activa de RAC1, RAC1-G12V, interrumpe la 

actividad GTPasa, al igual que el mutante RAC1-Q61L, y provoca el bloqueo de RAC1 en 

la conformación unida a GTP (Diekmann et al., 1991), mientras que el mutante negativo 

de RAC1, RAC1-T17N, simula una conformación inactiva de la proteína al impedir su 

activación por GTP (Ridley et al., 1992). Al igual que ocurre con el mutante Q61L utilizado 

en el ensayo anterior, estas dos formas mutantes de RAC1 se han empleado 

ampliamente en diferentes tipos celulares para estudiar el papel de RAC1 en ruffles de 

membrana, formación de lamelipodios e invasión celular (Aspenström, 2019; Bourne et 

al., 1991; Michiels et al., 1995; van Leeuwen et al., 1995; Zhuge & Xu, 2001). 

Para realizar el ensayo de colocalización se emplearon líneas celulares que 

expresan de forma estable Flag-RAC1-WT, Flag-RAC1-G12V y Flag-RAC1-T17N. Las 

células se sembraron en cubreobjetos pretratados con colágeno y se transfectaron con 

ORAI1-GFP y mCherry-CTTN. A las 36 horas de la transfección fueron fijadas con PFA y 

analizadas mediante microscopía de epifluorescencia. Los resultados del ensayo de 

colocalización se muestran en la figura 35, donde se muestra la localización de CTTN en 

rojo (columna izquierda), en verde la localización de ORAI1 (columna central) y en la 

columna derecha la colocalización de ORAI1-CTTN (merge) resultante de superponer las 

imágenes anteriores. La primera fila corresponde a las células que sobre-expresan Flag-

RAC1-WT, observándose que ORAI1 está localizado de manera muy polarizada en áreas 

restringidas de CTTN. Sin embargo, el mutante activo RAC1-G12V (segunda fila) provocó 

una relocalización significativa de ORAI1 en toda la periferia celular, con un perfil de 

localización idéntico al que presenta CTTN en estas condiciones. Es decir, ambas 

proteínas se encuentran en la periferia celular, pero se pierde la localización polarizada 

en el córtex que se observaba en RAC1-WT. Por el contrario, en el mutante negativo de 

RAC1 (RAC1-T17N, tercera fila) se redujo la translocación de CTTN a la periferia de la 

misma manera que se inhibió la localización periférica de ORAI1, es decir, se observa una 

colocalización internalizada para ambas proteínas. Dado que la mutación negativa de 

RAC1 inhibe el ruffling de membrana inducido por factores de crecimiento en 

fibroblastos (Ridley et al., 1992), estos resultados sugieren que la actividad de RAC1 

podría regular a través de EGF la localización polarizada de ORAI1 en el frente de 
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migración, observándose un efecto inhibitorio del ruffling de membrana cuando RAC1 

está en su conformación inactiva.  

 

Figura 35. La activación de RAC1 potencia la translocación de ORAI1 a zonas de la periferia celular 

enriquecidas en CTTN. Las células sembradas en cubreobjetos pretratados con colágeno y que sobre-

expresan de forma estable Flag-RAC1-WT, Flag-RAC1-G12V o Flag-RAC1-T17N se transfectaron para la 

doble expresión transitoria de mCherry-CTTN y ORAI1-GFP. A las 36 h de la transfección, las células se 

fijaron y se visualizaron mediante microscopía de epifluorescencia de campo ancho. Los canales Cherry y 

GFP se registraron secuencialmente utilizando bloques de filtros independientes. En las imágenes CTTN 

se muestra en rojo (columna izquierda) y ORAI1-GFP en verde (columna central). La superposición de 

ambas proteínas se obtuvo fusionando las dos imágenes y se midió la fluorescencia de ambos canales 

(merge, columna derecha) sobre la flecha representada en la imagen. Los valores de fluorescencia, 

representados en los paneles de la derecha, se cuantificaron con el software NIS-Elements AR. Las 

imágenes son representativas de un mínimo de 26 células por condición de 3 experimentos 

independientes. Barra de escala = 10 μm. 

Para cuantificar la extensión del enriquecimiento de ORAI1 en las áreas de CTTN 

evaluamos el nivel de ORAI1-GFP cortical y total en células individuales, así como la 

relación de CTTN cortical y total según se detalla en el apartado de Materiales y 

Métodos. La cuantificación del análisis se representa en la figura 36, en la cual se observa 

que RAC1-G12V provocó un aumento significativo de los niveles corticales de ORAI1 y 

CTTN, mientras que RAC1-T17N redujo drásticamente el nivel de ambas proteínas en la 

periferia celular (figura 36, paneles A y B). El nivel relativo de ORAI1 cortical respecto al 

nivel de CTTN cortical no mostró cambios significativos en cada una de estas condiciones 

experimentales (figura 36, panel C). Estos resultados sugieren que ambas proteínas 
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tienen un comportamiento similar cuando la actividad de la proteína RAC1 es modulada, 

ya que se dirigen a la periferia cuando RAC1 está activo (RAC1-G12V) y quedan 

internalizadas cuando RAC1 está inactivo (RAC1-T17N). 

Figura 36. Cuantificación de ORAI1 y CTTN cortical con respecto a ORAI1 y CTTN total. La cuantificación 

se llevó a cabo con los datos del ensayo de colocalización mostrado en la figura 35. Las células individuales 

(n > 25 para cada condición experimental: Flag-RAC1-WT, Flag-RAC1-G12V y Flag-RAC1-T17N) fueron 

analizadas midiendo la intensidad total en los canales GFP y mCherry con el software NIS-Elements AR. La 

intensidad de la fluorescencia cortical fue analizada de una única región de interés (ROI) que cubría la 

periferia celular, excluyendo las áreas de contacto célula-célula. Las ROIs analizadas tenían un tamaño 

0.66 ± 0.22 µm. La intensidad de la fluorescencia total se analizó con una única ROI que incluía la célula 

individual completa. Las muestras se analizaron con el test estadístico t-Student para muestras 

independientes. (n.s., no significativo) p > 0.05; (*) p < 0.05; (***) p < 0.001. 

Como análisis complementario, y en relación con la localización periférica de CTTN 

y ORAI1 en células que sobre-expresan RAC1-G12V, decidimos realizar un ensayo 

adicional para analizar esta vez la colocalización de ORAI1 y RAC1-G12V. Se sembraron 

células U2OS WT y se transfectaron para la expresión de mCherry-RAC1-G12V y ORAI1-

GFP. En la figura 37 se muestran la localización de RAC1-G12V en rojo y la de ORAI1 en 

verde, observándose un patrón de colocalización similar para ambas proteínas en la 

imagen resultante de superponer ambos canales (merge). 
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Figura 37. Análisis de la colocalización de ORAI1 y RAC1-G12V. Las células U2OS WT fueron sembradas 

en cubreobjetos pretratados con colágeno como se describe en Materiales y Métodos y transfectadas 

para la doble expresión transitoria de mCherry-RAC1-G12V y ORAI1-GFP. A las 24 horas de la transfección, 

las células fueron fijadas con PFA al 4% y visualizadas bajo microscopía de epifluorescencia de campo 

ancho. Los canales Cherry y GFP fueron fotografiados secuencialmente usando filtros independientes, 

mostrándose RAC1-G12V en rojo (imagen izquierda), ORAI1-GFP en verde (imagen central) y la 

superposición de ambos marcadores (merge) en la imagen derecha. Las imágenes son representativas de 

22 células de 2 experimentos independientes.  

 

3.3. Análisis del ruffling de membrana en el frente de migración en respuesta a la 

activación o inhibición de RAC1 

Una vez analizado el patrón de localización de ORAI1 en respuesta a la actividad 

de RAC1, decidimos estudiar el ruffling de membrana en el frente de migración en 

respuesta a la activación o inhibición de RAC1. Para ello, células que expresaban de 

forma estable Flag-RAC1-WT, Flag-RAC1-G12V y Flag-RAC1-T17N se sembraron en placas 

ibidi pretratadas con colágeno y se transfectaron para la expresión transitoria de ORAI1-

GFP y mCherry-CTTN. Transcurridas 24 horas se procedió a analizar en célula viva el 

ruffling de membrana mediante microscopía de epifluorescencia. Para evaluar la 

dinámica de ORAI1 y CTTN en el ruffling de membrana se analizó la variación en las 

intensidades de fluorescencia de GFP y Cherry según se describe en Materiales y 

Métodos y en trabajos previos del laboratorio (Lopez-Guerrero, Tomas-Martin, et al., 

2017). En la figura 38 se muestran imágenes representativas de cada condición 

experimental. Las imágenes se tomaron cada 3 segundos durante un tiempo total de 4 

minutos. En ellas aparecen indicadas mediante flechas las ROIs que se seleccionaron en 

la corteza celular para evaluar las dinámicas de ORAI1-CTTN a partir de la intensidad de 

fluorescencia emitida por sus marcadores. Tal y como se observa en las gráficas de la 

figura 38, la intensidad de fluorescencia de ORAI1-GFP y mCherry-CTTN en áreas 

corticales presentaba un alto grado de fluctuación durante el tiempo de ensayo debido 

al ruffling de membrana en las células que expresan Flag-RAC1-WT y Flag-RAC1-G12V. 

En cambio, las fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia disminuyeron 

significativamente en las células que expresan el mutante inactivo Flag-RAC1-T17N.  
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Figura 38. Regulación por RAC1 de la dinámica de ORAI1-CTTN periférico y del ruffling de membrana. 

Las células U2OS que expresan de forma estable Flag-RAC1-WT, Flag-RAC1-G12V o Flag-RAC1-T17N se 

sembraron en placas ibidi pretratadas con colágeno y fueron transfectadas para la expresión transitoria 

de ORAI1-GFP y mCherry-CTTN. A las 24 horas siguientes se monitorizó la fluorescencia para ambos 

marcadores en células vivas en medio L-15 de Leibovitz suplementado con 10% de FBS. Se seleccionaron 

diferentes ROIs (marcadas por las flechas) con el fin de evaluar la variación de la intensidad de la 

fluorescencia en cada condición experimental. Las emisiones de fluorescencia de ORAI1-GFP (línea verde) 

y de mCherry-CTTN (línea roja) se registraron cada 3 segundos durante 4 minutos, y la variación en su 

intensidad de fluorescencia aparece representada en el panel de la derecha. Barra de escala = 10 μm.  
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3.4. Análisis de la localización de ORAI1 en células que expresan RAC1 inactivo 

Puesto que los resultados anteriores mostraron una acumulación de ORAI1 en 

vesículas intracelulares en células que expresan RAC1-T17N (figura 35), así como una 

disminución de ORAI1 en zonas corticales donde tiene lugar el ruffling de membrana 

(figura 38), nos propusimos estudiar si existe alguna región de acumulación intracelular 

de ORAI1 cuando RAC1 está inactivo. Para ello diseñamos un ensayo de colocalización 

de ORAI1 con diferentes marcadores del transporte vesicular: Sec13a (RE-Golgi), GM-

130 (cis-Golgi), TGN46 (trans-Golgi), EEA1 (endosomas) y LAMP1 (lisosomas). Las células 

que sobre-expresaban Flag-RAC1-T17N se transfectaron con el vector ORAI1-GFP y a las 

24 horas se fijaron con PFA, realizándose a continuación un ensayo de colocalización con 

anticuerpos anti-Sec13a, anti-GM130, anti-TGN46, anti-EEA1 y anti-LAMP1. En la figura 

39 se muestra la localización de ORAI1-GFP en verde en la columna izquierda y la 

localización de los diferentes marcadores de transporte intracelular en rojo (columna 

central), lo cual permite superponer ambas imágenes (merge) y observar la 

colocalización de ORAI1 con estos marcadores en la columna de la derecha. En este 

experimento se aprecia claramente que ORAI1 se acumula en vesículas intracelulares 

cuando RAC1 está inactivo. Además, de los diferentes marcadores analizados, solamente 

GM130 mostró un perfil de localización similar a ORAI1 en células que sobre-expresaban 

RAC1-T17N. De estos resultados se concluye que la inactivación de RAC1 inhibe 

parcialmente la translocación de ORAI1 a la membrana plasmática y que el reservorio 

mayoritario de ORAI1 internalizado se localiza principalmente en el cis-Golgi.  
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Figura 39. Colocalización de ORAI1 con marcadores de transporte intracelular en células que sobre-

expresan RAC1-T17N.  Panel izquierdo: Las células U2OS que expresan de manera estable Flag-RAC1-T17N 

fueron transfectadas para la expresión transitoria de ORAI1-GFP. Las células fueron fijadas a las 24 horas 

de la transfección y se realizó un ensayo de colocalización como se detalla en el apartado de Materiales y 

Métodos con GM130, TGN46, EEA1, LAMP1 y Sec13a. Los anticuerpos secundarios estaban marcados con 

Alexa Fluor 594. En la figura, ORAI1-GFP se muestra en verde (columna izquierda), los marcadores de 

transporte intracelular (GM130, TGN46, EEA1, LAMP1 y Sec13a) se muestran en rojo (columna central) y 

en el panel de la derecha se muestra la superposición de ambos marcadores (merge). La fluorescencia de 

ambos canales se midió sobre la flecha representada en las imágenes de la columna derecha (merge) y 

los resultados se muestran en las gráficas correspondientes. Estas imágenes son representativas de dos 

experimentos independientes (> 20 células por condición). Barra de escala = 10 μm. Panel derecho: Los 

valores de fluorescencia se cuantificaron con el software NIS-Elements AR.  
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Con el fin de profundizar en el papel de la actividad de RAC1 en la localización de 

ORAI1, decidimos analizar si el tratamiento de las células con NSC 23766, un inhibidor 

de RAC1, provocaba la acumulación de ORAI1 en vesículas cis-Golgi de manera similar a 

lo observado en RAC1-T17N. En este caso, las células U2OS fueron transfectadas para la 

expresión transitoria de ORAI1-GFP, tratadas con NSC 23766 50 µM durante 8 horas y 

fijadas con PFA. Posteriormente se realizó un ensayo de colocalización con el anticuerpo 

anti-GM130 en las mismas condiciones experimentales que el anterior ensayo (figura 

39), descrito con detalle en Materiales y Métodos. En la figura 40 se representa el 

resultado de este experimento, mostrándose en verde ORAI1-GFP (imagen izquierda) y 

en rojo el marcador del cis-Golgi GM130 (imagen central). Si se analizan en detalle los 

perfiles de localización de ORAI1 y GM130, se observa que en presencia de NSC 23766, 

ORAI1 se encuentra distribuido de manera más difusa por todo el citoplasma, sin mostrar 

una acumulación evidente y exclusiva en el cis-Golgi, una observación que se confirmó 

al analizar la fluorescencia de ambos canales (ORAI1 en verde y GM130 en rojo, figura 

40, panel derecho). De este resultado se deriva, por una parte, que al inhibir RAC1 con 

NSC 23766 la localización de ORAI1 en vesículas intracelulares no es tan intensa como 

en el caso del mutante RAC1-T17N y, por otro lado, los datos sugieren que la inhibición 

farmacológica de RAC1 no altera el tráfico vesicular entre el RE y Golgi, aunque esta 

observación necesitaría ser confirmada con experimentos complementarios.  

 

Figura 40. Colocalización de ORAI1 con el marcador del cis-Golgi (GM130) tras la inhibición 

farmacológica de RAC1 por NSC 23766. Las células U2OS fueron tratadas con NSC 23766 50 μM durante 

8 horas, posteriormente fueron fijadas y se llevó a cabo un ensayo de colocalización de ORAI1-GFP con 

GM130, marcándose su anticuerpo secundario con Alexa Fluor 594. Panel izquierdo: ORAI1-GFP se 

muestra en verde (imagen izquierda), GM130 en rojo (columna central) y en la imagen de la derecha se 

representó la superposición de ambos marcadores. La fluorescencia de ambos canales se midió sobre la 

flecha representada en la imagen del panel derecho. Las imágenes son representativas de 26 células de 2 

experimentos independientes. Barra de escala = 10 μm. Panel derecho: Los valores de fluorescencia a lo 

largo de la flecha se cuantificaron con el software NIS-Elements AR. 

 

Tras obtener estos resultados nos planteamos si el tráfico vesicular entre el RE y 

Golgi se inhibe al expresar RAC1-T17N en estas células, y si es éste el motivo por el que 

ORAI1 se acumula casi de forma exclusiva en vesículas en estas condiciones. De este 

modo el siguiente paso fue analizar la vía secretora RE-Golgi en células que sobre-

expresan RAC1-T17N. 
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3.4.1. Análisis de la vía secretora mediante la luciferasa Gaussia en células que 

expresan RAC1 inactivo  

 

En este punto del trabajo nuestro objetivo fue determinar si ORAI1 se acumulaba 

en vesículas intracelulares debido a la regulación directa y específica de la actividad de 

RAC1, o si por el contrario esta localización de ORAI1 era consecuencia de que RAC1 

inactivo interrumpe de forma indiscriminada la vía secretora de proteínas en estas 

células. Para determinar si la inhibición de RAC1, tanto en RAC1-T17N como por NSC 

23766, interrumpe la vía secretora, se generaron líneas celulares que expresan de 

manera estable la luciferasa Gaussia en células U2OS WT y Flag-RAC1-T17N siguiendo lo 

descrito en trabajos previos (Badr et al., 2007). Las células que expresan la luciferasa 

Gaussia unida a YFP (Gluc-YFP) se sembraron en placas de 96 multipocillos y se 

incubaron con NSC 23766 50 µM durante 8 horas cuando fue requerido para analizar 

esta condición. Tras 28-30 horas se midió la actividad secretada de Gluc como indicador 

del estado de la vía secretora.  

 

 
 

Figura 41. Estudio del efecto de RAC1-T17N y NSC 23766 sobre la actividad luciferasa de Gaussia 

secretada. Panel izquierdo: Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos en medio DMEM 

suplementado con 10% de FBS. La actividad secretada y la actividad intracelular de la luciferasa de Gaussia 

se midieron tras 28 horas de cultivo (la sobre-expresión de Flag-RAC1-T17N se indujo con doxiciclina 

durante las últimas 22 horas) y el tratamiento con NSC 23766 50 μM se realizó durante las últimas 8 horas 

de cultivo. Los valores mostrados son la media  S.D. a partir de un n = 15 pocillos y de 3 experimentos 

independientes. Las muestras se analizaron con el test estadístico t-Student para muestras 

independientes. (n.s., no significativo) p > 0.05. Panel central: Los niveles de expresión de la proteína 

intracelular Gluc-YFP se evaluaron a partir de lisados celulares mediante inmunoblot utilizando un 

anticuerpo anti-GFP. Panel derecho: Las células se trataron con 5 μg/ml de brefeldina A (BFA) durante 2 y 

4 horas para evaluar la inhibición de la vía secretora en las células como control negativo del experimento. 

 

En la imagen izquierda de la figura 41 se representa la actividad secretada y la 

actividad intracelular de la luciferasa en ausencia y presencia de NSC 23766 y en células 

que sobre-expresan Flag-RAC1-T17N. En ella se observa que la actividad Gluc secretada 

no experimenta cambios significativos cuando RAC1 está inhibido por la mutación T17N 

o por el tratamiento con NSC 23766. A su vez, los niveles de expresión de la proteína de 
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fusión Gluc-YFP se analizaron mediante inmunoblot empleando un anticuerpo anti-GFP. 

En la figura 41 se observa una expresión similar de Gluc-YFP, tanto en células RAC1-T17N 

como en células WT tratadas o sin tratar con NSC 23766. Como control negativo del 

experimento se utilizó brefeldina A, un conocido inhibidor del transporte anterógrado 

RE-Golgi que inhibió la secreción de Gluc tras 2 y 4 horas de tratamiento (figura 41, panel 

derecho). De los resultados obtenidos se concluyó que la inhibición de RAC1, tanto por 

la mutación T17N como por el tratamiento farmacológico con NSC 23766, no afecta a la 

actividad secretora de las células, lo cual permite sugerir que la actividad RAC1 controla 

de forma específica la localización subcelular de ORAI1, ya que estos resultados validan 

el uso de este inhibidor farmacológico y del mutante negativo T17N para investigar el 

papel de RAC1 en la translocación de ORAI1 a zonas de ruffling de la membrana 

plasmática.  

               

3.5. Estudio del papel de RAC1 en la localización subcelular de ORAI1, reorganización 

del citoesqueleto y migración celular  

La alteración en la relación de la localización intracelular-periférica de ORAI1 

modulada por la actividad de RAC1 mediante el empleo de los mutantes G12V y T17N, 

sumado a que RAC1 controla el enriquecimiento de marcadores del frente de migración, 

como CTTN, con los que interacciona ORAI1 tras la estimulación con EGF, nos llevó a 

estudiar una hipotética modulación en la localización de ORAI1 en el frente de migración 

dependiente de la actividad de RAC1. 

 

3.5.1. Análisis de la interacción de la proteína RAC1 en su conformación activa con 

ORAI1  

Para evaluar la actividad de RAC1 en presencia de EGF, se llevó a cabo un ensayo 

de precipitación de RAC1 activo. Para ello, las células U2OS WT se sembraron en medio 

completo (DMEM con 10% de FBS) y se dejaron crecer durante 36 horas. Tras una 

deprivación de suero de 8-10 horas, las células fueron estimuladas con 50 ng/ml de EGF 

durante diferentes tiempos (0-5 min). Con los lisados celulares obtenidos se llevó a cabo 

un ensayo de precipitación de RAC1 activo (RAC1-GTP) con GST-PAK1-PBD, tal y como 

se describe en el apartado de Materiales y Métodos. El análisis del nivel de RAC1-GTP y 

RAC1-total se llevó a cabo mediante inmunoblot utilizando un anticuerpo anti-RAC1 

(figura 42). 
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Figura 42. Evaluación de la actividad de RAC1 en respuesta a la estimulación con EGF. Panel superior: 

Las células U2OS WT se sembraron en medio DMEM completo y, tras la deprivación de suero durante 8-

10 horas, se trataron con 50 ng/ml de EGF durante un tiempo variable de 0-5 min. A partir de los lisados 

obtenidos se analizó la activación endógena de RAC1 (RAC1-GTP) a través de un ensayo de coprecipitación 

con GST-PAK1-PBD (véase el apartado de Materiales y Métodos). Posteriormente, se analizaron mediante 

inmunoblot los niveles de RAC1-GTP y total RAC1 empleando un anticuerpo anti-RAC1 para su 

inmunodetección. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Panel inferior: 

Cuantificación de RAC1 activo en los diferentes tiempos de estimulación. La cuantificación se realizó a 

partir de los resultados de 3 experimentos independientes. 

Al analizar los resultados que se muestran en la figura 42 observamos que RAC1 

se activó en respuesta a EGF en un marco temporal que va de los 30 segundos a 1 minuto 

tras la estimulación, manteniéndose dicha activación en niveles similares en los tiempos 

sucesivos del tratamiento. Para tratar de establecer una relación entre la activación de 

RAC1 y la translocación de ORAI1 al frente de migración, comparamos el tiempo de 

tratamiento con EGF donde se observa el incremento inicial en la activación de RAC1, 

con el tiempo en el que tiene lugar la máxima interacción de ORAI1-CTTN (figura 31). De 

este modo, observamos que la activación de RAC1 se produce en una ventana temporal 

de 30-60 segundos de estimulación con EGF, mientras que el máximo nivel de 

coprecipitación de ORAI1 con CTTN tuvo lugar en el minuto 3 tras el tratamiento con 

EGF. Este resultado, por tanto, apoya la hipótesis de que RAC1 es un activador de la 

translocación y relocalización de ORAI1 a zonas del frente de migración celular a través 

de una ruta de señalización mediada por EGF-RAC1-CTTN-ORAI1. 

Para estudiar esta ruta de señalización se utilizó de nuevo el inhibidor 

farmacológico de RAC1, NSC 23766. La eficiencia de NSC 23766 como inhibidor de RAC1 

tras la estimulación con EGF se analizó mediante la precipitación de RAC1 activo (RAC1-

GTP) en células U2OS WT. En la figura 43 se observa que la cantidad de RAC1 activo 

(RAC1-GTP) tras el tratamiento con EGF disminuyó en respuesta al tratamiento con NSC 

23766, mientras que el nivel endógeno de proteína total no se vio afectado.                                                                     
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Figura 43. Análisis del efecto inhibitorio de NSC 23766 sobre 

la estimulación de RAC1 con EGF. Panel superior: Las células 

U2OS WT se sembraron en medio DMEM completo y, tras una 

deprivación de suero e incubación con NSC 23766 durante 8-

10 horas, se estimularon con 50 ng/ml de EGF durante 3 

minutos. Posteriormente se realizó un ensayo de 

coprecipitación de RAC1-GTP con el complejo GST-PAK-PBD 

para evaluar la cantidad de RAC1 que se activa en respuesta a 

EGF en células en reposo y/o tras el tratamiento con NSC 

23766. Los niveles de RAC1 activo (RAC1-GTP) y RAC1 total se 

analizaron mediante inmunoblot usando un anticuerpo anti-

RAC1. Los blots son representativos de 3 experimentos 

independientes. Panel inferior: La cuantificación de la 

inhibición de RAC1 por NSC 23766 en presencia de EGF se 

realizó mediante el análisis de 3 experimentos independientes. 

Los datos representan la media  S.D.                                         

 

 

Una vez analizada la inhibición de RAC1 tras el tratamiento con NSC 23766, el 

siguiente paso fue estudiar la posible interacción entre RAC1 y ORAI1. Una primera 

aproximación fue determinar si ambas proteínas coprecipitaban en un mismo complejo 

y si esta interacción estaba regulada por la actividad de RAC1. Para ello, se sembraron 

células U2OS WT y se transfectaron para la expresión transitoria de ORAI1-GFP. Las 

células fueron deprivadas de suero e incubadas con NSC 23766 50 µM durante 8-10 

horas y tratadas posteriormente con 50 ng/ml de EGF durante 3 minutos. A 

continuación, se analizó la cantidad de RAC1 endógeno que coprecipitaba con ORAI1 en 

condición de reposo y en respuesta a EGF en presencia y ausencia de NSC 23766. 

En la figura 44 se observa que RAC1 coprecipitó con ORAI1 tras la estimulación de 

las células con EGF, mientras que dicha coprecipitación disminuyó drásticamente tras el 

tratamiento de las células con NSC 23766. Estos resultados sugieren, por tanto, que 

ORAI1-GFP se une al mismo complejo molecular del que forma parte RAC1 activo en 

células estimuladas con EGF.  
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Figura 44. Análisis de la coprecipitación de RAC1 con ORAI1 tras 

la estimulación con EGF. Se sembraron células U2OS WT y se 

transfectaron para la expresión transitoria de ORAI1-GFP. Las 

células se deprivaron de suero y se preincubaron con NSC 23766 

50 μM durante 8 h antes del tratamiento con EGF (50 ng/ml 

durante 3 min) en presencia y ausencia del inhibidor de RAC1. A 

continuación, se llevó a cabo un ensayo de precipitación de 

ORAI1-GFP con una resina de agarosa con afinidad por GFP (GFP-

Trap). El nivel endógeno de RAC1 coprecipitado se evaluó 

mediante inmunoblot utilizando un anticuerpo anti-RAC1 (panel 

superior) y la cantidad de ORAI1-GFP se cuantificó mediante un 

anticuerpo anti-GFP (panel inferior). Los resultados 

corresponden a 3 experimentos independientes procedentes de 

3 cultivos celulares diferentes. 

 

En resumen, de estos resultados se deriva como conclusión que RAC1 se activa en 

respuesta al tratamiento con EGF y que ORAI1 a su vez coprecipita con RAC1, 

perdiéndose dicha interacción cuando RAC1 es inactivado por NSC 23766. En lo que 

respecta al tiempo mínimo necesario de estimulación con EGF, los datos obtenidos fijan 

la activación de la proteína RAC1 en una ventana temporal más rápida que el tiempo 

requerido para una coprecipitación óptima de ORAI1 con diferentes marcadores del 

frente de migración (CTTN, ARP2/3 y CYFIP1). Estos resultados nos permiten hipotetizar 

que RAC1 es un activador de la translocación de ORAI1 al frente de migración celular a 

través de una ruta de señalización mediada por EGF-RAC1-CTTN-ORAI1. 

 

3.5.2. Estudio del efecto de la inhibición de RAC1 sobre la migración celular 

Si recapitulamos los resultados obtenidos hasta el momento, ORAI1 podría estar 

uniéndose a un complejo molecular en zonas de ruffles de membrana cuando RAC1 es 

activado por EGF, por lo que planteamos como hipótesis que la migración celular podría 

ser controlada por la actividad RAC1 y la subsecuente translocación de ORAI1 al frente 

de migración. Esta hipótesis, unida al impacto que provoca la ausencia de ORAI1 en el 

tamaño y direccionalidad de los lamelipodios, nos llevó a analizar cómo afecta la 

inhibición de RAC1 a la migración celular con el fin de establecer una correlación entre 

la actividad de RAC1, ORAI1 y migración celular.  

Para llevar a cabo dicho análisis, se sembraron células U2OS WT en placas 

pretratadas con colágeno como se detalla en el apartado de Materiales y Métodos. Las 

células se trataron con NSC 23766 50 µM durante un mínimo de 8 horas y transcurrido 

ese tiempo se procedió a monitorizar un ensayo de motilidad aleatoria 2D, capturando 

imágenes con el objetivo de campo claro durante 4 horas con una frecuencia de 2 
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minutos entre cada captura. En la figura 45 se muestran las trazas de la migración de las 

células en presencia y ausencia de NSC 23766. 

                     

Figura 45. Ensayo de motilidad en células U2OS WT tratadas con NSC. Se sembraron células U2OS WT 

en placas de 35 mm pretratadas con colágeno. La siembra se llevó a cabo en medio libre de bicarbonato 

Leibovitz’s L-15 suplementado con 10% de suero, en ausencia y presencia de NSC 23766 50 µM durante 

un tiempo mínimo de 8 horas antes de proceder al análisis del ensayo. El ensayo de motilidad celular se 

monitorizó durante 3-4 horas tomando imágenes cada 2 minutos con un objetivo de campo claro. En la 

imagen se muestran las trazas de 20-21 células por condición, correspondiendo el color verde a las células 

tratadas con NSC 23766 y el color negro a las células sin tratamiento.  

En los subapartados que aparecen a continuación se procede a explicar en detalle 

el resultado de cada uno de los parámetros evaluados. 

 

3.5.2.1. Análisis de la inhibición de RAC1 sobre la velocidad de migración celular 

     A través de las imágenes obtenidas durante el ensayo de motilidad de la figura 45 

se analizó la velocidad de migración que presentaban las células en ausencia y presencia 

de NSC 23766, calculándose dicha velocidad a través de la distancia que migra la célula 

en un tiempo determinado. En la gráfica de barras de la figura 46 se representan los 

datos de la velocidad de migración (µm/min), y se observa que la velocidad de migración 

disminuye de forma significativa cuando las células son tratadas con NSC 23766 respecto 

a la situación control.   
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Figura 46. Análisis de la velocidad de migración celular tras la 

inhibición de RAC1. En la imagen se representan los datos 

correspondientes a la velocidad de migración de las células U2OS 

WT tratadas con NSC 23766 (símbolos verdes) o sin tratamiento 

(símbolos negros) a partir de las imágenes obtenidas de los 

ensayos de motilidad. Los datos corresponden a 2 ensayos 

independientes con un mínimo de 36 células por condición. Las 

muestras se analizaron con el test estadístico t-Student para 

muestras independientes. (***) p < 0.001.  

 

 

3.5.2.2. Análisis de la inhibición de RAC1 sobre la distancia acumulada 

     A partir del ensayo de motilidad aleatoria descrito se evaluó también la distancia 

acumulada de las células U2OS WT en presencia y en ausencia del inhibidor 

farmacológico de RAC1. En la figura 47 se representan los resultados a partir de un 

mínimo de 20 células analizadas por condición experimental y se observa una reducción 

significativa en la distancia acumulada de las células que fueron tratadas con NSC 23766 

respecto a la situación control. 

 

Figura 47. Análisis de la distancia acumulada de migración tras la 

inhibición de RAC1. Se representan en gráfica de barras los datos 

correspondientes a la cuantificación de la distancia acumulada (µm) 

de células U2OS WT tratadas con NSC 23766 (color verde) o sin tratar 

(color negro). Los datos se obtuvieron a partir del análisis de 

imágenes obtenidas en ensayos de motilidad y corresponden a 2 

ensayos independientes con un mínimo de 26 células por condición 

(en ausencia y en presencia de NSC 23766). Las muestras se 

analizaron con el test estadístico t-Student para muestras 

independientes. (***) p < 0.001. 

 

3.5.2.3. Análisis del efecto de la inhibición de RAC1 sobre la direccionalidad 

     En la figura 48 se representan los datos correspondientes al estudio del impacto 

de NSC 23766 sobre la direccionalidad celular, y se observa que los valores para la 

direccionalidad son significativamente menores cuando las células fueron tratadas con 

NSC 23766 (0.2) respecto a la condición basal sin tratar (0.6), por lo que se concluye que 

la inhibición de RAC1 afecta a la direccionalidad de la migración.   
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Figura 48. Estudio de la direccionalidad de las células U2OS tras la 

inhibición de RAC1. En la gráfica se representan los datos 

correspondientes a la direccionalidad en células U2OS WT en ausencia 

y en presencia de NSC 23766 (símbolos negros y símbolos verdes, 

respectivamente). Los datos se obtuvieron a partir del análisis de 

imágenes obtenidas en ensayos de motilidad aleatoria y 

corresponden a 2 ensayos independientes con un mínimo de 26 

células por condición experimental. Las muestras se analizaron con el 

test estadístico t-Student para muestras independientes. (***) p < 

0.001. 

 

 

3.5.2.4. Análisis de la inhibición de RAC1 sobre la longitud del frente de migración 

A partir de las imágenes obtenidas en el ensayo de motilidad, se evaluó también 

el efecto de la inhibición de RAC1 con NSC 23766 sobre el tamaño del frente de migración 

y, consecuentemente, en el tamaño de los lamelipodios. En la figura 49 se representa la 

cuantificación de la longitud del frente de migración en ambas condiciones, en donde 

puede observarse que la longitud del frente de migración disminuye en respuesta al 

tratamiento con NSC 23766. Es decir, la inhibición de RAC1 afecta a la longitud del frente 

de avance de las células en migración.                            

                                                                                                                    

Figura 49. Análisis del efecto de NSC 23766 sobre la longitud del 

frente de migración. En la gráfica se representa la cuantificación 

de la longitud del frente de migración de células U2OS WT sin 

tratar (color negro) y tratadas con NSC 23766 (color verde). Los 

datos se obtuvieron a partir del análisis de imágenes de ensayos 

de motilidad y corresponden a 3 experimentos independientes en 

los cuales se analizaron un mínimo de 37 células por condición. Las 

muestras se analizaron con el test estadístico t-Student para 

muestras independientes. (***) p < 0.001.  

 

 

De los resultados obtenidos en este subapartado se concluye, por tanto, que el 

tratamiento de las células U2OS WT con NSC 23766 redujo la velocidad de migración, la 

distancia total acumulada, la direccionalidad y la longitud del frente de migración. Es 

decir, el efecto observado en estos parámetros de migración celular cuando RAC1 es 

inhibido por NSC 23766 se asemeja al observado por la ausencia de ORAI1 en la célula, 

lo cual confirma que RAC1 activo y ORAI1 son esenciales en el frente de migración, 
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donde participan activamente en la formación de lamelipodios necesarios para que se 

establezca un frente polarizado y tenga lugar una migración eficiente. 

 

3.5.3. Inhibición de RAC1: Estudio del efecto en la interacción de ORAI1 con 

marcadores del frente de migración (CTTN y CYFIP1)  

En el punto 2 de este apartado de Resultados se mostró que la estimulación con 

EGF potencia la translocación de ORAI1 al frente de migración, donde interacciona con 

CTTN, CYFIP1 y ARP2/3. Asimismo, también analizamos la interacción de RAC1 con 

ORAI1, la cual se vio potenciada tras la activación de RAC1 con EGF. Estas dos 

observaciones, unido al papel de RAC1 como regulador del citoesqueleto, nos llevaron a 

analizar el efecto de la inhibición de RAC1 en la interacción de ORAI1 con los marcadores 

de frente de migración. Con ello se persigue establecer una relación directa entre la 

actividad de RAC1 y la translocación de ORAI1 al frente de migración. Para ello, se 

cultivaron células U2OS en medio DMEM completo y posteriormente se transfectaron 

para la expresión transitoria de ORAI1-GFP (o el vector vacío) y mCherry-CTTN. Las 

células fueron deprivadas en medio RPMI durante 12 horas y tratadas con NSC 23766 

50 µM y/o 50 ng/ml de EGF, tal y como se ha descrito en experimentos anteriores. Una 

vez obtenidos los lisados celulares, se precipitó ORAI1-GFP y se analizó la cantidad de 

mCherry-CTTN coprecipitada. Posteriormente, se reutilizó la membrana para analizar la 

cantidad de ORAI1-GFP precipitado usando para ello un anticuerpo anti-GFP. En la figura 

50 se observa que la interacción de CTTN con ORAI1 potenciada por la estimulación con 

EGF se pierde cuando las células han sido tratadas con NSC 23766, siendo el nivel de 

coprecipitación de CTTN a ORAI1 en esta condición experimental similar a la situación 

basal. En la imagen derecha de la figura 50 se representan los niveles de proteína total 

para mCherry-CTTN y ORAI1-GFP, analizados mediante inmunoblot gracias al uso de 

anticuerpos anti-CTTN y anti-GFP. 
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Figura 50. Estudio del efecto de la inhibición de RAC1 sobre la interacción de ORAI1 y CTTN en respuesta 

a EGF. Panel izquierdo: Las células U2OS se transfectaron para la expresión transitoria de ORAI1-GFP o el 

vector vacío (GFP-empty) y mCherry-CTTN. Las células se deprivaron en medio RPMI libre de suero 

durante 8-10 horas y fueron estimuladas con EGF 50 ng/ml durante 3 minutos. Cuando correspondió, las 

células se trataron con NSC 23766 50 μM durante 8 horas antes del tratamiento con EGF. ORAI1-GFP se 

precipitó utilizando una resina de agarosa GFP-Trap. La cantidad de mCherry-CTTN unida a ORAI1-GFP se 

evaluó mediante inmunoblot utilizando un anticuerpo anti-CTTN y la cantidad de ORAI1-GFP precipitado 

se evaluó utilizando un anticuerpo anti-GFP. En la imagen inferior del panel se representa en un diagrama 

de barras la cuantificación de CTTN coprecipitada con ORAI1 en las diferentes condiciones 

experimentales. Panel derecho: Los niveles de proteína total de mCherry-CTTN y de ORAI1-GFP se 

evaluaron a partir de lisados celulares totales (WCL). Los inmunoblots son representativos de 3 

experimentos diferentes a partir de 3 lisados independientes.  

Tras haber observado que la inhibición de RAC1 por NSC 23766 reduce el nivel de 

interacción de mCherry-CTTN sobre-expresada con ORAI1, decidimos evaluar también 

el efecto de dicha inhibición en la coprecipitación de ORAI1 con CTTN endógena y CYFIP1 

endógeno. Para ello se sembraron células U2OS ORAI1-KO, se transfectaron para la 

expresión transitoria de ORAI1-GFP y se trataron con EGF y NSC 23766 en las mismas 

condiciones que en el ensayo anterior (figura 50). En la figura 51 se observa que el 

tratamiento con NSC 23766 reduce la coprecipitación de ORAI1 tanto con CYFIP1 como 

con CTTN endógena, lo cual confirmó que RAC1 activo regula la translocación y el 

enriquecimiento de ORAI1 en el frente de avance de células en migración, donde CTTN 

y CYFIP1 participan en la formación de lamelipodios. 
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Figura 51. Análisis del efecto de la inhibición de RAC1 

sobre la interacción de ORAI1 con CYFIP1 y CTTN. Las 

células U2OS fueron transfectadas transitoriamente para la 

expresión de ORAI1-GFP. Tras la deprivación de suero en 

ausencia y presencia de NSC 23766 50 µM durante 10-12 

horas, las células fueron estimuladas con 50 ng/ml de EGF 

durante 3 minutos. ORAI1-GFP se precipitó con una resina 

de agarosa GFP-Trap y las proteínas endógenas CYFIP1 y 

CTTN coprecipitadas fueron analizadas por inmunoblot con 

sus respectivos anticuerpos. La cantidad total de ORAI1-

GFP precipitado se evaluó con un anticuerpo anti-GFP. Los 

inmunoblots son representativos de 3 experimentos 

diferentes a partir de 3 lisados independientes. 

  

3.5.4. Evaluación de ORAI1 en la superficie celular en respuesta a la inhibición de 

RAC1  

Con el fin de poder esclarecer que efectivamente RAC1 activo controla y dirige la 

localización de ORAI1 al frente de migración, decidimos estudiar el efecto de la 

inactivación de RAC1 sobre la translocación de ORAI1 a la superficie celular. Para ello, 

procedimos a realizar un ensayo de biotinilación de proteínas de la superficie celular. Se 

sembraron células U2OS WT y Flag-RAC1-T17N y se transfectaron para la expresión 

transitoria de ORAI1-GFP. Cuando fue necesario, las células WT se incubaron un mínimo 

de 8 horas con NSC 23766 50 µM. Una vez alcanzaron una confluencia óptima para el 

ensayo de biotinilación, las células fueron lavadas y marcadas con un reactivo de biotina 

durante 30 minutos a 4°C como se indica en el apartado de Materiales y Métodos. A 

continuación, se detuvo la reacción de biotinilación mediante una solución quenching y 

se recogieron las células para su posterior lisis. En este punto se tomaron alícuotas de 

los lisados para monitorizar posteriormente los niveles de proteína total. Seguidamente, 

se purificó la fracción de proteínas de superficie celular biotiniladas incubando los 

lisados celulares con una resina de NeutrAvidin con afinidad por biotina. Por último, se 

analizaron los niveles de ORAI1-GFP biotinilado y de ORAI1-GFP total mediante 

inmunoblot empleando para ello un anticuerpo anti-GFP. En la figura 52 se muestra la 

cuantificación del nivel de ORAI1 biotinilado en ausencia y en presencia del inhibidor de 

RAC1, observándose que la cantidad de ORAI1 biotinilado disminuye aproximadamente 

un 50% cuando las células fueron tratadas con NSC 23766. Es decir, la inhibición de RAC1 

tiene un efecto directo en los niveles de ORAI1 que se translocan y se relocalizan a zonas 

de la periferia celular. 



Resultados: Capítulo I 

121 
 

                                                                                                                                                                                                   
Figura 52. Efecto de la inhibición de RAC1 sobre la 

translocación de ORAI1 a la membrana plasmática: 

ensayo de biotinilación. Las células U2OS WT se 

sembraron y se transfectaron para la expresión 

transitoria de ORAI1-GFP, añadiendo al medio de 

cultivo NSC 23766 50 µM 8 horas antes de llevar a cabo 

el ensayo de biotinilación. Para ello, las células se 

lavaron con PBS y se incubaron durante 30 minutos a 

4°C con un reactivo de biotinilación (Sulfo-NHS-SS-

Biotin). La reacción se detuvo mediante la adición de 

una solución quenching, tras lo cual se recogieron las 

células, se lavaron y se lisaron como se detalla en 

Materiales y Métodos. La purificación de las proteínas 

de superficie celular biotiniladas se llevó a cabo con la 

resina de agarosa NeutrAvidin. Los niveles de ORAI1-

GFP biotinilado se analizaron mediante inmunoblot 

empleando un anticuerpo anti-GFP (panel superior). 

Asimismo, también se analizó el nivel de ORAI1-GFP 

total a partir del lisado celular previo a purificar la 

fracción de proteínas biotiniladas (panel central). La 

cuantificación de los resultados de 2 experimentos 

independientes para ambas condiciones se representa 

en la gráfica de barras. Las muestras se analizaron con 

el test estadístico t-Student para muestras 

independientes. (***) p < 0.001.   

 

Del mismo modo se procedió también a evaluar el impacto del mutante negativo 

de RAC1-T17N en la cantidad de ORAI1 biotinilado, es decir, localizado en la superficie 

celular. Los resultados se muestran en la figura 53. En el blot de los niveles de la proteína 

biotinilada y en la cuantificación observamos que los niveles de ORAI1 biotinilado en el 

mutante negativo de RAC1 son similares a los que observamos cuando se inhibió RAC1 

con NSC 23766, es decir, la reducción es aproximadamente del 50%. Ambos resultados 

confirman de esta forma la necesidad de RAC1 activo para que ORAI1 se transloque y se 

enriquezca en la superficie celular.  
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Figura 53. Efecto del mutante inactivo de RAC1 (T17N) 

sobre la translocación de ORAI1 a la membrana 

plasmática: ensayo de biotinilación.  Las células U2OS 

WT y Flag-RAC1-T17N se sembraron y se transfectaron 

para la expresión transitoria de ORAI1-GFP. Tras llevar a 

cabo el ensayo de biotinilación, las células se lavaron con 

PBS y se incubaron durante 30 minutos a 4°C con un 

reactivo de biotinilación (Sulfo-NHS-SS-Biotin). La 

reacción se detuvo mediante la adición de una solución 

quenching, tras lo cual se recogieron las células, se 

lavaron y se lisaron como se detalla en Materiales y 

Métodos. La purificación de las proteínas de superficie 

celular biotiniladas se llevó a cabo con la resina de 

agarosa NeutrAvidin. Los niveles de ORAI1-GFP 

biotinilado se analizaron mediante inmunoblot con un 

anticuerpo anti-GFP (panel superior). Asimismo, el nivel 

de ORAI1-GFP total se analizó a partir del lisado celular 

previo a purificar la fracción de proteínas biotiniladas 

(panel central). La cuantificación de los resultados de 2 

experimentos independientes para ambas condiciones se 

representa en la gráfica de barras. Las muestras se 

analizaron con el test estadístico t-Student para muestras 

independientes. (***) p < 0.001. 

 

De modo complementario a los experimentos realizados, se validó la especificidad 

del ensayo de biotinilación evaluando la presencia de marcadores del citosol y de 

membrana plasmática para confirmar que no hubiera contaminación de componentes 

citosólicos en la fracción biotinilada de proteínas de membrana plasmática. Para ello, se 

analizó mediante inmunoblot la presencia de la proteína p38 MAPK –un marcador 

citosólico– y de la Na+/K+-ATPasa –un marcador de membrana plasmática– a partir de 

las muestras biotiniladas. Como control de especificidad de los anticuerpos utilizados se 

evaluó también el nivel de expresión de estos marcadores en lisados totales. Los 

resultados obtenidos se muestran en la figura 54, observándose en la fracción 

biotinilada la ausencia de p38 MAPK (panel izquierdo) y el enriquecimiento en los niveles 

de Na+/K+-ATPasa a medida que aumentamos el volumen de la muestra analizada (panel 

derecho). Estos resultados confirmaron la pureza de las fracciones utilizadas en el 

ensayo de biotinilación y la validación de su uso para analizar la cantidad de ORAI1 

presente en la superficie celular en respuesta a la inhibición de RAC1. 
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Figura 54. Evaluación de marcadores citosólicos y de membrana plasmática en la fracción biotinilada. 

Las células U2OS fueron sembradas y transfectadas para la expresión transitoria de ORAI1-GFP. Cuando 

alcanzaron una confluencia óptima se llevó a cabo un ensayo de biotinilación como se describe en el 

apartado de Materiales y Métodos. Como control para determinar la eficiencia de dicho ensayo, se 

procedió a analizar los niveles de marcadores del citosol y de la membrana plasmática mediante 

inmunoblot a partir de las muestras biotiniladas (en volúmenes crecientes). En la imagen izquierda se 

muestra el blot correspondiente al análisis de p38 MAPK (marcador citosólico). En el blot de la derecha 

aparecen representados los resultados relativos a la Na+/K+-ATPasa (marcador de membrana plasmática). 

Como control de especificidad de los anticuerpos empleados se evaluó la expresión de ambas proteínas 

en lisados totales (primera calle de cada blot).  

 

3.5.5. Evaluación de la inhibición de RAC1 en la actividad del canal de calcio ORAI1  

Dado que ORAI1 es un mediador de SOCE y que RAC1 regularía su enriquecimiento 

en el frente de migración, región donde el influjo de Ca2+ extracelular es crítico para el 

avance de las células y el ruffling de membrana, decidimos evaluar el efecto de la 

inhibición de RAC1 sobre SOCE mediante la medida del influjo de Ca2+ extracelular. La 

medida de SOCE se llevó a cabo siguiendo el protocolo estándar que se detalla en el 

apartado de Materiales y Métodos. En la figura 55 se representa la cuantificación del 

incremento del ratio F340/F380 tras la adición del Ca2+ extracelular. En el panel 

izquierdo aparece la cuantificación relativa al análisis de las células U2OS WT en 

ausencia y en presencia de NSC 23766, mientras que el panel de la gráfica derecha se 

representan los resultados del análisis de las células U2OS Flag-RAC1-WT y Flag-RAC1-

T17N. 
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Figura 55. Medida de SOCE en células U2OS WT, U2OS Flag-RAC1 WT y U2OS Flag-RAC1-T17N. Las células 

se sembraron en medio DMEM completo y, cuando fue necesario, se trataron con NSC 23766 en el mismo 

medio durante 10-12 horas antes de la medida. Para evaluar SOCE, las células WT (con y sin tratamiento 

con NSC 23766, gráfica izquierda) y las células que sobre-expresan Flag-RAC1-WT o Flag-RAC1-T17N 

(gráfica derecha) se cargaron con fura-2 AM y se les añadió Tg 1 µM en medio HBSS libre de Ca2+ seguido 

de la adición de Ca2+ extracelular. El incremento del ratio F340/F380 se monitorizó por epifluorescencia 

como se describe en Materiales y Métodos. En la gráfica se representa la cuantificación del incremento 

del ratio F340/F380 en los 90 segundos posteriores a la adición de Ca2+ extracelular en las diferentes 

condiciones analizadas. Los datos corresponden a dos ensayos independientes y se analizaron con el test 

estadístico t-Student para muestras independientes. (***) p < 0.001.   

 

Los resultados indican que, ya sea a través del tratamiento con un inhibidor 

farmacológico o empleando un mutante negativo de RAC1 (RAC1-T17N), la inhibición de 

RAC1 provoca una reducción en el influjo de Ca2+ extracelular. Este resultado se puede 

explicar por la disminución del nivel de ORAI1 que se localiza en la superficie celular 

como consecuencia de la inhibición de RAC1, ya que ORAI1 es funcionalmente activo 

cuando se encuentra en la membrana plasmática. De este modo, una disminución del 

nivel de ORAI1 activo explicaría que haya una ralentización en la velocidad de entrada 

de Ca2+ extracelular y en la velocidad de migración, siendo ambos resultados un efecto 

directo de la inhibición de RAC1.   

En resumen, los resultados observados nos permiten concluir que ORAI1 tiene un 

papel crítico en la migración celular e invasividad, ya que la menor polarización y 

persistencia en la migración, así como la menor diseminación de las células ORAI1-KO 

en las larvas de pez cebra, son consecuencia directa de la ausencia de ORAI1. A su vez, 

ORAI1 interacciona en el frente de migración con CTTN, CYFIP1 y ARP2/3, marcadores 

del frente de avance celular que participan en la reorganización del citoesqueleto y la 

formación de lamelipodios necesarios para una migración eficiente. Por último, la 

translocación de ORAI1 al frente de migración está regulada por la actividad de RAC1 y 

es potenciada por el factor de crecimiento epidérmico (EGF), lo cual sugiere que cuando 
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ORAI1 se encuentra activo en la membrana plasmática forma parte del complejo 

molecular que controla y modula la migración celular.  
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En el Capítulo I se ha analizado el papel de ORAI1 en el frente de migración celular 

y se ha determinado que la translocación de ORAI1 al frente de migración está regulada 

por la actividad de RAC1. El siguiente paso en este trabajo fue determinar 

modificaciones postraduccionales de ORAI1 que pudieran modular la actividad del canal.  

Modificación postraduccional de ORAI1: La fosforilación 

     La fosforilación es una modificación postraduccional que consiste en añadir un 

grupo fosfato al grupo hidroxilo de serinas, treoninas o tirosinas (entre otros residuos). 

La fosforilación es un mecanismo predominante de transducción intracelular y 

señalización en respuesta a estímulos extracelulares (Manning, Whyte, et al., 2002). La 

gran mayoría de residuos fosforilados que se han identificado mediante estudios de 

fosfoproteómica corresponden a serina y treonina, constituyendo aproximadamente el 

90% del total (Ubersax & Ferrell, 2007). En lo que respecta a la funcionalidad y 

conservación en los sitios de fosforilación, se ha descrito que la conservación evolutiva 

en el caso de los residuos de serina y treonina es mayor que la de los sitios de tirosina. 

Los residuos no fosforilados de serina y treonina muestran, por otra parte, una evolución 

más dinámica que la de estos mismos residuos fosforilados, lo cual sugiere que una 

mayor conservación evolutiva podría estar sujeta a una restricción funcional (S. C. Chen 

et al., 2010).   

     De manera general, las fosfoproteínas suelen estar presentes en pequeñas 

cantidades, fosforilándose además solamente una pequeña porción de su secuencia. A 

ello hay que sumar que la fosforilación es un proceso transitorio y dinámico, de manera 

que se pueden encontrar proteínas cuya fosforilación fluctúa a lo largo del ciclo celular 

y otras proteínas que solamente son fosforiladas en respuesta a estímulos específicos 

en unas condiciones determinadas (Lin et al., 2010). Estas particularidades en cuanto al 

dinamismo y la relevancia fisiológica temporal de la fosforilación hacen necesaria la 

existencia de métodos y herramientas con una alta sensibilidad para su detección 

(Cohen, 2000). Tradicionalmente, la fosforilación de proteínas se ha estudiado mediante 

diversos métodos bioquímicos, como el marcaje in vivo, el mapeo de fosfopéptidos, 

ensayos de la actividad de quinasas asociada a la purificación de proteínas o mediante 

el análisis de fosfoaminoácidos (Johnson & Hunter, 2005). El empleo de estas técnicas, 

por lo general, es laborioso y sólo permite focalizar el estudio de la fosforilación en 

proteínas individuales. Gracias al avance metodológico en las últimas dos décadas y el 

desarrollo de métodos de alto rendimiento, como la espectrometría de masas, en la 

actualidad es posible abordar el estudio de la fosforilación de proteínas a una escala más 

global (Lin et al., 2010). 

     Con respecto a la fosforilación de ORAI1, sólo se ha descrito hasta la fecha que la 

proteína es fosforilada en los residuos Ser27 y Ser30 por la enzima PKCß (Kawasaki et 

al., 2010) y en la Ser34 por PKA (Zhang et al., 2019). Kawasaki y cols. observaron que la 
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sustitución de la proteína endógena por la proteína mutada a alanina en ambos residuos 

(ORAI1-S27A/S30A), simulando así una desfosforilación constitutiva de estos residuos, 

producía un incremento en SOCE y CRAC, por lo que sugirieron que la fosforilación de la 

Ser27 y Ser30 podría regular la interacción de ORAI1 con STIM1 y la apertura del canal. 

En lo referente a la Ser34 de ORAI1, se ha observado que su fosforilación por PKA induce 

la inactivación del canal dependiente de Ca2+ (CDI, Ca2+-dependent inactivation) (Zhang 

et al., 2019). 

     Como punto de partida en nuestro estudio de la fosforilación de ORAI1 se llevó a 

cabo un análisis de espectrometría de masas en colaboración con el Medical Research 

Council-Protein Phosphorylation and Ubiquitylation Unit (MRC-PPU) de la Universidad 

de Dundee (Reino Unido), con el fin de identificar el mapa de residuos fosforilados de 

ORAI1. Para ello, se generó una línea celular HEK293 FLp-In T-REx para la expresión 

inducible de Flag-ORAI1 bajo un promotor sensible a tetraciclinas. Las células HEK293 

Flag-ORAI1 se sembraron en medio DMEM completo con suero y tras alcanzar la 

confluencia deseada (60-70%) se procedió a la lisis celular. Posteriormente se purificó 

Flag-ORAI1 mediante un ensayo de pull-down y la muestra se sometió a electroforesis 

en gel de poliacrilamida. El gel fue teñido con azul de Coomassie y siguiendo el protocolo 

que se detalla en el apartado de Materiales y Métodos se llevó a cabo la digestión de la 

proteína (Flag-ORAI1) con las proteasas tripsina, Asp-N y Lys-N (figura 56).  

 

      
 

Figura 56. Digestión de Flag-ORAI1 con diferentes proteasas para el posterior análisis mediante 

espectrometría de masas. Las células HEK293 que sobre-expresan Flag-ORAI1 se cultivaron en medio 

completo con suero y con doxiciclina para inducir la expresión de Flag-ORAI1. Las células se lisaron y 

posteriormente se realizó la purificación de Flag-ORAI1 mediante un ensayo de pull-down (Flag). A partir 

del gel de poliacrilamida, el cual fue teñido con azul de Coomassie, se llevó a cabo el recorte de las bandas 

mostradas con recuadros, y la digestión proteica de los fragmentos de gel con tripsina (fragmentos 1 y 2), 

la proteasa Asp-N (fragmentos 3 y 4) y la proteasa Lys-N (fragmentos 5 y 6), los cuales fueron analizados 

posteriormente mediante espectrometría de masas.  
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Los péptidos resultantes se sometieron a cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas (LC-MS, Liquid chromatography–mass spectrometry) con 

barrido de iones en un espectrómetro de masas Q-Trap, lo que permitió identificar una 

serie de residuos fosforilados en la secuencia de ORAI1 (figura 57).  

 

El perfil de fosforilación de ORAI1 obtenido mediante el análisis Q-Trap indicó la 

presencia de fosfo-residuos en las serinas 12, 13 y 34 en el fragmento resultante de la 

digestión por tripsina y de la treonina 51 cuando la proteína fue digerida por Asp-N. Por 

otro lado, la treonina 295, la serina 298 y la tirosina 300 fueron identificados como fosfo-

residuos en los péptidos obtenidos en los tres tipos de digestión realizados (tripsina, 

Asp-N y Lys-C).  

 

 
 

Figura 57. Mapa de residuos fosforilados en la proteína ORAI1 obtenidos mediante análisis de 

espectrometría de masas (MS). Se representa la secuencia de la proteína ORAI1 humana y en rojo se 

marcan los fosfo-residuos encontrados mediante análisis de espectrometría de masas: serina 12, serina 

13, treonina 23, serina 34, treonina 51, treonina 295, serina 298 y tirosina 300.  

 

     Este resultado es similar al obtenido por otros trabajos de espectrometría de 

masas realizados a gran escala (no dirigidos frente a una única proteína), como revela la 

base de datos sobre modificaciones postraduccionales PhosphoSitePlus (figura 58). En 

los diferentes análisis publicados de forma previa, y siempre según esta base datos, el 

mayor número de referencias publicadas indica que los residuos de ORAI1 potenciales 

de ser fosforilados son la treonina 295 (Thr295), la serina 298 (Ser298) y tirosina 300 

(Tyr300). De nuevo hay que indicar que estos resultados derivan de estudios diseñados 

a partir de tejidos o células en cultivo sin aislamiento expreso de ORAI1, sino que se ha 

analizado el proteoma conocido en su conjunto, no existiendo datos previos de trabajos 

dirigidos a ORAI1 de forma específica. Por otra parte, es preciso indicar que no se ha 

descrito en la literatura científica función alguna para la secuencia de ORAI1 que 

comprende los residuos 295-301 del C-terminal (TPGSHYA) (Lunz et al., 2019). Todo ello 

nos llevó, por tanto, a abordar el estudio de la fosforilación de ORAI1 en los residuos de 

treonina 295, serina 298 y tirosina 300. 

 



Resultados: Capítulo II 

132 
 

 

 
Figura 58. Mapa de residuos de ORAI1 fosforilados y número de referencias que han descrito dicha 

fosforilación. Los sitios de fosforilación para ORAI1 descritos en la bibliografía se sitúan en el extremo N-

terminal, donde ya se ha descrito in vitro la fosforilación para las serinas 27, 30 y 34; y en el extremo C-

terminal, donde se han descrito los residuos de treonina 295, serina 298 y tirosina 300 en análisis de 

espectrometría de masas a gran escala o de alto rendimiento (HTP, High-throughput), pero poca 

sensibilidad. Fuente de la imagen (PhosphoSitePlus.org). 

 

Para llevar a cabo este trabajo se emplearon células de osteosarcoma U2OS que 

sobre-expresan ORAI1 WT u ORAI1 mutado en estos residuos para simular una 

desfosforilación o fosforilación constitutiva: T295A/S298A, Y300F (desfosforilación 

constitutiva) y T295E/S298E y Y300E (fosforilación constitutiva). A lo largo de este 

capítulo se abordará, consecutivamente, (1) el estudio del posible papel de la 

fosforilación de estos residuos en la actividad del canal de Ca2+ ORAI1, (2) la detección 

in vivo de la fosforilación de la proteína mediante inmunoblot y (3) el estudio de la 

distribución subcelular de ORAI1 fosforilado mediante ensayos de inmunolocalización. 

 

1. Función de los residuos Thr295, Ser298 y Tyr300 en la actividad del 

canal ORAI1 

 

Para abordar el estudio de la función de los residuos Thr295, Ser298 y Tyr300 

analizamos cómo afecta la mutación de estos residuos a la actividad del canal ORAI1. 

Para ello se generaron mediante transducción retroviral las líneas celulares U2OS que 

sobre-expresan de manera estable Flag-ORAI1-WT, así como las mutaciones en los 

residuos que simulan una desfosforilación constitutiva, Flag-ORAI1-(T295A/S298A) y 

Flag-ORAI1-Y300F, o bien una fosforilación constitutiva: Flag-ORAI1-(T295E/S298E) y 

Flag-ORAI1-Y300E. Todo ello se realizó sobre células ORAI1-KO para evitar interferencias 

de la proteína endógena en nuestros análisis. 
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A continuación, se analizó la expresión de estas proteínas recombinantes 

mediante inmunoblot. Para ello, las células se sembraron en medio DMEM completo 

durante 36 horas, procediéndose a su lisis una vez alcanzada una confluencia óptima. 

Posteriormente se analizó el nivel de expresión de ORAI1 en las diferentes líneas 

celulares empleando para ello un anticuerpo anti-Flag. Por un lado, se compararon 

conjuntamente los niveles de expresión de Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-(T295A/S298A) 

y Flag-ORAI1-(T295E/S298E), tal y como puede observarse en el panel izquierdo de la 

figura 59. Por otra parte, en el panel de la derecha de esa misma figura se muestra la 

expresión de Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-Y300F y Flag-ORAI1-Y300E. En ambos casos se 

observó un nivel de expresión uniforme de ORAI1 entre la línea WT y las líneas mutantes, 

resultado que validó el empleo de estas líneas celulares como modelo experimental en 

los ensayos de medida de entrada de Ca2+ extracelular que se muestran a continuación. 

En la detección de ORAI1 mediante inmunoblot observamos una multibanda como 

consecuencia de la glicosilación ramificada en el residuo Asn223 (Gwack et al., 2007). 

Este resultado también ha sido observado por otros autores, como Dörr y cols., cuando 

analizaron que el patrón de ORAI1 mediante inmunoblot presentaba un perfil de bandas 

múltiples de peso molecular variable en función del tipo de célula (Dörr et al., 2016). 

 
Figura 59. Análisis de la expresión de Flag-ORAI1 en las diferentes líneas celulares generadas. Se evaluó 

el nivel de expresión de ORAI1 WT y ORAI1 mutado en los residuos Thr295, Ser298 y Tyr300 en las líneas 

ORAI1-KO. Las células se sembraron en medio DMEM completo y se mantuvieron en cultivo un mínimo 

de 36 horas antes de proceder a su lisis. Panel izquierdo: Nivel de expresión en las líneas que sobre-

expresan Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-(T295A/S298A) y Flag-ORAI1-(T295E/S298E). Panel derecho: Niveles 

de expresión en las líneas que sobre-expresan Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-Y300F y Flag-ORAI1-Y300E. La 

expresión de ORAI1 se determinó empleando un anticuerpo anti-Flag. Como control negativo se utilizó la 

línea celular U2OS que sobre-expresa únicamente el péptido Flag.  

 

1.1. Análisis del papel de la fosforilación de Thr295 y Ser298 en la actividad del canal 

ORAI1 

Con el fin de dilucidar si existe una regulación de la actividad de ORAI1 mediada 

por la fosforilación de los residuos Thr295 y Ser298, se llevaron a cabo medidas de 

entrada de Ca2+ extracelular inducida por la depleción de depósitos a través de la 

estimulación con ATP y carbacol (CCh). Para ello, se trabajó con las líneas indicadas 
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anteriormente, que sobre-expresan ectópicamente Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-

(T295A/S298A) y Flag-ORAI1-(T295E/S298E) de manera estable sobre la línea ORAI1-KO.  

     ATP y carbacol estimulan, respectivamente, a los receptores purinérgicos P2Y y a 

los receptores muscarínicos, ligados ambos a proteínas G, lo cual activa la entrada de 

Ca2+ en la célula operada por el vaciado de depósitos (SOCE) a través de la activación de 

IP3R (Gordienko & Zholos, 2004; Kobayashi et al., 1989; North & Barnard, 1997). La 

medida del influjo de Ca2+ se llevó a cabo siguiendo el protocolo estándar que aparece 

detallado en Materiales y Métodos. Las células se sembraron en cubres pretratados con 

colágeno, manteniéndose en cultivo un mínimo de 36-48 horas. Se deprivaron de suero 

durante 12 horas en medio RPMI libre de FBS y 1 hora antes de iniciar la medida las 

células se cargaron con fura-2 AM durante 60 min, procediéndose inmediatamente 

después a lavar las células en medio HBSS libre de Ca2+ y a monitorizar la actividad del 

canal mediante microscopía de epifluorescencia (Figura 60). A los dos minutos del inicio 

de la medida, las células se trataron con ATP (100 µM) y carbacol (100 µM) para inducir 

el vaciado de los depósitos intracelulares de Ca2+ y una vez se restauraron los niveles de 

Ca2+ libre citosólico, las células se lavaron con medio HBSS libre de Ca2+ (minuto 4). Dos 

minutos más tarde, se añadió al medio extracelular CaCl2 2 mM (minuto 6). La 

cuantificación de la entrada de Ca2+ extracelular tras la depleción de depósitos 

intracelulares se representa en la figura 60.  

 
Figura 60. Análisis de la entrada de Ca2+ extracelular tras la depleción de depósitos inducida por la 

estimulación con ATP y carbacol. Para evaluar la entrada de Ca2+, las células U2OS ORAI1-WT (negro), 

ORAI1-(T295A/S298A) (azul) y ORAI1-(T295E/S298E) (rojo) se cultivaron en cubres pretratados con 

colágeno y se deprivaron en medio RPMI libre de suero durante 12 horas. Una hora antes de iniciar la 

medida se cargaron con fura-2 AM. Seguidamente, las células se lavaron en medio HBSS libre de Ca2+, a 

los 2 min se añadió ATP (100 µM) + CCh (100 µM) en el mismo medio (minuto 2) y 2 min después las 

células se lavaron con medio HBSS libre de Ca2+ (minuto 4). Dos minutos más tarde se añadió CaCl2 2 mM 

al medio extracelular (minuto 6). En la gráfica de la derecha se representa la cuantificación media del 

incremento del ratio F340/F380 en los 60 segundos posteriores a la adición de Ca2+ extracelular en las 
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diferentes condiciones analizadas. Los datos representan la media de 3 ensayos independientes por 

condición experimental (n = 33, células WT; n = 35, células T295A/S298A; n = 26, células T295E/S298E). 

 

En los resultados se observó un mayor incremento de SOCE cuando la línea celular 

expresa la proteína con la doble mutación a alanina [ORAI1-(T295A/S298A)]. Por el 

contrario, en células que expresaban la doble mutación que mimetizaría un estado 

constitutivamente fosforilado [ORAI1-(T295E/S298E)] los valores del ratio F340/F380 en 

la entrada de Ca2+ se encontraban en un rango similar al de las células que expresaban 

la proteína nativa (Flag-ORAI1-wild type) (figura 60). 

 

1.2. Análisis del papel de la fosforilación de la Tyr300 en la actividad del canal ORAI1 

 

A continuación, evaluamos la actividad del canal en los estados fosforilado y 

desfosforilado de la proteína ORAI1 en el residuo Tyr300. Siguiendo la misma 

metodología que se detalla en el apartado anterior, se llevaron a cabo medidas de influjo 

de Ca2+ inducido por el vaciado de depósitos con ATP (100 µM) y CCh (100 µM) en las 

líneas que expresan de manera estable Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-Y300F y Flag-ORAI1-

Y300E. En la figura 61 se representa la cuantificación de SOCE en cada una de las líneas 

analizadas. En este caso, no se aprecian diferencias significativas en la entrada de Ca2+ 

extracelular en la línea que simula una desfosforilación (Flag-ORAI1-Y300F), ni al 

expresar la mutación que emula un estado constitutivamente fosforilado (Flag-ORAI1-

Y300E), un resultado que podría indicar que la fosforilación de este residuo no participa 

en la regulación funcional del canal. 

   
Figura 61. Análisis de SOCE inducida por la estimulación con ATP y carbacol. Para evaluar la entrada de 

Ca2+, las células U2OS ORAI1-WT (negro), ORAI1-Y300F (azul) y ORAI1-Y300E (rojo) se cultivaron en 

cubreobjetos pretratados con colágeno y se deprivaron en medio RPMI libre de FBS durante 12 horas. 

Una hora antes de iniciar la medida, las células se cargaron con fura-2 AM y posteriormente se llevó a 

cabo la medida de SOCE tal y como se indica en la figura 60. En la gráfica de la derecha se representa la 

media del incremento del ratio F340/F380 en los 60 segundos posteriores a la adición de Ca2+ extracelular 
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en las diferentes condiciones analizadas. Los datos representan la media de 3 ensayos independientes por 

condición experimental (n = 33, células WT; n = 28, células Y300F; n = 24 células Y300E). 

 

     En base a los resultados obtenidos en este apartado, concluimos que la inhibición 

de la fosforilación de los residuos Thr295 y Ser298 (T295A/S298A) induce un aumento 

en la entrada de Ca2+ en las células. Sin embargo, cuando se mimetiza la fosforilación 

constitutiva de estos residuos (T295E/S298E), el canal se comporta de forma similar al 

WT. En el caso del residuo Tyr300, no se observó una variación significativa ni al inhibir 

la fosforilación (Y300F) ni cuando la célula expresa la mutación que emula su 

fosforilación constitutiva (Y300E). Estos datos nos llevaron a centrarnos, de aquí en 

adelante, en el estudio del papel de la fosforilación de los residuos Thr295 y Ser298. 

 

2. Determinación de la fosforilación de ORAI1 en los residuos Thr295 y 

Ser298 mediante anticuerpos 
 

El siguiente paso fue analizar la regulación de la fosforilación de ORAI1 en estos 

residuos generando anticuerpos específicos frente a fosfo-Thr295 y fosfo-Ser298 y 

llevando a cabo ensayos de inmunoblot.  

 

2.1. Generación de anticuerpos específicos para el reconocimiento de los residuos 

Thr295 y Ser298 fosforilados 

 

Para la generación de estos anticuerpos se contó con la colaboración del MRC-PPU 

y la Division of Signal Transduction and Therapy (DSTT) de la Universidad de Dundee 

(Reino Unido), que generó los anticuerpos policlonales aquí descritos. Una vez obtenidos 

los anticuerpos se validó su especificidad mediante la detección de los residuos de 

ORAI1 fosfo-Thr295 y fosfo-Ser298 in vivo. Para ello, se trabajó con las células U2OS 

transfectadas de modo estable para la expresión inducible con doxiciclina de ORAI1-WT-

GFP y la doble mutación a alanina de estos residuos, ORAI1-(T295A/S298A)-GFP, como 

control negativo. Las células se sembraron en medio DMEM completo y se mantuvieron 

un mínimo de 36-48 horas en cultivo. A partir de los lisados obtenidos se analizó la 

fosforilación de Thr295 y Ser298 mediante inmunoblot. Como control del experimento, 

se analizaron los niveles de la proteína ORAI1-GFP con un anticuerpo anti-GFP, tal y 

como se indica en la figura 62.  
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Figura 62. Detección de ORAI1 fosforilado 

en los residuos Thr295 y Ser298. Las células 

U2OS se sembraron en medio DMEM 

completo y se mantuvieron en cultivo un 

mínimo de 36-48 horas. Como control 

negativo se utilizó la línea que simula una 

desfosforilación constitutiva, ORAI1-

(T295A/S298A)-GFP. Para detectar ORAI1 

fosforilado en la Thr295 (fosfo-Thr295, panel 

superior) y Ser298 (fosfo-Ser298, panel 

central), se utilizaron 45 µg de proteína de 

lisado total y los anticuerpos específicos 

contra estos residuos fosforilados. El nivel de 

proteína total (ORAI1-GFP) se analizó 

utilizando un anticuerpo específico anti-GFP 

(panel inferior). 

      

 

En la figura 62 se observa que los anticuerpos generados son específicos para 

reconocer los residuos Thr295 y Ser298 fosforilados, ya que no presentan reactividad 

frente a la proteína ORAI1-T295A/S298A. Es preciso indicar, además, que la detección 

de la banda inmunorreactiva de ORAI1 fosforilado en estos residuos corresponde a la 

banda superior (peso molecular situado entre los marcadores 72-95 kDa) de la 

multibanda observada en la proteína total (56-95 kDa), es decir, la forma fosforilada es 

probablemente la que contiene un mayor árbol glicosídico. 

 

2.2. Modulación del nivel de fosforilación de ORAI1 

La fosforilación de ORAI1 en los residuos Thr295 y Ser298 observada en la figura 

62 se detectó en células que habían sido cultivadas en medio completo con FBS. El 

siguiente paso en nuestro estudio consistió en buscar algún estímulo que modulara el 

nivel de fosforilación de estos residuos.   

 

2.2.1. Modulación de la fosforilación de ORAI1 por EGF 

Una de las estrategias que nos propusimos fue analizar si la fosforilación de los 

residuos Thr295 y Ser298 se encuentra modulada por EGF, con el fin de determinar si 

existe una correlación entre la translocación de ORAI1 a la membrana plasmática 

controlada por la actividad de RAC1 y el aumento de la fosforilación del canal en estos 

residuos. Para ello, se sembraron células U2OS FLp-In T-REx que expresaban ORAI1-WT-

GFP de manera inducible por doxiciclina, empleando como control negativo de la 

fosforilación la línea que expresa el doble mutante a alanina, ORAI1-(T295A/S298A)-

GFP. Las células se deprivaron de suero durante 8-10 horas y se trataron con EGF 50 
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ng/ml durante 5 minutos. Posteriormente, se analizó mediante inmunoblot la 

fosforilación de ORAI1 en los residuos Thr295 y Ser298 utilizando los anticuerpos 

específicos anti-fosfo-Thr295 y anti-fosfo-Ser298 (figura 63). El nivel de expresión de 

ORAI1 total se analizó mediante un anticuerpo anti-GFP y el nivel de carga de proteína 

total con un anticuerpo anti-GAPDH. Por otra parte, se monitorizó la estimulación de las 

células con EGF evaluando los niveles de fosforilación de ERK1/2, ya que EGF activa, 

entre otras, la ruta de las quinasas MAPK (figura 63).    

 

Figura 63. Análisis de la fosforilación de la 

Thr295 y Ser298 (ORAI1) en respuesta a la 

estimulación con EGF. Las células U2OS que 

sobre-expresaban ORAI1-WT-GFP y la doble 

mutación a alanina, ORAI1-(T295A/S298)-

GFP, se sembraron en medio completo 

durante 36-48 horas, se deprivaron en 

medio RPMI libre de suero durante 8-10 

horas y fueron posteriormente estimuladas 

con EGF 50 ng/ml durante 5 minutos. Para 

evaluar el nivel de fosforilación de ORAI1 en 

la Thr295 y Ser298 se emplearon 45 µg de 

proteína de lisado total, utilizando los 

anticuerpos anti-fosfo-Thr295 y anti-fosfo-

Ser298. Con un anticuerpo anti-GFP se 

evaluó el nivel de expresión total de ORAI1-

GFP. El nivel de fosfo-ERK1/2 se evaluó para 

monitorizar la estimulación con EGF, así 

como los niveles de ERK1/2 total y de 

GAPDH (20 µg de proteína por calle). Los 

inmunoblots son representativos de 3 

experimentos diferentes a partir de 3 

lisados independientes. 

 

Al analizar los resultados que se muestran en la figura 63, observamos que la 

fosforilación de ORAI1 en estos residuos no se modula en respuesta a la estimulación 

con EGF, pues no se aprecia ninguna variación en el nivel de fosforilación, ni en reposo 

(células deprivadas de suero), ni tras la estimulación de las células. Esto nos sugirió, por 

un lado, que ORAI1 podría presentar un nivel basal de fosforilación en ambos residuos 

constitutivamente alto. Por otra parte, no parece existir una fosforilación regulada por 

RAC1 a través de EGF, resultado que nos condujo a explorar otros posibles mecanismos 

en la modulación de la fosforilación de ORAI1. 
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2.2.2. Análisis de la fosforilación de ORAI1 en la Thr295 y Ser298 en relación con la 

actividad del canal  

 

Una vez observado que no existe un efecto modulador de la fosforilación de ORAI1 

a través de la ruta de EGF, nos planteamos otras posibles vías para abordar su estudio. 

Hemos mostrado en la figura 60 que cuando las células expresan la doble mutación a 

alanina [ORAI1-(T295A/S298A)], hay un incremento en SOCE inducida por ATP y 

carbacol. Ello nos llevó a plantearnos si existe una relación directa entre la fosforilación 

de ORAI1 en estos residuos y la actividad del canal. Por un lado, se conoce que el residuo 

Glu106 de ORAI1 confiere selectividad del ion Ca2+ en el poro del canal, y que la mutación 

de este residuo a alanina (E106A) inhibe el transporte de Ca2+ a través del canal ORAI1 

(Vig, Beck, et al., 2006; Yeromin et al., 2006). Por otra parte, la mutación V102C conduce 

a una apertura constitutiva del canal (McNally et al., 2012). Por lo tanto, seleccionamos 

estos mutantes de ORAI1 para estudiar si existe una relación directa entre la actividad 

del canal y el estado de fosforilación de ORAI1 en los residuos Thr295 y Ser298.  

 

Para realizar el ensayo, las células U2OS ORAI1-KO se sembraron en medio DMEM 

completo y se transfectaron para la expresión transitoria de Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-

E106A, o Flag-ORAI1-V102C. Las células se mantuvieron en cultivo 36-48 horas y a 

continuación se procedió a su lisis para monitorizar la eficiencia de la transfección y la 

expresión de Flag-ORAI1 en las diferentes líneas celulares. En la figura 64 se observa que 

el nivel de expresión de Flag-ORAI1 fue similar en la línea WT y en las células que 

expresan el mutante constitutivamente inactivo del canal (E106A). En cambio, no se 

detectó apenas expresión del mutante activo de ORAI1 (V102C). Con respecto a la baja 

expresión del mutante V102C, es preciso indicar que a medida que aumentó el número 

de horas en cultivo tras la transfección transitoria, las células presentaron un mayor 

porcentaje de muerte en comparación con las líneas celulares ORAI1-WT y ORAI1-E106A. 

Esta observación nos lleva a pensar que las células presentan un umbral bajo de 

tolerancia a la expresión del canal ORAI1 constitutivamente activo (V102C), y que debe 

ser tóxico para la célula un nivel alto y prolongado de actividad de este canal de Ca2+. 

Debido a que no es posible igualar el nivel de expresión de Flag-ORAI1-V102C y Flag-

ORAI1-WT, descartamos la posibilidad de estudiar el nivel de fosforilación de este 

mutante en los residuos Thr295 y Ser298. 
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Figura 64. Análisis de la expresión de ORAI1-WT, ORAI1-E106A (canal inactivo) y ORAI1-V102C (canal 

activo).  Las células U2OS ORAI1-KO se sembraron en medio DMEM completo y se transfectaron para la 

expresión transitoria de Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-E106A, Flag-ORAI1-V102C, manteniéndose 36 horas 

en cultivo antes de su lisis. Posteriormente, se analizó el nivel de expresión de Flag-ORAI1 en las diferentes 

condiciones a partir de 40 µg de proteína de lisado total utilizando para su detección un anticuerpo anti-

Flag.   

 

     Tras analizar el nivel de expresión de los diferentes mutantes de ORAI1, 

procedimos a evaluar el nivel de fosforilación de ORAI1 en los residuos Thr295 y Ser298 

solamente en células que expresaban ORAI1-WT y ORAI1-E106A, mutante inactivo. 

Como control negativo de la fosforilación se utilizaron células que expresaban Flag-

ORAI1-(T295A/S298A). El nivel de fosforilación de la Thr295 y la Ser298 se evaluó por 

inmunoblot a partir de 45 µg de proteína de lisado total con los anticuerpos específicos 

anti-fosfo-Thr295 y anti-fosfo-Ser298. Para la detección del nivel de proteína total (Flag-

ORAI1) se utilizó un anticuerpo específico anti-Flag. Los resultados se muestran en la 

figura 65, en la que observamos un incremento de fosforilación de ORAI1 tanto en el 

residuo Thr295 como en Ser298 cuando el canal está constitutivamente inactivo (ORAI1-

E106).   

 

               
 

Figura 65. Análisis de la fosforilación de ORAI1 (Thr295 y Ser298) cuando se inhibe el influjo de Ca2+ a 

través del canal (ORAI1-E106A). Las células U2OS ORAI1-KO se sembraron en medio DMEM completo y 

se transfectaron para la expresión transitoria de Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-E106A, así como Flag-ORAI1-

(T295A/S298A), que se utilizó como control negativo de la fosforilación. Las células se mantuvieron 36 

horas en cultivo, posteriormente se lisaron y mediante inmunoblot se analizó el nivel de fosforilación de 

la Thr295 y Ser298 en las diferentes condiciones ensayadas. Para ello se emplearon 45 µg de proteína de 

lisado total y se utilizaron los anticuerpos específicos anti-fosfo-Thr295 y anti-fosfo-Ser298. El nivel de 

expresión de la proteína total (Flag-ORAI1) se analizó con un anticuerpo anti-Flag.  
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     Nuestros resultados indican que en condiciones basales existe un pool de la 

proteína ORAI1 que está fosforilada en los residuos Thr295 y Ser298 y que este pool 

sufre un incremento significativo cuando la corriente de Ca2+ a través del canal está 

inhibida. Esta observación sugiere que podría existir una relación directa entre la 

actividad del canal y el nivel de fosforilación de ORAI1. Sin embargo, este resultado 

necesitaría ser investigado en profundidad con otros experimentos que permitan 

confirmar esta hipótesis. 

 

3. Estudio de la localización de ORAI1 fosforilado en la Thr295 y Ser298 

 

Una vez obtenidos resultados que apuntan a que la fosforilación de ORAI1 podría 

estar relacionada con el estado inactivo del canal, nos planteamos analizar la localización 

subcelular de ORAI1 fosforilado para comprobar si existe alguna relación entre el estado 

de fosforilación de ORAI1 y su localización. 

 

Para los ensayos de inmunolocalización se utilizaron células U2OS FLp-In T-REx que 

sobre-expresaban ORAI1-GFP de manera inducible por doxiciclina. Las células se 

sembraron en cubreobjetos pretratados con colágeno y se cultivaron durante 36-48 

horas en medio DMEM suplementado con 10% de suero. Cuando alcanzaron una 

confluencia en torno al 60-70%, las células se fijaron con PFA y se realizó la 

inmunolocalización de ORAI1 fosforilado en los residuos de Thr295 y Ser298. De igual 

modo que validamos la especificidad de los anticuerpos anti-fosfo-Thr295 y anti-fosfo-

Ser298 para inmunoblot, analizamos también la especificidad de estos anticuerpos para 

ensayos de inmunolocalización. Como controles negativos del ensayo se trataron las 

células fijadas con la fosfatasa lambda y se utilizaron células que expresan ORAI1 mutada 

a alanina (T295A/S298A). Posteriormente, las células fueron analizadas mediante 

microscopía de epifluorescencia.  

 

En la figura 66 (panel A) se observa que ORAI1 fosforilado en la Thr295 (primera 

columna) se localiza principalmente en áreas corticales y ruffles de membrana, mientras 

que la proteína total (ORAI1-GFP, segunda columna de la figura 66) se encuentra 

ampliamente distribuida tanto en el interior de la célula como en la periferia celular. Por 

otro lado, la ausencia de señal de ORAI1 fosforilado en la Thr295 en células tratadas con 

la fosfatasa lambda y en células que expresan ORAI1-(T295A/S298A)-GFP confirmaron 

que los anticuerpos son fosfoespecíficos también en ensayos de inmunolocalización.  
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Figura 66. Inmunolocalización de ORAI1 fosforilado (Thr295 y Ser298) en células U2OS. Las células U2OS 

que sobre-expresaban ORAI1-WT-GFP y ORAI1-T295A/S298-GFP se sembraron en cubreobjetos 

pretratados con colágeno en medio DMEM suplementado con suero. Se mantuvieron 36-48 horas en 

cultivo hasta alcanzar una confluencia del 60-70%. A continuación, las células se fijaron en PFA y se realizó 

una inmunolocalización fosfoespecífica para los residuos Thr295 (panel A) y la Ser298 (panel B) utilizando 

un anticuerpo secundario Alexa Fluor 594. Como control negativo se trataron las células fijadas con 

fosfatasa lambda (10 U/μl) durante 8 horas a 30°C (segunda columna) y se utilizaron células que sobre-

expresaban ORAI1-T295A/S298A-GFP (tercera columna). Posteriormente, las células se visualizaron 

mediante microscopía de epifluorescencia. En la figura, ORAI1 fosforilado se muestra en ambos paneles 

(A y B) en rojo (primera fila), ORAI1 total en verde (segunda fila) y la superposición de ambos marcadores 

aparece en la tercera fila. Las imágenes son representativas de 3 experimentos diferentes y 12 células 

totales. Barra de escala = 10 µm.  

 

En el panel B de la figura 66 se muestran los resultados del ensayo de 

inmunolocalización en la Ser298 fosforilada de ORAI1, observándose el pool de proteína 

fosforilada en este residuo especialmente en áreas corticales y ruffles de membrana, 

mientras que la proteína total (ORAI1-GFP) se encuentra ampliamente distribuida en el 

interior de la célula y la periferia celular. De manera similar a lo que ocurre con la señal 

de ORAI1 fosforilado en T295, aquí se observa la ausencia de señal en células tratadas 

con la fosfatasa lambda y en células que expresan ORAI1-(T295A/S298A)-GFP, (segunda 

y tercera columna), confirmándose de esta manera la especificidad del anticuerpo anti-

fosfo-Ser298.    

Estos resultados nos permiten concluir que los anticuerpos generados reconocen 

específicamente los residuos fosforilados de ORAI1 Thr295 y Ser298 en experimentos 

de inmunolocalización. Por otro lado, los resultados muestran que la localización de 

ORAI1 fosforilado en esos residuos es principalmente cortical y en zonas de ruffles de 

membrana, aunque también se detecta un pequeño pool de proteína fosforilada en 

regiones del interior celular.  

 

3.1. Localización de ORAI1 mutado a alanina en los residuos de Thr295 y Ser298 

Dado que la proteína ORAI1 fosforilada en los residuos de Thr295 y Ser298 parece 

concentrarse en zonas de ruffles de membrana y en la periferia celular, el siguiente paso 

de nuestro estudio fue determinar la localización de ORAI1 cuando está mutado en estos 

residuos emulando una desfosforilación constitutiva (T295A/S298A). Para ello se 

llevaron a cabo ensayos de colocalización con cortactina, marcador de zonas del ruffling 

de membrana. Las células U2OS FLp-In T-REx que sobre-expresaban ORAI1-WT-GFP y 

ORAI1-(T295A/S298A)-GFP de manera inducible por doxiciclina se sembraron en 

cubreobjetos pretratados con colágeno, se transfectaron para la expresión transitoria 

de mCherry-CTTN y se mantuvieron en cultivo durante 36-48 horas en medio DMEM 

suplementado con 10% de suero. Al alcanzar la confluencia óptima fueron fijadas en 

PFA. Posteriormente, las células fijadas se analizaron mediante microscopía de 
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epifluorescencia. Los resultados de la colocalización de ORAI1-WT-GFP y mCherry-CTTN 

se muestran en el panel de la figura 67 (fila superior), donde se muestra la localización 

de ORAI1 en verde (columna izquierda), CTTN en rojo (columna central) y la imagen 

resultante de superponer las imágenes anteriores en la columna derecha (merge). Al 

analizar las imágenes, observamos que hay un patrón de distribución en la periferia 

celular donde coinciden las señales de ORAI1-WT y CTTN con cierto grado de 

colocalización.  

 

 

Figura 67. Colocalización de ORAI1-GFP (WT y T295A/S298A) y mCherry-CTTN en células U2OS. Las 

células U2OS FLp-In T-REx que sobre-expresaban de forma inducible por doxiciclina ORAI1-WT-GFP y 

ORAI1-(T295A/S298A)-GFP se sembraron en cubreobjetos pretratados con colágeno y se transfectaron 

para la expresión transitoria de mCherry-CTTN. A las 30 horas de la transfección, las células se fijaron y se 

visualizaron mediante microscopía de epifluorescencia. Los canales Cherry y GFP se registraron 

secuencialmente utilizando bloques de filtros independientes. En las imágenes ORAI1-GFP se muestra en 

verde (columna izquierda) y CTTN en rojo (columna central). La superposición de ambas proteínas se 

obtuvo fusionando las dos imágenes (merge, columna derecha). Las imágenes son representativas de 2 

experimentos independientes. Barra de escala = 10 µm. 

 
    En la figura 67 se observa que la proteína ORAI1-WT-GFP se localiza tanto en el 

interior celular como en regiones corticales, pero es más abundante en regiones 

corticales de la célula. Por otro lado, los resultados muestran un cambio significativo en 

la localización de ORAI1-GFP cuando se encuentra mutado a alanina en los residuos 

Thr295 y Ser298, ya que en este caso se encuentra principalmente en el interior celular 

y se localiza de forma más limitada en regiones corticales de la célula (figura 67, panel 

inferior). Resulta interesante destacar que cuando se sobre-expresa ORAI1-

(T295A/S298A)-GFP, la distribución de CTTN también pierde prácticamente su 

localización cortical y exhibe una localización más internalizada que cuando se coexpresa 
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con ORAI1-WT (véase figura 67, panel superior). Un resultado similar se mostró en la 

figura 35, donde se observa que las células que sobre-expresan el mutante negativo de 

RAC1 (RAC1-T17N) muestran una disminución en la translocación de CTTN a la periferia, 

de la misma manera que se inhibió la localización periférica de ORAI1, es decir, se 

observó una colocalización internalizada para ambas proteínas.  

 

Puesto que hemos observado un enriquecimiento de ORAI1-(T295A/S298A)-GFP 

en el interior celular, nos planteamos determinar el estado de fosforilación de la proteína 

ORAI1 cuando se encuentra internalizada. Para ello, se analizó el nivel de fosforilación 

de ORAI1 en células tratadas con el inhibidor de RAC1, NSC 23766, ya que en estas 

condiciones se ha observado que ORAI1 se encuentra mayoritariamente en vesículas de 

cis-Golgi (Figura 40). Para ello se llevó a cabo un ensayo en el que se sembraron en medio 

completo células U2OS que sobre-expresaban ORAI1-WT-GFP de manera inducible por 

doxiciclina. Las células se mantuvieron en cultivo 36 horas y, cuando fue necesario, se 

incubaron con NSC 23766 50 µM. Posteriormente se analizó mediante inmunoblot el 

nivel de fosforilación de la Thr295 y la Ser298 de ORAI1 en cada una de las condiciones 

experimentales empleando los anticuerpos específicos anti-fosfo-Thr295 y anti-fosfo-

Ser298. Para evaluar el nivel de expresión de la proteína total (ORAI1-WT-GFP) se empleó 

un anticuerpo anti-GFP. En la figura 68 se muestran los resultados, y observamos una 

drástica disminución en el nivel de fosforilación de los residuos Thr295 y Ser298 en las 

células que fueron tratadas con NSC 23766.   

 

  Los resultados muestran que el inhibidor de RAC1 NSC 23766 bloquea la 

fosforilación de ORAI1 tanto en el residuo Thr295 como en el residuo Ser298. Estos datos 

nos permiten sugerir que en el interior celular ORAI1 se encuentra principalmente 

desfosforilado en estos dos residuos, mientras que en zonas corticales de la célula ORAI1 

se encuentra principalmente fosforilado en Thr295 y Ser298.  

 

En resumen, si recapitulamos los resultados que se han presentado en esta 

segunda parte del trabajo, podemos indicar que hemos logrado validar in vivo parte del 

mapa de residuos fosforilados en el extremo C-terminal de ORAI1 mediante el empleo 

de los anticuerpos generados para tal fin. En experimentos posteriores hemos descrito 

el incremento de fosforilación de ORAI1 en los residuos Thr295 y Ser298 cuando se 

inhibe constitutivamente el transporte de Ca2+ a través del canal, mediante la mutación 

E106A de ORAI1. Este dato nos ha permitido sugerir que podría haber una relación 

directa entre la actividad del canal y la fosforilación de ORAI1 en estos residuos. Sin 

embargo, haría falta investigar en profundidad este resultado para confirmar esta 

hipótesis.  En relación con la localización de ORAI1, podemos afirmar que el pool de 

ORAI1 fosforilado en ambos residuos se distribuye preferentemente en regiones 

corticales de la célula, aunque no de forma exclusiva. En relación con el perfil de 

localización de ORAI1, hemos observado que la mutación T295A/S298A provocó que 
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ORAI1 se encontrase localizada principalmente en regiones internalizadas. Además, la 

mutación T295A/S298A afectó no solo a la distribución cortical de ORAI1, sino también 

a la de CTTN, lo que sugiere que la fosforilación de los residuos Thr295 y Ser298 de ORAI1 

es necesaria para la localización en zonas del ruffling de membrana de ambas proteínas, 

aunque queda aún por determinar el mecanismo que regula la actividad y la localización 

de ORAI1 en respuesta al estado fosforilado/desfosforilado de estos residuos.                

                                                                                                                       
 

Figura 68. Análisis de la fosforilación en la 

Thr295 y Ser298 tras inhibición de RAC1. 

Las células U2OS FLp-In T-REx que sobre-

expresan ORAI1-WT-GFP de manera 

inducible con doxiciclina se sembraron en 

medio de cultivo completo durante 36 

horas y antes de la lisis, se trataron durante 

8 horas con NSC 23766 50 µM. A 

continuación, se analizó por inmunoblot el 

nivel de fosforilación de los residuos Thr295 

y Ser298 en ambas condiciones ensayadas 

a partir de 45 µg de proteína de lisado total 

con los respectivos anticuerpos específicos 

anti-fosfo-Thr295 y anti-fosfo-Ser298. El 

nivel de expresión de la proteína total 

(ORAI1-GFP) se analizó con un anticuerpo 

específico anti-GFP.     
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En esta Tesis Doctoral se han investigado los mecanismos moleculares que 

controlan la localización del canal de Ca2+ ORAI1 en células en migración, utilizando para 

ello la línea de osteosarcoma humano U2OS, un modelo celular con un alto potencial 

invasivo (Lauvrak et al., 2013). Para que tenga lugar una migración celular eficiente se 

requiere la reorganización del citoesqueleto cortical de actina, la polarización transitoria 

de la célula y la generación de protrusiones de membrana para el avance celular. En los 

últimos años, numerosos grupos de investigación han centrado sus esfuerzos en estudiar 

cómo la señalización de Ca2+ regula los procesos de migración e invasión de células 

tumorales, y qué proteínas regulan esta señalización. En este sentido se ha descrito que 

el desarrollo de estructuras celulares que permiten la migración celular es regulado por 

el ion Ca2+ a través de la reorganización del citoesqueleto de actina, la generación de 

fuerzas de tracción y el ensamblaje-desensamblaje de adhesiones célula-sustrato 

(Brundage et al., 1991; Condeelis, 1993; Cox & Huttenlocher, 1998; Lee et al., 1999; Pettit 

& Fay, 1998; Van Haastert & Devreotes, 2004). 

Debido a que el ion Ca2+ está implicado en numerosas vías de señalización, se 

requieren un control espaciotemporal del aumento de la [Ca2+]i para que actúe 

adecuadamente como segundo mensajero en las diferentes rutas de señalización. De 

este modo, se requiere un control estricto de la localización de los picos/ondas de Ca2+ 

citosólicos, así como de la intensidad y el tiempo que se mantienen elevados los niveles 

de Ca2+ en una región concreta de la célula hasta retornar de nuevo al nivel basal 

(Berridge, 2012). Algunos de los estudios pioneros iniciados en la década de los años 90 

ya describieron un control espaciotemporal de la [Ca2+]i durante la migración celular, 

como los trabajos realizados por Brundage y cols., que describieron una mayor [Ca2+]i en 

el polo posterior de células en migración (Brundage et al., 1991). Desde entonces, 

numerosos estudios han tratado de elucidar detalles sobre el control espaciotemporal 

de [Ca2+]i a lo largo del eje antero-posterior de la célula, así como su relación con 

proteínas del citoesqueleto implicadas en el control de la migración celular. Esta 

diferencia antero-posterior en la [Ca2+]i se debe a una localización subcelular diferencial 

de los canales y bombas de Ca2+. Por ejemplo, en el frente de avance hay una mayor 

concentración de PMCA (Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática) y una mayor 

densidad de SERCA (Ca2+-ATPasa del retículo sarco(endo)plasmático), lo que facilita una 

disminución localizada de la [Ca2+]i en esta región (Tsai et al., 2014). En la parte posterior 

de la célula en migración, zona de retracción, existe una amplia gama de canales de Ca2+ 

que aumentan la [Ca2+]i y facilitan la activación de la quinasa de la cadena ligera de 

miosina (MLCK) y de los procesos dependientes de la quinasa Rho, que son necesarios 

para estimular la contracción de la actomiosina y facilitar la retracción celular (Mladinich 

& Huttenlocher, 2013). Por esta razón, la localización subcelular de los diferentes 

canales de Ca2+ de membrana plasmática es crítica a la hora de realizar su función como 

reguladores de la migración celular, ya sea en el frente de migración o modulando el 

recambio de las adhesiones focales.  
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Numerosos autores han pretendido dilucidar cuáles son los canales de Ca2+ que 

tienen un papel relevante durante la migración celular. En este sentido se ha establecido 

que el Ca2+ extracelular tiene un papel crítico en la migración celular y que el influjo de 

Ca2+ procede principalmente de los canales mecanosensibles, como los TRPCs, y los 

canales SOCs. En el primer caso, los trabajos de Wei y cols. describieron la existencia de 

microdominios oscilantes de Ca2+ (flickers) en las lamelas del frente de avance de 

macrófagos en migración, inducidos por la actividad conjunta del canal TRPM7 y la 

transducción de señales a partir de IP3R en respuesta al tratamiento con PDGF (Wei et 

al., 2009). Estos autores observaron una polarización en la [Ca2+]i cuatro veces superior 

en el eje anterior de la célula frente al eje posterior, un dato claramente en oposición al 

gradiente global de Ca2+ descrito en (Brundage et al., 1991). Por otro lado, la entrada de 

Ca2+ operada por depósito (SOCE) ha sido señalada como un mecanismo de influjo de 

Ca2+ que regula la migración de las células cancerosas y no cancerosas (Bisaillon et al., 

2010; Yang et al., 2009) y se ha mostrado que tiene un papel clave en la metástasis 

celular (Berridge et al., 2003). Un avance significativo en este campo ha sido la 

investigación desarrollada por Yang y cols. mostrando que la supresión de STIM1 u 

ORAI1 mediante RNA de interferencia ralentiza la migración celular in vitro e inhibe la 

metástasis de las células MDA-MB-231 en ratones inmunodeprimidos (Yang et al., 2009). 

Estos resultados, junto con la inhibición del ensamblaje y desensamblaje de las 

adhesiones focales y la inhibición de la progresión tumoral en ratones mediante 

SKF96365, un inhibidor de SOC, sugirieron que SOCE subyace a una parte significativa 

de la entrada de Ca2+ necesaria para la migración celular.  

 

SOCE es un mecanismo de influjo de Ca2+ extracelular que se activa en respuesta 

a la liberación de Ca2+ desde el RE, que habitualmente está inducida por la activación de 

la fosfolipasa C (PLC) en la membrana plasmática. La activación de PLC tiene lugar a 

través de la unión de ligandos a receptores acoplados a proteínas G (GPCR) o por 

estimulación de receptores tirosina quinasas (RTKs), lo que promueve la generación de 

IP3 y la consiguiente liberación de Ca2+ del RE. En este sentido, el estudio llevado a cabo 

por Tobias Meyer y su grupo de investigación permitió establecer parte de la 

organización espacial de algunas proteínas que regulan la entrada de Ca2+ y su 

señalización durante la migración celular (Tsai et al., 2014). En este trabajo se mostró 

que se genera un gradiente de diacilglicerol (DAG) como resultado de la actividad 

asimétrica de la PLC en el frente de migración, que conduce al reclutamiento y la 

activación de PKCb, una quinasa implicada en la migración mediante la fosforilación de 

miosina (Pasapera et al., 2015), u otros sustratos del citoesqueleto. Además, en este 

mismo trabajo mostraron que STIM1 se encuentra en mayor concentración en el frente 

de avance y que esta polarización de STIM1 depende de los microtúbulos, ya que STIM1-

I644N/P645N, una versión mutada de STIM1 que no se une a EB1, no llega a polarizar 

en estas células. Este trabajo permitió sugerir una organización espacial en la 

señalización del Ca2+ intracelular durante la migración, y en consonancia con los trabajos 
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de Wei y cols. (Wei et al., 2009) apuntó a la existencia de microdominios de Ca2+ en el 

frente de avance de células en migración.  

A partir de toda esta información surge la pregunta sobre la localización de los 

canales SOCs y su regulador STIM1 en las células en migración. Entre los canales SOC, se 

ha prestado mucha atención a ORAI1, ya que se ha observado una regulación al alza de 

su expresión en una gran variedad de líneas celulares de cáncer y tumores primarios 

(Fiorio Pla et al., 2016; Vashisht et al., 2015), lo que apunta a que ORAI1 es un potencial 

objetivo para la terapia del cáncer. ORAI1 participa en la transición epitelio-mesénquima 

de las células de cáncer de mama (Davis et al., 2012) y regula positivamente la migración, 

pero no la proliferación celular (Yang et al., 2009). Sin embargo, el homólogo ORAI3 está 

implicado en la regulación de la proliferación y la supresión de la muerte celular de las 

células cancerosas (Faouzi et al., 2011; Motiani et al., 2013; Vashisht et al., 2015), pero 

desempeña un papel menor en la migración celular. En este sentido, conocer la 

localización subcelular de ORAI1 permite explicar los procesos de migración celular en 

fenotipos patológicos como es el caso de la metástasis de células tumorales.    

 

Con respecto al regulador de ORAI1, STIM1, y tal y como se ha comentado, para 

alcanzar el frente de migración STIM1 requiere de la unión a microtúbulos a través de 

EB1 (Tsai et al., 2014). Sin embargo, el frente de migración carece de microtúbulos, ya 

que la formación de filopodios y lamelipodios está impulsada por la actina (Ballestrem 

et al., 2000), por lo que se requería una explicación adicional para esta relocalización. La 

explicación que nuestro grupo propuso en trabajos anteriores fue la activación de STIM1 

específicamente en el frente de migración mediante un mecanismo regulado por 

fosforilación (Pozo-Guisado et al., 2013). El frente de migración está enriquecido de 

receptores tirosina quinasas (RTKs) (Assaker et al., 2010), y muchos de estos RTKs 

activan la vía de la quinasa ERK1/2. ERK1/2 fosforila a STIM1 en los residuos Ser575, 

Ser608 y Ser621 (Casas-Rua et al., 2015) que están cerca de la secuencia que se une 

directamente a EB1, lo que lleva a la disociación del complejo STIM1-EB1 (Pozo-Guisado 

et al., 2013), permitiendo la disociación de STIM1 de los microtúbulos en los 

lamelipodios (libres de microtúbulos). También se observó que la fosforilación de STIM1 

en estos residuos es necesaria para la activación de SOCE a través de la yuxtaposición 

de ORAI1 y STIM1 en zonas de la membrana plasmática. Por lo tanto, la estimulación de 

las células con activadores de la vía MAPK (proteínas quinasas activadas por mitógenos), 

como EGF o IGF-1 (Ballestrem et al., 2000), induce la fosforilación de STIM1 y la 

disociación de STIM1 de los microtúbulos (Pozo-Guisado et al., 2013), lo que podría 

permitir la generación de pulsos locales y transitorios de Ca2+ en el frente de migración. 

El papel de estos residuos terminó por confirmarse con la descripción de que STIM1 

fosforilado (activo) se localiza en el frente de migración, donde colocaliza con cortactina 

(CTTN), regulador del citoesqueleto en las zonas de ruffling de membrana (Lopez-

Guerrero, Tomas-Martin, et al., 2017).  
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Una vez demostrado que STIM1 fosforilado (activo) se encuentra enriquecido en 

el frente de migración celular, el mecanismo propuesto requiere la participación de un 

canal de Ca2+ activado por STIM1, y los resultados obtenidos por nuestro grupo son los 

primeros en mostrar el enriquecimiento de ORAI1-GFP en el frente de migración de las 

células. En este sentido hemos observado que ORAI1 colocaliza y coprecipita con CTTN, 

apoyando estos resultados el mecanismo propuesto en el que ORAI1 regula la 

organización del citoesqueleto y la migración celular. Nuestra propuesta encaja bien con 

la mayor actividad de la PMCA (Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática) descrita en el 

frente de migración (Tsai et al., 2014), ya que se debe esperar una alta frecuencia de 

picos de Ca2+ citosólico en el frente de migración, y por lo tanto una alta tasa de 

extrusión de Ca2+ para contrarrestar esos aumentos transitorios de [Ca2+]i mediados por 

canales de Ca2+, como ORAI1. Sin embargo, todavía no está claro cómo STIM1 y ORAI1 

son reclutados en estas regiones de las células.  

Nuestro grupo ha generado líneas celulares U2OS deficientes en la expresión de 

STIM1 o de ORAI1 (STIM1-KO y ORAI1-KO) mediante edición genómica con CRISPR/Cas9. 

En ambos casos, la supresión de la expresión de STIM1 u ORAI1 condujo a una notable 

reducción de la entrada de Ca2+ operada por depósitos (SOCE) y una importante 

inhibición de la migración celular, poniendo de manifiesto que ambas proteínas son 

totalmente necesarias para el ruffling de membrana y la migración celular (Lopez-

Guerrero, Tomas-Martin, et al., 2017). Este fenotipo defectivo en migración fue 

revertido mediante la expresión de STIM1-mCherry y ORAI1-mCherry en células STIM1-

KO y ORAI1-KO respectivamente. Estos resultados demostraron que SOCE, modulado 

por el par STIM1-ORAI1, regula el ruffling de membrana en la región cortical de la célula 

(Lopez-Guerrero, Tomas-Martin, et al., 2017). Además, ORAI1 endógeno y ORAI1-GFP 

sobre-expresado, co-inmunoprecipitó con CTTN endógena. En este sentido es 

interesante destacar que la estimulación de las células con EGF, que estimula la 

migración celular, potencia la coprecipitación de ORAI1 con CTTN junto con ARP2/3 y 

CYFIP1, importantes reguladores de la nucleación de actina y la reorganización del 

citoesqueleto cortical en el frente de migración. De este modo, todos estos resultados 

apoyan la relación funcional que existe entre SOCE, la reorganización cortical del 

citoesqueleto, la polarización y la migración celular (Lopez-Guerrero, Tomas-Martin, et 

al., 2017).  

 

Es importante señalar que, a partir de ensayos de motilidad, en este trabajo se 

muestra que las células ORAI1-KO presentan un bajo nivel de persistencia del 

lamelipodio, un bajo nivel de persistencia direccional y, por tanto, una disminución en 

la velocidad de migración, resultados que concuerdan con el deficiente ruffling de 

membrana observado en células ORAI1-KO. Así, analizados en conjunto estos datos, 

nuestros resultados apoyan un papel significativo de ORAI1 en el control de la formación 

de lamelipodios y sugiere que ORAI1 es una proteína necesaria para la migración celular. 
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En lo que se refiere al papel de ORAI1 en el frente de migración, trabajos previos 

describieron que tanto el knock-down de ORAI1 como la inhibición farmacológica de 

este canal no provocaba ningún efecto en la polaridad celular (Huang et al., 2015). 

Además, describieron la localización de STIM1 en la parte posterior de la célula, pero no 

observaron ninguna colocalización de ORAI1 con STIM1 en la parte posterior de la célula 

(Chen et al., 2017). Sin embargo, en apoyo a lo descrito por nuestro grupo sobre el papel 

de ORAI1 en el frente de migración celular, otro trabajo mostró un enriquecimiento de 

STIM1 en la parte frontal de las células endoteliales umbilicales humanas en migración 

(Tsai et al., 2014), lo que supone que existe aún cierta controversia en cuanto a un 

aspecto tan básico como es la determinación de la localización de STIM1 y ORAI1 en 

células en migración. Por ello, en este trabajo nos hemos preguntado por el mecanismo 

básico que recluta a ORAI1 en el frente de avance. En este sentido, la proteína RAC1 

activa recluta a CTTN en el frente de migración para ayudar, junto con ARP2/3 (Z. Chen 

et al., 2010; Krause & Gautreau, 2014), en la formación de lamelipodios. Dado que 

encontramos que la localización de ORAI1 solapa con la de CTTN, y este regulador del 

citoesqueleto está controlado por la activación de RAC1, consideramos inicialmente la 

hipótesis de que ORAI1 pudiera estar también bajo el control de RAC1. En nuestro 

trabajo hemos observado que la inhibición de RAC1 condujo a una reducción 

significativa de la translocación de ORAI1 a los lamelipodios. Este resultado se observó 

tanto con la sobre-expresión de un mutante negativo de RAC1 (RAC1-T17N), como con 

el tratamiento de las células con NSC 23766. En ambos casos se observó una inhibición 

de la localización periférica de ORAI1, mostrando estas células un enriquecimiento de 

ORAI1 en el cis-Golgi. En cambio, cuando se expresa una versión constitutivamente 

activa de RAC1 (RAC1-G12V), tanto ORAI1 como CTTN se encuentran localizados 

conjuntamente en la periferia celular, sin que se observe una polarización de la célula. 

Este resultado puede explicarse por el hecho de que la actividad de RAC1-G12V o la 

actividad del mutante RAC1-Q61L es independiente de los receptores de tirosina 

quinasas que se encuentran polarizados en la célula, de modo que es capaz de 

desencadenar la formación de lamelipodios en toda la periferia celular (Aspenström, 

2019; Bourne et al., 1991; Michiels et al., 1995; van Leeuwen et al., 1995; Zhuge & Xu, 

2001), dando lugar a una morfología celular en la que toda la periferia actúa como 

lamelipodio. Todos estos resultados indican que ORAI1 forma parte del complejo 

molecular que regula la formación de lamelipodios mediante un mecanismo 

dependiente de la actividad RAC1, la cual tiene un papel crítico en la polimerización y 

ramificación de la actina en la parte frontal de la célula. 

Es conocido que la activación de RAC1 puede llevar a la fosforilación de CTTN por 

quinasas como Src, controlando RAC1 de esta manera la activación y la localización de 

CTTN en el frente de migración (Head et al., 2003; Huang et al., 1998), además de 

promover el reclutamiento de otras proteínas que participan en la nucleación de actina 

para formar lamelipodios, como la proteína ARP2/3. Por otro lado, la actividad RAC1 
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está regulada por RTKs, a los cuales pertenece el receptor de EGF (EGFR). Estos 

resultados permiten explicar que en nuestro trabajo observemos mayor coprecipitación 

de ORAI1 con CTTN y ARP2/3 cuando se estimulan las células con EGF, así como que se 

muestre una menor coprecipitación de ORAI1 con CTTN en respuesta a EGF tras la 

inhibición de RAC1 con NSC 23766. Este resultado podría apoyar las conclusiones del 

estudio realizado en 2007 por Evans y Fake, en el que describieron la necesidad de un 

influjo de Ca2+ en macrófagos para el mantenimiento del ruffling de membrana 

controlado por RAC1 a través de la ruta PI3K, aunque en este trabajo los autores no 

pudieron establecer el mecanismo molecular por el cual tendría lugar dicho influjo 

(Evans & Falke, 2007). Gracias al uso de wortmanina, un inhibidor de la PI3K, estos 

autores observaron una disminución en la producción de PIP2 en el frente de migración 

y una inhibición del ruffling de membrana, además de concluir que este proceso era 

dependiente del influjo de Ca2+. En nuestro estudio, hemos visto que la actividad RAC1 

controla la localización de ORAI1 en ruffling de membrana y hemos observado que la 

pérdida del ruffling es consecuencia directa de la eliminación de ORAI1, ya que la sobre-

expresión ectópica del canal de Ca2+ en células ORAI1-KO recupera el fenotipo silvestre, 

mostrando de nuevo las células un fenotipo con ruffling de membrana. 

Se ha propuesto que otros canales de Ca2+, además de ORAI1, desempeñan una 

función clave en la migración celular, aunque ninguno de ellos ha sido descrito hasta la 

fecha como específico del frente de migración. Se conoce que algunos de estos canales, 

como CaV1.2, TRPM7 y TRPV4 participan en la regulación de la contracción del eje 

posterior de la célula (Kim et al., 2016; Kuras et al., 2012; Mrkonjić et al., 2015; Yang & 

Huang, 2005). En este sentido, las ondas de Ca2+ mediadas por la acción CaV1.2 en la 

parte posterior de las células en migración actúan como un transductor esencial en el 

establecimiento del gradiente creciente de Ca2+ desde el eje anterior al eje posterior, el 

cual es necesario para que tenga lugar una migración celular dirigida (Kim et al., 2016). 

Se sabe además que esta entrada de Ca2+ en el eje posterior activa una ruta iniciada por 

Ca2+/calmodulina y mediada por CaMKII para activar la quinasa de la cadena ligera de 

miosina (MLCK) por fosforilación e inhibir la fosfatasa MLCK, lo que conduce a la 

fosforilación de la actomiosina y promueve la retracción de la actomiosina en la parte 

posterior de la célula (cola o eje de retracción). Además, es interesante destacar que los 

canales CaV1.2, TRPM7, TRPV4 y otros miembros de la familia TRPC son canales que 

presentan mayor conductancia que ORAI1 (50-60 pS para TRPV4, 40 pS para TRPM7, 8 

pS para CaV1.2 e inferior a 1 pS para ORAI1) (Abdullaev et al., 2008; Li et al., 2006; Parekh 

& Putney, 2005; Watanabe et al., 2002), lo que favorece una mayor concentración de 

Ca2+ citosólico en esta región. Todos estos datos, que apoyan en su conjunto la 

localización de ORAI1 en frente de migración, concuerdan con la propuesta de que existe 

un gradiente creciente de [Ca2+]i desde el frente de migración a la región posterior, de 

modo que la [Ca2+]i es menor en el frente de migración y superior en la región de 

retracción. 
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Nuestros resultados nos permiten proponer que ORAI1 es translocado al frente de 

migración por un mecanismo dependiente de RTKs y que este mecanismo puede ser 

activado por el factor de crecimiento EGF. De este modo, la translocación de ORAI1 a la 

periferia celular estimulada por EGF sería responsable de activar pulsos locales de Ca2+ 

en el frente de avance de la célula, permitiendo la reorganización del citoesqueleto 

cortical y la migración celular. Por otro lado, López-Guerrero y cols. establecieron 

también que la activación de STIM1 se activa en respuesta a EGF bajo el control de la 

ruta de señalización Src-Raf-MEK-ERK (Lopez-Guerrero, Pascual-Caro, et al., 2017). A la 

luz de nuestros resultados, proponemos que SOCE relocaliza en ruffling de membrana a 

través de un mecanismo que es regulado por RAC1 y por la ruta de las MAPK (mitogen-

activated-protein kinases) a través de la activación y relocalización en el frente de 

migración de sus dos proteínas efectoras, STIM1 y ORAI1. Ambas rutas participan en 

tumorigénesis, y es bien conocido que la activación de las rutas de señalización 

mediadas por EGF está directamente relacionada con mayor índice de invasividad, 

intravasación y metástasis (Wang et al., 2004; Xue et al., 2006). Además, es amplia la 

bibliografía donde se describe la participación de los canales SOC, y concretamente de 

ORAI1, en eventos pre-metastáticos (Prevarskaya et al., 2014; van der Zwaag et al., 2010; 

Yang et al., 2009).  El hecho de que EGF, a través de un mecanismo dependiente de RAC1, 

potencie la relocalización de ORAI1 y STIM1 en ruffling de membrana, permite explicar 

que el influjo de Ca2+ a través de este canal estimula la migración celular.  

En este trabajo hemos mostrado que ORAI1, además de ser crucial para la 

migración celular, también es responsable de la invasividad de las células tumorales. 

Para ello hemos utilizamos larvas de pez cebra (mutante casper) como modelo animal y 

hemos observado que el perfil de invasividad de células en las que se suprimió la 

expresión de ORAI1 fue menor que en células sin modificación genética. En este sentido 

en interesante tener en cuenta que la matriz extracelular (ECM) constituye una barrera 

para la invasividad y diseminación de las células tumorales a otros tejidos circundantes, 

por lo que una alta actividad pre-metastásica requiere de una alta capacidad invasiva y 

proteolítica de la ECM (Fidler, 2003; Sabeh et al., 2009). Junto al potencial invasivo que 

muestran las células que expresan ORAI1, tal y como observamos en los ensayos de 

invasividad in vivo realizados en larvas de pez cebra, se conoce la capacidad proteolítica 

descrita para CTTN mediante la liberación de metaloproteasas (MMPs) y su participación 

en la formación de invadopodios (Artym et al., 2006; Clark et al., 2007), protrusiones de 

membrana que penetran en la matriz extracelular y contribuyen a su degradación 

(Linder, 2007). En este sentido, Sun y cols. propusieron la participación de SOCE en la 

invasividad y degradación de la matriz extracelular en estudios llevados a cabo en células 

de melanoma (Sun et al., 2014), lo que puso de manifiesto que el influjo de Ca2+ a través 

de esta ruta es indispensable para una migración eficiente. En este último trabajo citado, 

además, se determinó que la actividad de SOCE mediada por ORAI1 y STIM1 participa 

en el ensamblaje y actividad del invadopodio, lo cual permitió a los autores sugerir 
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también la participación del influjo de Ca2+ y su organización espaciotemporal en los 

procesos invasivos y metastáticos. Estos autores llevaron a cabo diferentes ensayos en 

células de melanoma humano para analizar la degradación de la ECM en presencia de 

inhibidores de SOCE, como 2-APB y SKF96365, y observaron que la capacidad 

proteolítica de las células disminuía cuando éstas eran tratadas con estos inhibidores 

debido a una reducción en la secreción de metaloproteasas al inhibir SOCE, bien 

mediante inhibidores del canal o en células knock-down para ORAI1 y STIM1. En 

conjunto, estos datos apoyan el mecanismo propuesto por nuestro grupo, por el cual 

tanto ORAI1, a través de SOCE, como CTTN podrían actuar sinérgicamente a través del 

complejo molecular que promueve migración e invasividad. Aunque nosotros no hemos 

desarrollado estudios de invadopodios, lo anteriormente expuesto podría sugerir una 

vía de estudio donde ORAI1 y CTTN cooperen, no sólo a través de la formación de 

lamelipodios, sino un paso más allá del proceso migratorio, es decir a través de su 

participación en la formación de invadopodios. Todos estos resultados explicarían tanto 

el bajo índice tumorigénico como metastásico de células deficientes en la expresión de 

ORAI1 y/o CTTN (Stock et al., 2019). 

En la transición epitelio-mesénquima (EMT) las células adquieren un fenotipo 

mesenquimal, lo cual les confiere la capacidad de migrar e invadir otros tejidos. La EMT 

comparte características comunes con las primeras etapas del proceso metastásico a 

través de la formación de invadopodios. De este modo, se ha descrito la participación 

de ORAI1 y SOCE en la transición del epitelio-mesénquima (EMT). En relación a ORAI1, 

se ha descrito por ejemplo su participación en el desarrollo de EMT inducido por TGF-ß 

en células de cáncer colorrectal (Kang et al., 2021). Además, se conoce que RAC1 activa 

a través de PI3K la última etapa de la EMT (Van Aelst & D'Souza-Schorey, 1997) y que 

PI3K desempeña un papel crucial en el inicio de la polaridad celular antero-posterior y 

en el reclutamiento de GEFs de RAC y CDC42 al frente de migración (Nelson, 2009), 

siendo todos ellos resultados que apoyan un papel para ORAI1 en la capacidad invasiva 

de las células, como se ha mostrado aquí para las células U2OS. De hecho, en 2019 Guo 

y cols. propusieron que la metástasis inducida en células de osteosarcoma a través de la 

ruta RAS-RAC-WAVE2 era promovida por ORAI1 (Guo et al., 2019). En este estudio los 

autores observaron que el silenciamiento de la expresión de ORAI1 y el bloqueo de SOCE 

con el inhibidor 2-APB provocaban menor tasa de migración, de adhesión e invasividad, 

y por consiguiente menor capacidad metastática. Esta observación concuerda con 

nuestros resultados obtenidos en los ensayos de motilidad e invasividad en larvas de pez 

cebra para las células ORAI1-KO, lo cual refuerza la propuesta de que ORAI1 y SOCE 

juegan un papel crítico durante la migración celular. Sin embargo, según el mecanismo 

establecido por Guo y cols., ORAI1 controla la actividad de RAS-RAC y WAVE2 regulando 

la participación de estos últimos en migración, una hipótesis que se opone al mecanismo 

propuesto por nuestro grupo de investigación en el que ORAI1 opera bajo el control de 

RAC1 promoviendo la reorganización del citoesqueleto y la migración en el frente de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/SKF96365
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avance celular. Nuestros resultados muestran que la sobre-expresión del mutante activo 

de RAC1 (G12V) dirige a ORAI1 a toda la periferia celular, lo cual sugiere un papel para 

ORAI1 en la formación de lamelipodios formando parte del complejo de proteínas 

activadas por RAC1. No obstante, son múltiples las diferentes rutas que EGF activa a 

través de RAC1, con una serie de candidatos, tales como PAK o Src, que podrían regular 

la localización de ORAI1 tras la activación de RAC1.  

Adicionalmente nuestros resultados indican que ORAI1 juega un papel importante 

en el control del ratio de actina-F/actina-G. Se ha mostrado aquí que la ausencia de 

ORAI1 en la célula provoca un notable incremento en el nivel de la actina filamentosa 

(actina-F). Este resultado podría indicar que la entrada de Ca2+ a través de ORAI1 podría 

potenciar el desensamblaje de la actina-F, contribuyendo de este modo al reciclaje de la 

actina y permitiendo así su ramificación y la formación de lamelipodios. En este sentido 

se ha de destacar que un predominio de la ramificación sobre la elongación reduciría la 

velocidad de protrusión del lamelipodio, pero aumentaría su persistencia, ocurriendo lo 

opuesto si predomina la elongación. A nivel estructural, esto da lugar a una alta densidad 

de la red ramificada cuando la tasa de ramificación es alta. En nuestros resultados hemos 

observado que las células defectivas en ORAI1-KO presenta un ratio de actina-F/actina-G 

más elevado, lo cual sugiere la participación del canal de ORAI1 en el reciclaje de la actina 

filamentosa en las protrusiones de membrana a través de su participación en la 

ramificación de actina. Por su parte, los factores específicos de ensamblaje de actina de 

la familia Ena/VASP o las forminas promueven la elongación de filamentos específicos 

dentro de los lamelipodios y, por lo tanto, aceleran las tasas de protrusión lamelipodial 

(Krause & Gautreau, 2014). En este caso, tanto Ena/VASP como las forminas reclutan 

actina-G unida a profilina (profilina promueve el intercambio de ADP por ATP en la 

actina-G, haciéndola así competente para la polimerización) para elongar la actina-F de 

forma progresiva (Chesarone & Goode, 2009). En este escenario, las tasas de protrusión 

están equilibradas por dos actividades principales: La ramificación de actina 

dependiente de Arp2/3, CTTN y el complejo regulador de WAVE (WRC), que genera 

redes muy densas y rígidas que se mueven más lentamente y en la cual participa ORAI1 

formando parte del complejo proteico anteriormente mencionado, y la elongación de 

filamentos de actina por miembros de la familia Ena/VASP y/o forminas, lo cual da lugar 

a redes menos ramificadas y más laxamente organizadas que sobresalen de manera más 

rápida. En este modelo, la ramificación de actina es responsable de una mayor 

persistencia direccional, aunque más lenta; mientras que la elongación promovida por 

factores como Ena/VASP da lugar a lamelipodios con mayores tasas de velocidad, pero 

menor persistencia direccional de la protrusión al migrar. Esta hipótesis es coherente, 

por ejemplo, con la dependencia lineal observada previamente en la velocidad de 

protrusión de la acumulación de EGFP-VASP en el extremo del lamelipodio (Rottner et 

al., 1999). Asimismo, también se ha descrito que las células deficientes en gelsolina 

presentan defectos en el ruffling de membrana y en la quimiotaxis (Lu et al., 1997; Witke 
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et al., 1995), lo cual puede explicarse por la actuación conjunta de gelsolina y ARP2/3 

para generar filamentos ramificados capaces de ejercer presión sobre la membrana, 

como los lamelipodios (Pantaloni et al., 2000). 

Nuestros resultados nos permitieron concluir que ORAI1 media la activación de 

gelsolina y disminuye el ratio de actina-F/actina-G, facilitando así la ramificación del 

citoesqueleto de actina y la formación de lamelipodios. De forma paralela también 

mostramos que ORAI1 juega un papel en el desensamblaje de la actina-F, puesto que la 

presencia de este canal de Ca2+ es esencial para la unión de gelsolina a actina-F, ya que 

disminuye la coprecipitación de gelsolina a actina filamentosa en ausencia de ORAI1. 

Todo ello es coherente con un requerimiento de ORAI1 en el frente de migración. Estos 

resultados no deben resultar sorprendentes, puesto que el Ca2+ citosólico participa 

también en la despolimerización de actina mediante la activación de la cofilina a través 

de la quinasa dependiente de calcio/calmodulina (CaMK). Visto en conjunto, estos datos 

sugieren la necesidad de la entrada de Ca2+ y un gradiente polarizado en su 

concentración que garantice los ciclos de polimerización y despolimerización de actina 

en la célula, jugando ORAI1 un papel crucial en estos procesos.  

Una vez analizado el papel de ORAI1 en el frente de migración celular, nos 

propusimos investigar posibles modificaciones postraduccionales que pudieran regular 

la actividad del canal de Ca2+ ORAI1. Existen algunos estudios que han tratado de 

determinar los residuos de ORAI1 que se fosforilan y hasta la fecha se ha descrito que la 

proteína es fosforilada en el extremo N-terminal en los residuos Ser27 y Ser30 por la 

enzima PKCß (Kawasaki et al., 2010) y en la Ser34 por PKA (Zhang et al., 2019). Kawasaki 

y cols. observaron que la sustitución de la proteína endógena por la proteína mutada a 

alanina en los residuos Ser27 y Ser30 (ORAI1-S27A-S30A), inducía un incremento en 

SOCE y CRAC, por lo que sugirieron que la fosforilación de estos residuos podría regular 

la interacción de ORAI1 con STIM1, así como la apertura del canal. Por otro lado, en lo 

referente a la Ser34 de ORAI1, se ha observado que su fosforilación por PKA induce la 

inactivación del canal dependiente de Ca2+ (CDI, Ca2+-dependent inactivation) (Zhang et 

al., 2019). Estos resultados nos permiten sugerir que la regulación del canal ORAI1 

depende en cierto modo de la fosforilación-desfosforilación de alguno de sus residuos 

por los que nos centramos en determinar el perfil de fosforilación de la proteína ORAI1.   

En el perfil de fosforilación de ORAI1 que hemos obtenido mediante análisis de 

espectrometría de masas se observó la presencia de fosfo-residuos en el extremo N-

terminal (las serinas 12, 13, 34 y la treonina 51) y en el extremo C-terminal (Thr295, 

Ser298 y Tyr300). Nuestros resultados confirman los hallazgos obtenidos en diferentes 

análisis previos realizados por espectrometría de masas y que estaban dirigidos a 

analizar el proteoma completo, y no una única proteína.  
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La importancia del extremo C-terminal en la interacción de ORAI1 con la proteína 

reguladora STIM1, así como la ausencia de una función descrita hasta la fecha para la 

secuencia de ORAI1 que comprende los residuos 295-301 del C-terminal (TPGSHYA) 

(Lunz et al., 2019), nos llevó a centrar nuestra investigación en el papel de la fosforilación 

de ORAI1 en el extremo C-terminal. Nuestros resultados muestran que la inhibición de 

la fosforilación del residuo Tyr300 no tiene, aparentemente, un efecto significativo 

sobre la actividad del canal. Por otro lado, resulta interesante que la mutación a alanina 

de los residuos Thr295 y Ser298 (T295A/S298A) induce un aumento en la entrada de 

Ca2+ en las células, y que la fosforilación de estos residuos aumenta significativamente 

cuando la corriente de Ca2+ a través del canal está inhibida (ORAI1-106A). Estos 

resultados nos permiten sugerir que existe una relación directa entre la actividad del 

canal y el nivel de fosforilación de ORAI1 en los residuos Thr295 y Ser298. Por otro lado, 

nuestros resultados muestran que en condiciones basales un gran pool de la proteína 

ORAI1 se encuentra fosforilado en estos residuos, lo que permite explicar que la 

mutación de ORAI1 a glutamato (ORAI1-T295E/S298E), que simula la fosforilación 

constitutiva de estos residuos, no presente ningún cambio en la entrada de Ca2+ en la 

célula y se comporte de forma similar a la proteína silvestre.  

Un aspecto importante en la regulación de la actividad del canal ORAI1 es su 

localización celular. Según trabajos publicados por Machaca y cols., en reposo la mayor 

parte del pool de ORAI1 (aproximadamente un 60 %) se encuentra internalizado, 

mientras que el 40 % restante se localiza en la membrana plasmática. De este modo, 

este grupo relaciona la activación de SOCE con un incremento en el pool de ORAI1 

localizado en la MP (del 40 al 65%), así como la inhibición de SOCE con la internalización 

del canal ORAI1 (Hodeify et al., 2015). En este sentido, nuestros resultados muestran 

que la localización de ORAI1 fosforilado en estos residuos es principalmente cortical y 

en zonas de ruffles de membrana, aunque también se detecta un pequeño pool de 

proteína fosforilada en regiones del interior celular. Sin embargo, resulta interesante el 

hecho de que exista un enriquecimiento de ORAI1 en el interior celular cuando 

expresamos la proteína ORAI1 mutada a alanina (ORAI1-S295A/T298A). Este resultado 

concuerda con la disminución en el nivel de fosforilación de ORAI1 cuando se induce su 

internalización con el inhibidor de RAC1 NSC 23766. En conjunto, estos resultados 

permiten sugerir que la proteína ORAI1 desfosforilada en los residuos Thr295 y Ser298 

está relacionada con una mayor actividad del canal, y que la internalización de ORAI1 

desfosforilado podría estar relacionada con la regulación negativa de la alta actividad 

presentada por el mutante ORAI1-T295A/S298A. Este mecanismo apoyaría trabajos 

realizados por otros grupos en los que SOCE es inhibido durante la mitosis de células de 

mamíferos mediante un mecanismo de internalización celular (Preston et al., 1991; Tani 

et al., 2007).También durante la meiosis en Xenopus se ha descrito la inhibición de SOCE 

mediante la internalización de la proteína ORAI1 a través de una vía endocítica 

dependiente de la proteína Rho, perteneciente a las RHO GTPasas, caveolina, Rab5 y 
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dinamina (Yu et al., 2010), participando de este modo la endocitosis en el reciclaje y 

degradación de ORAI1 y en la cantidad de proteína disponible en la membrana 

plasmática. Durante la meiosis, la posible explicación de la inhibición de SOCE a través 

del internamiento del canal puede verse como un mecanismo de seguridad para 

prevenir la activación prematura del óvulo (Machaca & Haun, 2002). En el caso de 

ORAI1-T295A/S298A, la internalización de esta versión mutada del canal ORAI1 podría 

regular la alta actividad presentada con respecto a ORAI1-WT. 

Siguiendo con la localización subcelular de ORAI1, estudios previos han 

demostrado que RAC1 dirige la localización de CTTN a ruffling de membrana (Ridley et 

al., 1992). Cuando las células del carcinoma de páncreas se trataron con dasatinib, un 

inhibidor de la quinasa Src, disminuyó la fosforilación de la Tyr42 de CTTN (Nam et al., 

2005) y ésta se translocó desde la membrana plasmática al interior celular (Stock et al., 

2019), de modo que estos resultados ponen de manifiesto que el enriquecimiento de 

CTTN en el frente de migración es dirigido por RAC1 mediante un mecanismo 

dependiente de fosforilación/desfosforilación. En este trabajo mostramos que RAC1 

también dirige la localización de ORAI1 a ruffling de membrana. Resulta interesante que 

cuando se expresa el mutante a alanina de ORAI1, ORAI1-T295A/S298A, se observa un 

enriquecimiento tanto de ORAI1 como de CTTN en el interior celular. Este resultado nos 

permite sugerir que la localización subcelular de ORAI1 también podría estar regulada 

por un mecanismo de fosforilación/desfosforilación y que la señalización celular que 

dirige el ruffling de membrana en células en migración estaría determinado por el eje 

RAC1 → ORAI1 → CTTN, y no al contrario. Es decir que la relocalización de CTTN a la 

membrana plasmática, estimulada por RAC1, es regulada por la actividad del canal de 

Ca2+ ORAI1. 

Otro de nuestros objetivos fue determinar si la translocación de ORAI1 al frente 

de migración inducida por EGF está acompañada por un incremento en la fosforilación 

de ORAI1 en los residuos Thr295 y Ser298. Nuestros resultados muestran que en 

presencia de EGF no tiene lugar un incremento en el pool de ORAI1 fosforilado en estos 

residuos. Tal y como se ha comentado anteriormente, el nivel basal de fosforilación de 

ORAI1 en los residuos Thr295 y Ser298 es alto, de modo que es posible que ORAI1 ya se 

encuentre fosforilado cuando EGF, a través de RAC1, induce la translocación de ORAI1 

al frente de migración. De este modo, habría que investigar otras posibles rutas de 

señalización implicadas en la estimulación o inhibición de la fosforilación de la proteína 

ORAI1. 

En conclusión, nuestros resultados muestran que ORAI1 tiene un papel crítico en 

la migración celular e invasividad a través de su interacción con marcadores del frente 

de avance celular, como es el caso de su interacción con CTTN. Además, la translocación 

de ORAI1 al frente de migración está regulada por la actividad de RAC1 y es potenciada 

por el factor de crecimiento epidérmico (EGF), lo cual sugiere que cuando ORAI1 se 
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encuentra activo en membrana plasmática forma parte del complejo molecular que 

controla y modula el avance de la migración celular. Por último, nuestros datos sugieren 

que la actividad del canal ORAI1 puede estar regulada por la fosforilación de los residuos 

Thr295 y Ser298, observándose una regulación negativa que está relacionada con la 

internalización del canal cuando estos residuos se encuentran desfosforilados. 

Los resultados mostrados en nuestro trabajo ayudan a definir la regulación del 

citoesqueleto y la migración celular por STIM1-ORAI1, lo que podría permitir extrapolar 

estos resultados a situaciones patológicas como la metástasis en ciertos procesos 

tumorales. Existen actualmente algunos fármacos en quimioterapia que actúan a nivel 

de la señalización de Ras-Raf-MEK-ERK, que de hecho es una ruta que controla la 

fosforilación de STIM1. De igual modo existen algunos fármacos en quimioterapia que 

actúan a nivel de la señalización de RAC1. Se conoce que RAC1 estimula la iniciación de 

tumores, de modo que descubrir interactores o efectores específicos de RAC1, como 

ORAI1, podría ser una estrategia terapéutica plausible para el avance científico en este 

campo. En conclusión, estos resultados permiten conocer detalles moleculares de la 

interacción STIM1-ORAI1-citoesqueleto para poder actuar en estas rutas de 

señalización, de modo que el número de efectos colaterales no deseados de los 

fármacos utilizados en quimioterapia sea el menor posible.
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Las conclusiones derivadas del trabajo realizado durante el desarrollo de esta Tesis 

Doctoral son: 

 

1. La ausencia de ORAI1 provoca menor velocidad de migración, 

menor persistencia direccional y menor distancia de protrusiones en el frente de 

avance de las células, por lo que ORAI1 tiene un papel crítico en la regulación de 

la migración celular. 

 

2. La ausencia de ORAI1 disminuye el potencial invasivo de las células U2OS en el 

modelo animal de larvas de pez cebra, lo que indica que el canal de Ca2+ ORAI1 

es crítico tanto en los procesos de migración como de metástasis e invasividad 

celular. 

 

3. ORAI1 forma parte del complejo macromolecular que regula la reorganización 

del citoesqueleto de actina y la formación de lamelipodios en el frente de 

migración y la formación de este complejo puede ser estimulada por EGF. 

 

4. Tanto la sobre-expresión de un mutante negativo de RAC1, como el tratamiento 

con NSC 23766, conducen a la pérdida de localización polarizada de ORAI1, de 

modo que RAC1 es responsable de la translocación de ORAI1 a zonas del frente 

de migración celular a través de una ruta de señalización mediada por EGF-RAC1-

CTTN-ORAI1.  

 

5. Los anticuerpos generados en este trabajo confirman por primera vez la 

presencia in vivo de los residuos fosforilados en ORAI1 Thr295 y Ser298, más allá 

de los experimentos de fosfoproteómica publicados hasta la fecha.    

 

6. La inhibición de la fosforilación de los residuos Thr295 y Ser298 (mutante 

T295A/S298A) induce un aumento en la entrada de Ca2+ operada por depósitos 

intracelulares y la acumulación de ORAI1 en el interior celular, lo que indica que 

la fosforilación de ORAI1 en estos residuos está relacionada directamente con la 

actividad de este canal de Ca2+.     
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1. Cultivos celulares 

 

Para llevar a cabo este estudio se han empleado principalmente las células 

humanas de osteosarcoma U2OS, un modelo celular con un alto potencial invasivo 

(Lauvrak et al., 2013). Además, para algunos experimentos concretos se ha utilizado la 

línea celular HEK293 (células embrionarias de riñón humano). 

Las líneas celulares se crioconservan en medio de congelación1 en viales 

almacenados a -80°C. Las células se cultivan en medio DMEM completo2 a 37°C y en una 

atmósfera húmeda de 5% de CO2. Las células cultivadas crecen adheridas a la base de la 

placa formando monocapas hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. Para recrecer 

un cultivo celular se procede a lavar la monocapa de células con PBS3 y a continuación 

se incuba con una solución de tripsina4 durante 3-4 minutos a 37°C. Transcurrido ese 

tiempo se inactiva la tripsinización mediante la adición de medio completo2. En caso de 

que el experimento requiera un número determinado de células, se toma una alícuota 

de la suspensión celular y se procede al contaje de células utilizando para ello un 

hematocitómetro5. 

 

2. Líneas celulares 
 

2.1. Líneas celulares empleadas 

Para los estudios que se han llevado a cabo se han empleado las siguientes líneas 

celulares: 

▪ U2OS FLp-In T-REx proporcionadas por el Dr. Gopal Sapkota (Universidad de 

Dundee, Reino Unido). 

▪ U2OS ORAI1-KO generadas como se describe en (Lopez-Guerrero, Tomas-

Martin, et al., 2017). 

▪ U2OS FLp-In T-REx que sobre-expresan de manera estable Flag-RAC1-WT, 

Flag-RAC1-G12V y Flag-RAC1-T17N generadas como se describe en (Pozo-

Guisado et al., 2010). 

 
1 Medio de congelación: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 50% de suero 

fetal bovino (FBS) y 10% de dimetil-sulfóxido (DMSO). 
2 Medio de cultivo completo DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 

10% de suero fetal bovino (FBS), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml. 
3 PBS: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 4.3 mM, KH2PO4 1.4 mM, pH 7.4. 
4 Solución de tripsina (Gibco): Tripsina 0.05%, EDTA (1X). 
5 Hematocitómetro: Cámara de Neubauer o CountessTM Cell Counting Chamber Slides (Invitrogen 

C10283). 
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▪ U2OS FLp-In T-REx que sobre-expresan ORAI1-GFP (NP_116179.2) y ORAI1-

T295A/S298A-GFP. 

▪ U2OS ORAI1-KO que sobre-expresan Flag-ORAI1, Flag-ORAI1-T295A/S298A, 

Flag-ORAI1-T295E/S298E, Flag-ORAI1-Y300F, Flag-ORAI1-Y300E. 

 

▪ HEK293 FLp-In T-REx que sobre-expresan Flag-ORAI1 (NP_116179.2). 

 

▪ U2OS ORAI1-KO que sobre-expresan ORAI1 (NP_116179.2). 

     

2.2. Generación de líneas estables mediante el sistema FLp-In T-REx 

 

Las líneas celulares U2OS se transfectan de forma estable gracias al sistema FLp-

In T-REx y mediante la clonación del cDNA de ORAI1 (ver Anexo I) en un vector 

pcDNA5/FRT/TO (Invitrogen). Este proceso se lleva a cabo en tres pasos:  

1. Generación de células FLp-In T-REx mediante la integración independiente de 

dos plásmidos en el genoma de las células: un plásmido con un sitio de unión FRT 

para la recombinasa Flp (figura 69.A) y otro que expresa un represor Tet 

(tetraciclina) de forma constitutiva (figura 69.B). La integración de ambos se 

produce al azar y es independiente una de otra. Este paso ya se encontraba 

ejecutado en las líneas celulares que nos cedió el Dr Gopal Sapkota de la 

Universidad de Dundee, por lo que en este trabajo se inició el proceso en el 

siguiente punto. 

 

2. Integración del vector que contiene el gen de interés bajo un promotor inducible 

por doxiciclina (figura 69.C). Para ello las células se transfectan con dos vectores; 

uno que expresa de forma constitutiva la recombinasa Flp (pOG44) y otro que 

contiene el gen de interés (pcDNA5/FRT/TO), además de otro sitio FRT. La 

integración está mediada por la recombinasa Flp en el sitio FRT. 

 

3. Inducción de la expresión del gen de interés por adición de doxiciclina (figura 70). 

 

Para transfectar de forma estable la línea FLp-In T-Rex U2OS, las células se 

transfectan con una mezcla de transfección6 que contiene el cDNA de ORAI1 en el vector 

pcDNA5/FRT/TO y el cDNA de la recombinasa en el vector pOG44 en una proporción 

(1:9). Tras 48 h, el medio se cambia por un medio suplementado con 100 µg/ml de 

higromicina B y 5 µg/ml de blasticidina para seleccionar las células transfectadas de 

forma estable. La expresión de ORAI1-GFP se determina mediante inmunoblot y la 

 
6 Mezcla de transfección: 1-5 µg de cDNA + 20 µl de polietilenimina (PEI 0.1 M) + 1 ml de DMEM (sin 
suplementar), por placa de 10 cm de diámetro.  
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visualización de células en un microscopio de fluorescencia. Mediante esta técnica se 

generaron líneas celulares que expresan ORAI1-WT y ORAI1-T295A/S298.  

    

Figura 69. Obtención de las líneas FLp-In T-REx. Panel A: Plásmido pFRT/lacZeo que contiene un sitio FRT 

para unión de la recombinasa y un gen de resistencia a zeocina. Panel B: Plásmido pcDNA6/TR© que 

expresa el represor Tet de forma constitutiva y tiene un gen de resistencia a blasticidina. Panel C: 

integración del plásmido pcDNA5/FRT/TO© que contiene el gen de interés. La integración de este 

plásmido confiere a las células resistencia a blasticidina y sensibilidad a zeocina. La expresión del gen de 

interés está reprimida por el represor Tet. 

 

2.2.1. Inducción de la expresión de ORAI1-GFP en la línea celular U2OS 

Una vez generadas las líneas celulares, éstas se cultivan en placas de 10 cm de 

diámetro en medio de selección suplementado con 100 µg/ml higromicina y 5 µg/ml 
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blasticidina. La expresión de ORAI1-GFP en células FLp-In T-REx U2OS está bajo el control 

de un promotor sensible a doxiciclina (Dox), un antibiótico que pertenece al grupo de 

las tetraciclinas. De manera estándar, se ha empleado la incubación de las células con 1 

µg/ml de doxiciclina durante 24-30 horas, para inducir unos niveles adecuados de 

expresión de la proteína ORAI1-GFP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 70. Expresión del gen de interés inducida por la adición de doxiciclina. La proteína represora Tet 

(TetR) es expresada por el plásmido pcDNA6/TR© en las células FLp-In T-REx. Homodímeros de TetR se 

unen a la secuencia Tet operador 2 (TetO2) del vector pcDNA5/FRT/TO© reprimiendo la transcripción del 

gen de interés. Tras la adición de doxiciclina, ésta se une a los homodímeros de TetR. La unión de 

doxiciclina a los TetR provoca un cambio conformacional en el TetR, liberándose de la secuencia 

operadora e induciendo así la expresión del gen de interés. 

 

2.3. Generación de líneas celulares con expresión estable de proteína ectópica 

mediante transducción retroviral 

 

Los sistemas de transfección retrovirales utilizan las propiedades de replicación 

víricas para llevar a cabo la integración de una secuencia deseada de DNA en un genoma 

hospedador. Estos retrovirus modificados conservan la capacidad de infectar a las 

células hospedadoras; sin embargo, no poseen los genes esenciales para la producción 
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de nuevas partículas víricas (viriones), de manera que pueden transferir un cDNA de 

interés al genoma de células diana sin llevar a cabo la replicación viral en las mismas. 

Para facilitar este sistema, existen células empaquetadoras de partículas virales como 

las Phoenix-AMPHO HEK293 que contienen en su genoma los genes responsables de la 

encapsulación del virus como son gag, pol y env, de modo que sólo deben ser 

transfectadas con el vector que lleva el cDNA de interés. Estas células garantizan un alto 

porcentaje de transfección y producción de viriones, por lo que su uso está ampliamente 

extendido en laboratorios de biología molecular y celular. Un esquema representativo 

de este sistema se ilustra en la figura 71. 

 

                                      

Figura 71. Generación de viriones con replicación defectiva en células empaquetadoras. Las células 

empaquetadoras (Phoenix-AMPHO HEK293 en nuestro estudio), las cuales han sido modificadas para 

expresar las proteínas estructurales de retrovirus, son transfectadas con un vector retroviral que contiene 

el inserto/gen de interés, y tras producirse la retrotranscripción viral se generan viriones que incorporan 

el mRNA del inserto de interés. El medio extracelular del cultivo, que contiene los viriones, se puede usar 

para transducir células diana ex vivo o in vivo. Fuente de la imagen (Duke Viral Vector Core, Universidad 

de Duke 2017). 

 

En el desarrollo de este estudio se ha utilizado esta técnica para generar líneas 

U2OS ORAI1-KO que expresan de forma estable Flag-ORAI1, Flag-ORAI1-T295A/S298A, 

Flag-ORAI1-T295E/S298E, Flag-ORAI1-Y300F y Flag-ORAI1-Y300E. El vector empleado en 

todos los casos fue pBABED con resistencia a higromicina (de la Universidad de Dundee, 

mrcppureagents.dundee.ac.uk #37127). 

El protocolo de transducción retroviral empleado en este trabajo es el descrito en 

(Karlseder et al., 2002; Li & de Lange, 2003), el cual se desarrolla en varios pasos:  

1. Las células Phoenix HEK293 se siembran en placas de 10 cm de diámetro para 

que, transcurridas 24 horas, presenten una confluencia del 40-50%.  
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2. Transcurridas 24 horas en cultivo, las células se transfectan con 12 µg del cDNA 

de interés, empleando el agente de transfección PEI6. Este mismo día se 

siembran las células diana (U2OS ORAI1-KO en el caso de nuestro estudio) para 

tener una confluencia del 30-40% al día siguiente. 

 

3. Transcurridas 24 horas desde la transfección, se recoge el medio de las células 

Phoenix (contiene partículas virales), se filtra (0.22 µm de tamaño de poro) para 

que no exista contaminación entre líneas celulares de distinto origen, y se añade 

medio fresco a las células Phoenix, las cuales se devuelven de nuevo al incubador 

para que sigan creciendo y generando viriones para el día siguiente.  

 

4. A continuación, las células diana U2OS ORAI1-KO se incuban con el medio de 

partículas virales mezclado con polibreno, el cual es usado como agente de 

transducción (5 ml medio viriones + 1.06 µl polibreno (stock 18.75 mg/ml), para 

una placa de 10 cm de diámetro). 

 

5. A las 6-8 horas posteriores a la incubación con los viriones (en la que el polibreno 

se encuentra a una concentración de 4 µg/ml) se añaden 5 ml de medio 

suplementado a la placa para que la concentración de polibreno no sea superior 

a 2 µg/ml, pues una incubación prolongada de las células con una concentración 

que supere dicho valor es tóxica para las células. 

 

6. Al día siguiente, se repite el mismo procedimiento en una segunda ronda o ciclo 

de infección tras retirar el medio con viriones de las células Phoenix HEK293. 

 

7. Transcurridas 48 horas desde la primera transducción en células dianas, se 

elimina el medio con viriones y se añade medio fresco para favorecer el 

crecimiento de las células. 

 

8. Tras 24 horas de recuperación en medio de cultivo, las células se incuban en 

medio de selección (medio de cultivo con higromicina 300 µg/ml en base a la 

resistencia antibiótica que presenta el vector empleado). 

 

Finalmente, las células se mantienen en medio de selección, reemplazando el 

medio cada 48 horas, hasta obtener colonias resistentes (8-12 días). La validación de la 

línea celular generada se realiza por inmunodetección de la proteína sobre-expresada a 

partir de lisados celulares y observando el cultivo en el microscopio de fluorescencia 

invertido en el caso de que la proteína presente el tag fluorescente GFP. Una vez que se 

confirma que las células expresan correctamente la proteína de interés, los cultivos se 

expanden y se almacenan en crioviales en N2 líquido hasta su utilización. 
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3. Clonaje molecular y transfección 

 

3.1. Cuantificación del DNA 

La cuantificación de DNA se calcula por espectrofotometría, teniendo en cuenta 

que 50 µg/ml de DNA en solución acuosa tienen un valor de absorbancia a 260 nm (A260) 

igual a 1.0. Para estimar la pureza del extracto se calcula la relación A260/A280, que debe 

resultar un valor comprendido entre 1.8-1.85 para una disolución de DNA puro. 

 

3.2. Transformación bacteriana 

El método de transformación bacteriana seguido es el descrito por Hanahan 

(Hanahan, 1983) y se basa en permeabilizar a las bacterias con un choque térmico. Se 

transforman 45 µl de bacterias competentes Escherichia coli DH5αF’ con 5 µl de mezcla 

de ligación (plásmido con la resistencia al antibiótico y el inserto de cDNA 

correspondiente en cada caso). A continuación, se incuba en hielo durante 30 minutos 

y después se da un choque térmico a 42°C durante 90 segundos, seguido de una breve 

incubación en hielo durante 5 minutos. A continuación, se añade a las bacterias 1 ml de 

medio LB (Luria-Bertani) y se incuban durante 1.5-2 horas en agitación suave a 37°C. 

Para finalizar se siembran 50-70 µl de esta suspensión de bacterias en una placa de LB-

agar suplementada con el antibiótico de selección, la cual se incuba a 37°C durante 16-

18 horas. En el anexo I se muestran las construcciones utilizadas en el desarrollo de este 

trabajo. 

 

3.3. Obtención de DNA plasmídico 

A partir de las bacterias crecidas en la placa de LB-agar, se realiza un crecimiento 

de las colonias seleccionadas en 2 ml de medio LB con ampicilina (100 µg/ml) o 

kanamicina (50 µg/ml) y se incuban a 37°C en agitación (250 rpm) durante 10-12 horas. 

Tras el crecimiento del cultivo se procede a su centrifugación a 4°C y 10.000 x g durante 

5 minutos. Finalmente se realiza la purificación del plásmido siguiendo el protocolo de 

purificación del kit ZymoPure. Una vez extraído y purificado el DNA se procede a su 

secuenciación, que en nuestro caso se realizó en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las 

Biociencias (STAB), de los Servicios de Apoyo a la Investigación de la UEx (SAIUEX). 

 

3.4. Construcciones de DNA y transfección transitoria 

Para la transfección transitoria de ORAI1-GFP, GFP-empty, mCherry-CTTN, EGFP-

RAC1-WT, EGFP-RAC1-Q61L, mCherry-RAC1-G12V, Flag-ORAI1-WT, Flag-ORAI1-

T295A/S298A, Flag-ORAI1-E106A, Flag-ORAI1-V102C y Flag-empty, las células se 

transfectan con plásmidos que incluyen los cDNA que codifican para las proteínas de 
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interés. En el Anexo I se detallan las diferentes construcciones empleadas en el 

desarrollo de este trabajo.  

El DNA utilizado para la transfección se purifica a partir de bacterias Escherichia 

coli DH5αF’ utilizando el kit de ZymoPure para la extracción de plásmidos siguiendo el 

protocolo indicado por la casa comercial. La construcción de DNA para la transfección 

transitoria de mCherry-CTTN (plásmido #27676, Addgene) fue proporcionada por el Dr. 

Christien Merrifield (Laboratoire d'Enzymologie et Biochimie Structurales, CNRS, Gif sur 

Yvette, Francia). Los plásmidos pcDNA3-EGFP-RAC1-WT (Addgene #13719) y pcDNA3-

EGFP-RAC1-Q61L (Addgene #13720) fueron proporcionados por el Dr. Klaus Hahn 

(Universidad de Carolina del Norte, EE.UU.) y el plásmido pmCherry-RAC1-G12V por el 

Dr. Francesc Tebar (Universidad de Barcelona, España). 

La transfección transitoria de las líneas celulares U2OS con las diferentes 

construcciones de DNA se realiza 8-12 horas tras la siembra, utilizando 1-2 µg de DNA y 

el agente de transfección PEI6 (20 µl de una solución stock 1 mg/ml por placa de 10 cm 

de diámetro). La transfección se lleva a cabo 24-30 horas antes del inicio del 

experimento para asegurar un adecuado nivel de expresión de la proteína de interés. En 

caso de que el plásmido requiera doxiciclina para inducir la expresión de la proteína, a 

la mezcla de transfección se le añade doxiciclina de manera que la concentración final 

sea 1 µg/ml.  

 

4. Tratamiento de las líneas celulares 

 

4.1. Tratamiento de las líneas U2OS y HEK293 

Las células se siembran y se mantienen en cultivo al menos 24 horas para que se 

adhieran a la placa y crezcan formando una monocapa celular con el fin de que alcancen 

una confluencia óptima en función del experimento a realizar. En caso de que las células 

requieran antibiótico de selección para expresar de manera estable la proteína de 

estudio, las células se cultivan en presencia de los antibióticos para los que el vector de 

clonación incluya gen de resistencia (higromicina en el caso de la expresión estable por 

transducción retroviral, o higromicina y blasticidina en el sistema FLp-In T-REx). Para 

ensayos de inmunolocalización, motilidad celular o medidas de Ca2+ citosólico la 

confluencia necesaria es de un 50-60%, mientras que en caso de ensayos de pull-down 

o co-inmunoprecipitación la confluencia celular puede alcanzar el 70-80%.  

Para la estimulación de las células con el factor de crecimiento epidérmico (EGF7), 

las células son deprivadas de suero reemplazando el medio de cultivo DMEM por medio 

 
7 EGF (SRP3027 Sigma-Aldrich): Factor de crecimiento epidérmico (EGF de sus siglas en inglés: Epidermal 

Growth Factor).  
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RPMI8 libre de suero y rojo fenol durante 8-10 horas, siendo éste el tiempo óptimo para 

que se reduzca la actividad de las enzimas/rutas implicadas en este estudio.       

Transcurrido este tiempo se lleva a cabo la estimulación con EGF 50 ng/ml durante 

diferentes tiempos: 1, 3, 5 y 8 minutos. 

Para el tratamiento de inhibición de RAC1, las células se preincuban con el 

inhibidor NSC 237669 50 µM en el momento de deprivación, manteniéndose 8-10 horas, 

tiempo tras el cual se procede a la estimulación con EGF en las condiciones 

anteriormente citadas. 

Para ensayos de inmunolocalización y medidas de Ca2+ citosólico las células se 

siembran en cubres pretratados con colágeno10 al 0.01% durante un mínimo de 2 horas 

a 37°C, lavándose el exceso de colágeno posteriormente con PBS estéril antes de 

proceder a la siembra celular. La deprivación de las líneas celulares se mantiene el 

tiempo requerido según el tipo de ensayo que se vaya a realizar (entre 8 y 16 horas). 

 

5. Preparación de lisados celulares e inmunoblot 

 

5.1. Preparación de lisados celulares 

Los lisados celulares se obtienen a partir de los diferentes cultivos celulares 

sembrados en placas de 10 cm de diámetro. Se retira el medio de cultivo en el que han 

crecido las células y éstas se lavan con PBS frío y se lisan añadiendo 1 ml de tampón de 

lisis11 para la obtención de extractos proteicos celulares. Dado que ORAI1 es una 

proteína transmembranal, los lisados celulares son sonicados posteriormente con el 

procesador ultrasónico UP200S Hielscher (4 ciclos de 10 segundos a 40% de amplitud) 

para disgregar las membranas celulares y facilitar la solubilización de las proteínas. A 

continuación, las muestras ya sonicadas se clarifican centrifugando a 20.000 x g durante 

20 minutos y se elimina el precipitado guardando el sobrenadante a -80°C. Todo el 

proceso de obtención de extractos celulares se realiza en frío (4°C).  

 
8 RPMI libre de suero y rojo fenol (Gibco): RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 

100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml. 
9 NSC 23766 (2161 Tocris): N6 -[2-[[4-(Diethylamino)-1-methylbutyl]amino]-6-methyl-4-pyrimidinyl]-2- 

methyl-4,6-quinolinediamine trihydrochloride. 
10 Solución de colágeno Tipo-I (C3867 Sigma-Aldrich): Solución de colágeno Tipo-I al 0.01% (0.1 mg/ml). 
11 Tampón de lisis para extractos proteicos totales: Tris-HCl 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, fluoruro sódico 

50 mM, pirofosfato sódico 5 mM, ortovanadato sódico 1 mM, 1% Nonidet-P40, sacarosa 270 mM, DTT 1 

mM, benzamidina 1 mM y PMSF 1 mM. 
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5.2. Medida de la concentración de proteína 

La concentración de proteína de los extractos celulares se determina mediante el 

método colorimétrico de Bradford, utilizando como estándar cantidades conocidas de 

la albúmina de suero bovino (BSA). La concentración de proteína se determina midiendo 

la absorbancia de las muestras a 594 nm e interpolando los valores obtenidos con la 

recta patrón generada con la proteína BSA (cantidades utilizadas entre 1-5 µg). Si las 

células son lisadas en tampón de lisis que contenga detergente SDS, la concentración de 

proteína se determina empleando el reactivo de ensayo de proteínas 660 nm PierceTM 

(ThermoFisher Scientific #22660) al presentar un mayor rango de compatibilidad a 

detergentes iónicos y midiendo la absorbancia de las muestras a 660 nm, como describe 

el fabricante. 

 

5.3. Ensayos de pull-down y co-inmunoprecipitación 

Para inmunoprecipitar proteínas de fusión unidas a GFP, los extractos celulares se 

incuban con una resina de agarosa con afinidad por la proteína GFP (GFP-Trap beads, 

ChromoTek) durante 1 hora a 4°C con rotación suave. Una vez unida la proteína de 

estudio a las GFP-beads se precipita este complejo, se descarta el sobrenadante y el 

precipitado se lava con tampón de lisis suplementado con NaCl 0.5 M durante 10 

minutos en rotación. Si se pretende analizar las proteínas coprecipitadas con la proteína 

de estudio, el tampón de lisis se suplementa con NaCl 150 mM, eliminando así sólo las 

proteínas unidas por enlaces débiles al complejo proteico. A continuación, el precipitado 

se lava con tampón A12 durante 5 minutos (los lavados siempre se llevan a cabo a 4°C 

con rotación) para eliminar los restos de sales y posteriormente las proteínas 

precipitadas se eluyen de la resina de agarosa (GFP-Trap agarosa) con 15 µl de tampón 

de elución13 y vórtex. Una vez eluidas las proteínas, las muestras son hervidas a 95°C 

durante 3 minutos. Para descartar la resina de agarosa, las muestras se pasan por 

columnas de filtración (Spin-X). Las proteínas purificadas se someten a electroforesis en 

gel de acrilamida y transferencia a membrana de nitrocelulosa tal y como se describe a 

continuación.  

 

5.4. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y transferencia a membranas de 

nitrocelulosa 

Para la realización de electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida se emplea el sistema de tampón discontinuo descrito por Laemmli 

(Laemmli, 1970). La cantidad determinada (5-40 µg) de los extractos celulares se mezcla 

con el volumen adecuado de tampón de carga14. Las proteínas se someten a 

 
12 Tampón A: Tris-HCl 50 mM, EGTA 0.1 mM, pH 7.5. 
13 Tampón de elución: LDS (2X) (Nu-Page) ß-mercaptoetanol 300 mM. 
14 Tampón de carga: LDS (4X) (Nu-Page) DTT 40 mM y azul de bromofenol. 
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electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes por la 

presencia del detergente iónico SDS (SDS-PAGE15) y se separan en función de su peso 

molecular. En función del tamaño de la proteína de estudio se emplean geles de 

poliacrilamida de diferentes concentraciones, entre el 6.5% y el 12% de acrilamida. Una 

vez realizada la electroforesis, las proteínas presentes en el gel se transfieren a 

membranas de nitrocelulosa por aplicación de un campo eléctrico en un tanque que 

contiene tampón de transferencia16. La transferencia se realiza a 4°C durante 2-3 horas 

a 10 V.  

 

5.5. Inmunodetección 

Una vez terminada la transferencia, las membranas se tiñen con el colorante 

Ponceau S17 que permite comprobar la eficiencia en la transferencia de proteínas a la 

membrana de nitrocelulosa, así como la homogeneidad en la cantidad de proteína 

cargada en cada muestra. Para ensayos de inmunoblot, las membranas se mantienen 

durante 1 hora a temperatura ambiente en solución de bloqueo18 y seguidamente se 

incuban con el anticuerpo primario correspondiente empleando las condiciones y 

diluciones indicadas en la Tabla II. Tras seis lavados de 10 minutos en solución TBS-T19, 

las membranas se incuban en solución de bloqueo con el anticuerpo conjugado con la 

enzima HRP (horseradish peroxidase) a una dilución de 1:10000 durante 60 minutos a 

temperatura ambiente en rotación. A continuación, se procede a lavar las membranas 

un total de 6 veces (cada lavado de 10 minutos) en TBS-T más un lavado final en TBS20 

de 5 minutos. Finalmente, se añade el sustrato quimioluminiscente Clarity o Clarity 

MaxTM Western ECL (Bio-Rad) durante 1-3 minutos a temperatura ambiente. Las bandas 

inmunoreactivas se revelan en un Chemidoc XRS + imager (Bio-Rad). La cuantificación 

de las bandas resultantes del revelado de las membranas se lleva a cabo con el software 

Image Lab (Bio-Rad). 

 

Algunas membranas de nitrocelulosa son reutilizadas para la incubación con más 

de un anticuerpo, como es el caso de la detección de proteínas coprecipitadas con la 

proteína de estudio. En este caso, la membrana se bloquea y se expone en primer lugar 

al anticuerpo que detectan las proteínas que interaccionan con la proteína que se ha 

inmunoprecipitado y posteriormente al correspondiente anticuerpo secundario. A 

continuación, se añade el sustrato quimioluminiscente y se procede al revelado. 

Finalmente, se puede utilizar esta misma membrana para la detección de otras proteínas 

de interés. 

 
15 Tampón de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1% (p/v). 
16 Tampón de transferencia: Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20% (v/v). 
17 Ponceau S: Ponceau S 0.5% (p/v), ácido acético 5% (v/v). 
18 Solución de bloqueo: Leche desnatada en polvo 10% (p/v) disuelta en TBS-T. 
19 TBS-T: Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 75 mM, Tween-20 0.2% (v/v). 
20 TBS: Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 75 mM. 
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ANTICUERPO 

 

 
CASA COMERCIAL 

 
DILUCIÓN 

 
TIEMPO DE 

INCUBACIÓN 
 

Mouse anti-CTTN (clon 4F11) 
 

Millipore 
 

1 µg/ml 
 

4°C 12-16 h 

 
Rabbit anti-CYFIP1 (AB6046) 

 
Millipore 

 
1 µg/ml 

 
4°C 12-16 h 

 
Sheep anti-GFP 

 
(Universidad de Dundee) 

 
1 µg/ml 

 
4°C 12-16 h 

 
Mouse anti-GAPDH 

(6C5): sc-32233 

 
Santa Cruz Biotechnology 

 
1:3000 

 
4°C 12-16 h 

 
Mouse anti-Na+/K+-ATPasa 

(H-3): sc-48345 

 
Santa Cruz Biotechnology 

 
1:2000 

 
4°C 12-16 h 

 
Rabbit anti-phospho-ERK1/2 

(#9106S) 

 
Cell Signaling Technology 

 
1:1000 

 
4°C 12-16 h 

 
Rabbit anti-total-ERK1/2 

(#9102S) 

 
Cell Signaling Technology 

 
1:1000 

 
4°C 12-16 h 

 
Rabbit anti-phospho-PAK1/2 

(#2601T) 

 
Cell Signaling Technology 

 
1:1000 

 
4°C 12-16 h 

 
Rabbit anti-total-PAK1 

(#2602T) 

 
Cell Signaling Technology 

 
1:1000 

 
4°C 12-16 h 

Mouse anti-RAC1 
(Monoclonal IgG2b, incluido 

en el kit Active Rac1 Pull-
Down and Detection #16118) 

 
ThermoFisher Scientific 

 
1:1000 

 
4°C 12-16 h 

 
Mouse anti-ARP2/3  

(clon 13C9) 

 
Millipore 

 
1:500 

 
4°C 12-16 h 

 
Rabbit anti-p38 MAPK #9212 

 

 
Cell Signaling Technology 

 
1:500 

 
4°C 12-16 h 

 
Sheep anti-phospho-T295-

ORAI1 

 
(Universidad de Dundee) 

1 µg/ml + 10 
µg/ml blocking 

peptide 

 
4°C 12-16 h* 

 
Sheep anti-phospho-S298-

ORAI1 

 
(Universidad de Dundee) 

1 µg/ml + 10 
µg/ml blocking 

peptide 

 
4°C 12-16 h* 

 
Mouse anti-Flag (F3165) 

 
Sigma-Aldrich 

 
1:1000 

4°C 12-16 h 
+ RT 1h 

 
Mouse anti-actin 

 (clon 7A8.2.1) 

 
Cytoskeleton 

 
1 μg/ml 

 
RT 1h 

 
Mouse anti-gelsolin 

(H-5): sc-398244 

 
Santa Cruz Biotechnology 

 
1 μg/ml 

 
4°C 12-16 h 

      Tabla II: Relación de anticuerpos utilizados en inmunoblots. RT: Temperatura ambiente. 

   * Los anticuerpos anti-fosfo-ORAI1 se preincuban con su péptido específico no fosforilado durante 60 
minutos de forma previa a su uso. 
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6. Ensayo de biotinilación de proteínas de superficie celular 
 

Para cuantificar la cantidad de ORAI1 que está externalizado en la membrana 

plasmática se emplea un kit comercial que permite el aislamiento de proteínas de 

superficie celular (Pierce, ThermoFisher Scientific #89881) mediante biotinilación 

selectiva y su posterior purificación. Para ello, las células se siembran en placas de 10 

cm de diámetro y se mantienen en cultivo durante 48 horas. A continuación, se lavan 

con PBS estéril y se incuban durante 30 minutos a 4°C con un reactivo de biotinilación 

(Sulfo-NHS-SS-Biotin), el cual permite marcar las aminas primarias de las proteínas 

expuestas en la superficie celular. La reacción de marcaje se para mediante la adición de 

una solución quenching, tras lo cual se recogen las células marcadas, se lavan con PBS y 

se centrifugan a 500 x g descartando el sobrenadante. A continuación, se procede a lisar 

el precipitado celular con un tampón de lisis a 4°C durante 30 minutos mediante pipeteo 

suave de las células y agitando cada 5 minutos durante el tiempo de lisis. Una vez 

transcurridos los 30 minutos, el lisado celular se centrifuga a 10.000 x g a 4°C durante 2 

minutos. El sobrenadante clarificado se transfiere a un nuevo tubo, tomándose una 

alícuota para determinar la concentración de proteína total y así poder analizar 

mediante inmunoblot la cantidad total de la proteína de estudio, ORAI1-GFP. Para 

purificar las proteínas de superficie celular biotiniladas se incuba 0.5 ml de lisado celular 

(0.3 mg de proteína) con la resina de agarosa NeutrAvidin y posteriormente son eluidas 

mediante tampón de elución con poder reductor (DTT), tras lo cual se procede al análisis 

mediante inmunoblot de la proteína de estudio biotinilada (ORAI1-GFP biotinilada), 

empleando para su detección el anticuerpo anti-GFP.  

 

7. Ensayos de actividad de RAC1 

Para detectar RAC1 activo (unido a GTP) se emplea el kit de pull-down y detección 

de RAC1 activo (Pierce, ThermoFisher Scientific #16118). Este kit permite el 

enriquecimiento selectivo y la detección de RAC1 unido a GTP a través de una 

interacción específica de proteínas con el dominio de unión de proteínas (PBD) de PAK1. 

Las células se siembran y crecen durante 48 horas en placas de 10 cm de diámetro, 

pasando posteriormente a ser deprivadas de suero en medio RPMI libre de rojo fenol 

durante 12 horas. En caso de que las células se tengan que incubar con NSC 23766 50 

µM, este inhibidor se añade en el medio de deprivación. A las 12 horas siguientes las 

células son estimuladas con EGF 50 ng/ml a diferentes tiempos (30 segundos y 1, 3, 5 

minutos), tras lo cual son lisadas empleando el tampón de lisis del kit comercial 

suplementado con inhibidores de proteasas. Tras la obtención de los lisados celulares, 

se toma una alícuota para medir la cantidad de proteína total mediante el método de 

determinación de proteínas de Pierce. Una vez medida la concentración de proteína, se 

incuban 0.6 mg de proteína total con 20 µg de la proteína de fusión GST-PAK1-PBD en 

una columna que contiene resina de glutatión-agarosa (GSH) durante 1 hora a 4°C en 
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agitación suave. A continuación, la resina se lava con el tampón de lavado y las proteínas 

son eluidas con tampón de carga, tras lo cual se procede a su separación mediante 

electroforesis en geles SDS-PAGE. Posteriormente se realiza su transferencia a 

membrana de nitrocelulosa, empleándose el anticuerpo correspondiente en la 

detección de la proteína RAC1. 
 

8. Inmunolocalización 

Las células son sembradas en cubreobjetos pretratados con colágeno al 0.01% y 

fijadas en paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS, durante 10 minutos y a temperatura 

ambiente. A continuación, se permeabilizan con Tritón X-100 0.2% durante 10 minutos 

y se incuban en solución de bloqueo21 durante 30-60 minutos. A continuación, las células 

se incuban con el anticuerpo primario utilizando la dilución y el tiempo de incubación 

establecidos para cada anticuerpo (Tabla III). Posteriormente se procede a lavar las 

células con PBS-Tween 0.2% y se incuban con el anticuerpo secundario correspondiente, 

marcado con Alexa Fluor 488 o Alexa Fluor 594, diluido 1:500-1:2000 respectivamente 

en solución de bloqueo21, durante 20 minutos y a temperatura ambiente. Por último, las 

células se lavan con PBS-Tween al 0.2% más un lavado final de PBS.  

 
ANTICUERPO 

 

 
CASA COMERCIAL 

 
DILUCIÓN 

 
TIEMPO DE 

INCUBACIÓN 
 

Sheep Anti-GM130 (AF8199) 
 

 
R&D Systems 

 
1:100 

 
4°C 12-16 h 

 
Rabbit anti-TGN46 (ABT95) 

 
Millipore 

 
1:500 

 
4°C 12-16 h 

 
Mouse Anti-EEA1 (610456) 

 
BD Biosciences 

 
1:100 

 
4°C 12-16 h 

 
Mouse anti-LAMP (611042) 

 
BD Biosciences 

 
1:50 

 
4°C 12-16 h 

 
Rabbit anti-Sec13a  

(#PA5-21339) 

 
ThermoFisher 

 
1:50 

 
4°C 12-16 h 

 
Sheep anti-phospho-T295-

ORAI1 

 
(Universidad de Dundee) 

5 µg/ml + 50 
µg/ml blocking 

peptide 

 
4°C 12-16 h* 

 
Sheep anti-phospho-S298-

ORAI1 

 
(Universidad de Dundee) 

5 µg/ml + 50 
µg/ml blocking 

peptide 

 
4°C 12-16 h* 

Tabla III: Relación de anticuerpos utilizados para inmunolocalización.  

* Los anticuerpos fosfo-ORAI1 se preincuban con su péptido específico no fosforilado durante 60 

minutos de forma previa a su uso. 

 
21 Solución de bloqueo: 3% gelatina de piel de pescado (Cold water fish skin gelatin, Sigma-Aldrich) 
disuelta en PBS-Tween 0.2% pH 7.4 (suplementada con NaF 0.5 mM en el caso de la determinación de 
epítopos fosforilados). 



Materiales y Métodos 

183 
 

Para garantizar la fosfoespecificidad de los anticuerpos que reconocen los residuos 

fosforilados Thr295 y Ser298 de ORAI1, un control del experimento consiste en tratar 

las células fijadas con fosfatasa λ (10 U/μl) de la casa comercial Santa Cruz Biotechnology 

(lambda phosphatase sc-200312) durante 8-10 h a 30°C y posteriormente realizar el 

ensayo de inmunolocalización.  

 

8.1. Análisis por epifluorescencia en célula fijada 

Una vez llevado a cabo el protocolo de inmunolocalización se fijan las células, se 

lavan con agua destilada para eliminar las sales y a continuación se montan en 

portaobjetos utilizando el medio Hydromount® (National Diagnostics). Para la 

observación de la localización de las proteínas se emplea un microscopio invertido Nikon 

Ti-E equipado con filtros de excitación, espejo dicroico y filtros de emisión específicos 

de cada fluoróforo (GFP o mCherry). Las imágenes se capturan con una cámara CCD 

Hamamatsu C9100-02 acoplada al microscopio de fluorescencia invertido y con un 

objetivo Apochromat 100 de inmersión en aceite. La evaluación del coeficiente de 

correlación de Pearson se lleva a cabo diseñando regiones de interés, ROIs22, de 1.1-1.18 

µm2 sobre la periferia celular. Se evalúan 70-90 ROIs por célula con el fin de evaluar el 

perímetro de la célula que permanece libre de contactos célula-célula. El análisis de 

imágenes se lleva a cabo con el software NIS-Elements Advanced Research. 

 

8.2. Análisis por epifluorescencia en célula viva 

La fluorescencia de los marcadores utilizados, GFP y mCherry, unidos a las 

proteínas de estudio se monitoriza manteniendo las células a 37°C en un incubador 

UNO-OkoLab. En los registros de fluorescencia de célula viva se emplea el medio libre 

de bicarbonato Leibovitz’s L-15 suplementado con 10% de suero. Se utilizan filtros de 

excitación a 480/30 nm, y de emisión 535/40 nm y un espejo dicroico de 505 nm para 

GFP, y filtros de excitación a 562/40, de emisión a 641/175 y un espejo dicroico a 593 

nm para mCherry (Semrock). A partir del diseño de ROIs se registra la variación de la 

intensidad de fluorescencia siendo el tiempo de adquisición de imágenes de 20-40 

milisegundos por captura, con un intervalo de tiempo de 3 segundos, durante 5-10 

minutos. El foco de la imagen se ajusta continuamente por el sistema de enfoque 

perfecto (PFS, Perfect focusing system) del microscopio invertido Nikon Ti-E. 

 

9. Ensayo de secreción de la luciferasa Gaussia 

Para monitorizar la vía secretora en células de mamífero vivas se lleva a cabo un 

ensayo de monitorización de la secreción de la luciferasa Gaussia (Gluc) siguiendo el 

 
22 ROIs: Regiones de interés (ROI: Regions of Interest). 
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método descrito por Badr y cols (Badr et al., 2007). Para ello, las células son transducidas 

para la expresión estable de una proteína de fusión que incluye Gluc en el N-terminal y 

la proteína de fluorescencia amarilla (YFP) en el C-terminal (figura 72). La proteína Gluc-

YFP permite visualizar la vía secretora intracelularmente y monitorizar la liberación de la 

actividad luciferasa en tiempo real estableciendo una linealidad en base al número de 

células.  

 

Figura 72. Representación esquemática del casette para la expresión de Gluc-YFP clonado en el vector 

de lentivirus. Las células huésped son infectadas por el vector de lentivirus que contiene el casette para 

la expresión de la proteína de fusión Gluc-YFP, a través de la cual se monitoriza la vía secretora en tiempo 

real. Fuente de la imagen (Badr et al., 2007). 

El ensayo de actividad de la luciferasa Gaussia permite estudiar una hipotética 

interrupción en la vía secretora como consecuencia del tratamiento con fármacos o por 

la presencia de mutaciones en la célula. Para llevar a cabo este ensayo, las células son 

transducidas con la construcción CSCW-Gluc-YFP (ver anexo I). Las células que expresan 

la luciferasa Gaussia (Gluc) se siembran a una densidad de 50.000 células por pocillo en 

placas de 96 multipocillos. A las 6 horas de la siembra se induce la expresión de la línea 

Flag-RAC1-T17N mediante la adición de 1 µg/ml de doxiciclina, tratamiento que se 

mantiene durante 22 horas hasta el momento de medir la actividad luciferasa. En 

paralelo se trabaja con la línea celular U2OS que expresa de manera endógena la 

proteína RAC1 wild-type. Estas células se incuban con NSC 23766 50 µM durante 8 horas 

antes de iniciar la medida de la actividad luciferasa. La luminiscencia se mide en un 

luminómetro Varioskan Flash (ThermoFisher Scientific) empleando el kit comercial 

Gaussia Luciferase Glow Assay (ThermoFisher Scientific #16161) para evaluar la 

actividad luciferasa en el medio de cultivo (Gluc secretada) y la actividad luciferasa 

intracelular. Como control negativo del ensayo de secreción de la luciferasa se emplean 

células incubadas con 5 µg/ml de brefeldina A23, un inhibidor del tráfico de proteínas 

intracelulares desde el retículo endoplasmático al aparato de Golgi (Fujiwara et al., 

1988; Misumi et al., 1986), durante 2-4 horas.  

10. Ensayos de migración y motilidad celular 

Con el fin de evaluar la motilidad celular en base a diferentes parámetros 

(velocidad, protrusión de lamelipodios, persistencia y direccionalidad en la migración) 

 
23 Brefeldina A (sc-200861 Santa Cruz Biotechnology): Metabolito fúngico aislado de Penicillium 

brefeldianum. 
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se siembran células en placas ibidi de 35 mm de diámetro pretratadas con colágeno al 

0.01% durante 3-4 horas a 37°C. Previamente a la siembra, se procede a disgregar la 

monocapa de células de una placa con una confluencia celular baja que no supere el 

50%, empleándose para ello TrypLETM Express24 como agente de disociación durante 2 

minutos, tiempo tras el cual se inactiva la disgregación mediante la adición de medio de 

cultivo DMEM. Las células recogidas se centrifugan a 270 x g durante 5 minutos, 

aspirándose el sobrenadante y resuspendiendo el precipitado celular en medio 

Leibovitz’s L-15 suplementado con 10% de suero. A continuación, se lleva a cabo un 

contaje celular empleando una cámara de Neubauer y se procede a sembrar un total de 

45.000-50.000 células por placa en medio L15. En el momento inmediatamente anterior 

a la siembra celular, las placas pretratadas con colágeno son lavadas con PBS estéril. Una 

vez sembradas, las células se mantienen a 37°C en un incubador UNO-Okolab durante 

2-4 horas tras las cuales se monitoriza la migración celular con un microscopio Nikon Ti-

E tomando imágenes secuencialmente durante 4-6 horas. 

 

10.1. Análisis de imágenes 

Las grabaciones se llevaron a cabo con el software NIS-AR usando un objetivo 

Nikon Ph1 Plan Achromat 10. La monitorización manual de la trayectoria migrada por 

las células se realizó con la herramienta Tracking ToolTM Pro (Gradientech, Uppsala, 

Suecia). A partir de las imágenes y vídeos se analizaron diferentes parámetros de la 

migración celular como se indica a continuación:    

▪ Velocidad de migración: Se calcula a través de la distancia que migra la célula en 

un intervalo de tiempo determinado (µm/min) entre dos fotogramas 

secuenciales.  

 

▪ Distancia acumulada de migración: Hace referencia a la distancia total que ha 

recorrido la célula desde el punto inicial donde empezó a migrar hasta el punto 

final de la trayectoria migrada (figura 73).  

 

Figura 73. Distancia acumulada y distancia 

euclidiana. La distancia acumulada (da, 

Accumulated distance) es la distancia total 

que recorre la célula desde el punto inicial 

hasta el punto final de la trayectoria 

migrada. Por su parte, la distancia euclidiana 

(de, Euclidian distance) es la distancia 

rectilínea desde el punto inicial hasta el 

punto final de la trayectoria migrada. 

 
24 TrypleTM Express (Gibco): Enzima recombinante libre de origen animal sin rojo fenol. 
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▪ Direccionalidad: En términos matemáticos se puede decir que la direccionalidad 

mide la rectilinealidad de las trayectorias celulares durante la migración. Se 

calcula comparando la distancia euclidiana (de) y la distancia acumulada (da) 

entre el punto de partida y el punto final de la trayectoria recorrida por la célula 

durante la migración. Los valores de la direccionalidad son siempre positivos y se 

encuentran entre 0 y 1, siendo una direccionalidad de D = 1 igual a una migración 

en línea recta desde el punto inicial hasta el punto final de la trayectoria.   

▪ Tamaño de lamelipodios: Para evaluar su tamaño se mide la longitud del borde 

de frente de migración, es decir, la longitud de la lámina que se extiende a lo 

largo de la parte frontal de las células en migración. 

▪ Circularidad celular: La circularidad es evaluada midiendo el perímetro y el 

área total de células individuales, definiéndose la circularidad como: 

Circularidad = (4 x  x área) / perímetro 

Un aumento en la circularidad indica una menor polarización de la célula. 

Por otra parte, parámetros como la distancia de protrusión y la persistencia 

lamelipodial se analizaron mediante quimografía (Hinz et al., 1999), una técnica que 

permite evaluar la persistencia direccional y la distancia de protrusión a partir del 

montaje de imágenes obtenidas durante la monitorización del ensayo de motilidad. Un 

quimógrafo es un montaje que se genera extrayendo valores de intensidad a lo largo de 

una región de líneas definida en cada imagen de una serie time-lapse, las cuales se 

combinan para generar una imagen compuesta del movimiento del objeto analizado a 

lo largo del tiempo (Bear et al., 2002). De este modo, un quimógrafo revela la dinámica 

de la actividad de la membrana en un único punto a lo largo del perímetro celular, lo que 

permite cuantificar la frecuencia de extensión de la membrana en una dirección 

(distancia de protrusión, µm) y determinar el tiempo medio que la membrana 

permanece en dicha protrusión individual (persistencia direccional, segundos). La 

intensidad de la partícula en movimiento se traza en un gráfico de tiempo frente a 

espacio, donde el eje X representa el tiempo y el eje Y la distancia (Hinz et al., 1999). En 

nuestro análisis utilizamos una línea de 3 píxeles de anchura trazada en la dirección de 

la extensión celular, y un tiempo de análisis de 200 segundos, lo que nos permitió evaluar 

la persistencia y distancia de la protrusión a partir del quimógrafo resultante. 

 

11. Medida de la concentración de calcio libre intracelular  

La medida de la concentración de Ca2+ libre intracelular ([Ca2+]i) se determina 

mediante el método descrito en (Pozo-Guisado et al., 2010) empleando Fura-2 como 

fluoróforo sensible a Ca2+. Fura-2 presenta un espectro de excitación con dos máximos 

situados a 340 y 380 nm (figura 74).  
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El primero de ellos permite monitorizar la concentración del complejo Fura 2-Ca2+, 

mientras que el segundo corresponde al Fura-2 libre. A 360 nm presenta un punto 

isosbéstico que se utiliza para determinar la fluorescencia independiente de Ca2+ o para 

determinar la extinción de fluorescencia. El espectro de emisión de este indicador 

presenta un único máximo situado a 510 nm. La constante de disociación (Kd) para Ca2+ 

es de 225 nM, lo cual convierte a esta sonda en adecuada para determinar los valores 

de Ca2+ que oscilan de 20-30 nM hasta 1-2 µM (Thomas and Delaville, 1991).  

                                   

Figura 74. Espectro de excitación de Fura-2 AM. La gráfica representa el espectro de excitación de la 

sonda fluorescente Fura-2 AM en solución con concentraciones de Ca2+ saturantes (38.9 µM), y 

concentraciones que se encuentran incluidas en el rango de intervalo de detección de Fura-2 (0,017-1.70 

µM) para una longitud de onda de emisión de 510 nm. 

El Fura-2 es un anión policarboxilato, por lo que no difunde fácilmente a través de 

la bicapa lipídica, lo que conlleva que este indicador deba ser cargado en la célula 

mediante la dispersión de su forma acetoximetiléster (AM). Los grupos carboxílicos del 

indicador son esenciales para que éste sea sensible a Ca2+, por lo que los grupos 

esterificados a los mismos han de ser eliminados una vez que el indicador ha penetrado 

en la célula. Esta acción es llevada a cabo por la actividad esterasa intracelular, capaz de 

liberar la forma policarboxilato sensible a Ca2+. Una problemática aparejada a los 

acetoximetilésteres de los indicadores es su baja solubilidad en soluciones acuosas, de 

manera que la carga del Fura-2 AM requiere realizarse conjuntamente con pluronic F-

127, un surfactante no iónico que facilita la dispersión de los mismos, para que sea 

efectiva. 

 

11.1. Carga con Fura-2 AM en células U2OS 

 

Para realizar la medida de la [Ca2+]i se procede en primer lugar a la carga de las 

células con Fura-2 AM. Para ello las células se incuban con Fura-2 AM 1 µM y pluronic F-



Materiales y Métodos 

188 
 

127 0.025% en medio de cultivo, durante 1 hora y a 37°C. Trascurrido este tiempo las 

células se lavan con medio HBSS25 y se lleva a cabo el registro de los valores de 

fluorescencia. 

 

11.2. Medida de los valores de fluorescencia 

Para determinar la fluorescencia de la sonda en el interior de las células se utiliza 

un microscopio invertido Nikon Ti-E. El registro de emisión de fluorescencia consta de 

tres registros simultáneos: (1) el registro de la emisión de fluorescencia utilizando una 

excitación a 340 nm (F340), (2) el registro de la emisión de fluorescencia utilizando una 

excitación a 380 nm (F380) y (3) el registro del cociente (ratio de fluorescencia, R = 

F340/F380) entre la emisión de fluorescencia con una longitud de onda de excitación de 

340 nm y la emisión de fluorescencia con una longitud de onda de 380 nm. Todas las 

medidas se realizan a 36-37°C (controlador de temperatura DH-40i de Warner 

Instruments, Inc.). Las imágenes se obtienen utilizando los filtros de excitación 340/26 

nm y 387/11 nm, un espejo dicroico de 510 nm y un filtro de emisión de 510/10 nm 

(Semrock). Las imágenes son capturadas con una cámara CCD Hamamatsu C9100-02 

acoplada al microscopio de fluorescencia invertido y analizadas con el software NIS-

Elements AR.  

 

11.3. Calibración de la medida 

El cociente F340/F380, al que denominamos R, puede ser utilizado para 

determinar la concentración de Ca2+ libre intracelular. La ecuación que relaciona R con 

la [Ca2+]i es la siguiente: 

[Ca2+]i = Kd x (R-Rmin)/ (Rmax-R) x ß 

En esta ecuación, R es el ratio de la fluorescencia (F340/F380). Rmax y Rmin son los 

valores de R bajo condiciones saturantes o libres de Ca2+, respectivamente, y ß es el 

cociente de los valores de fluorescencia a 380 nm registrados en condiciones de Ca2+ 

libre y saturantes de Ca2+.  

 

11.4. Activación de SOCE con tapsigargina  

Para inducir la apertura de los canales operados por depósitos intracelulares 

(canales SOC) se utiliza tapsigargina (Tg), un inhibidor específico de disociación lenta de 

la Ca2+-ATPasa del retículo sarco(endo)plasmático (SERCA) (Lytton et al., 1991; Thastrup 

et al., 1990) que impide su rellenado, induciendo de esta forma un vaciado de Ca2+ del 

RE. El vaciado de los depósitos intracelulares de Ca2+ se determina incubando las células 

 
25 Medio HBSS (Gibco): Solución salina equilibrada de Hanks sin rojo fenol. Su composición es NaCl 

138mM; KCl 5.3mM; Na2HPO4 0.34mM; KH2PO4 0.44mM; NaHCO3 4.17mM; Mg2+ 4mM (pH=7.4). 
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con Tg 1 µM en tampón HBSS25 libre de Ca2+ suplementado con Mg2+ 2.2 mM y EGTA 0.1 

mM. Por otro lado, la activación de canales SOC se confirma por el incremento del ratio 

F340/F380 tras la adición de CaCl2 2 mM al medio extracelular. 

 

11.5. Activación de SOCE con ATP y carbacol 

Una manera alternativa de inducir el vaciado de los depósitos de calcio es 

mediante la estimulación de las células con ATP y carbacol (CCh), un agonista de 

receptores colinérgicos acoplados a proteínas G que estimula la liberación de Ca2+ de 

reservorios intracelulares a través de la producción de inositol trifosfato, IP3 (Berridge, 

1997; Kobayashi et al., 1989). Para ello, las células son estimuladas con pulsos de ATP 

100 µM y carbacol 100 µM en tampón HBSS libre de Ca2+ suplementado con Mg2+ 2.2 

mM y EGTA 0.1 mM, como se describe en (Pozo-Guisado et al., 2010). Una vez se ha 

producido la depleción de los depósitos de calcio, se añade CaCl2 2 mM al medio 

extracelular y se monitoriza la concentración citosólica de calcio midiendo el incremento 

del ratio F340/F380. 

 

12. Ensayo de invasión in vivo 

Todos los ensayos de invasión in vivo se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones 

de la Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo y el Consejo de la Unión Europea y 

el Real Decreto 53/2013 por el que se establecen las normas básicas aplicables para la 

protección de los animales utilizados en experimentación y otros fines científicos. Los 

experimentos fueron aprobados por los Comités de Bioética de la Universidad de Murcia 

(referencias #75/2014, #216/2014 y #395/2017), donde se llevaron a cabo según lo 

descrito en (Gabellini et al., 2018) utilizando larvas de pez cebra (mutante casper) como 

modelo experimental. Las células son lavadas con PBS y marcadas con 4 ng/µl DiI26 en 

PBS suplementado con 5% de suero. A continuación, las células se incuban 

secuencialmente a 37°C durante 15 minutos y a 4°C otros 15 minutos y seguidamente 

se lavan y centrifugan en PBS suplementado con suero, resuspendiéndose el precipitado 

celular en la solución de lavado27. Tal y como se detalla en la figura 75, un total de 200 

células son inyectadas en el saco vitelino de las larvas del pez cebra roya9/a9; nacrew2/w2 

en las 48 horas posteriores a la fertilización y 5 días más tarde se analizan las larvas a 

35°C para estudiar la diseminación de las células humanas U2OS por microscopía de 

fluorescencia. 

 
26 Dil (ThermoFisher Scientific): Colorante de membrana lipofílica (perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-

tetrametilindocarbocianina ('Dil'; DiIC18(3))). 
27 Solución de lavado: PBS al 67% + 5% FBS. 
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Figura 75. Diseño experimental de un ensayo de invasión in vivo. Las células U2OS fueron marcadas con 

perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina ('Dil'; DiIC18(3)) en un tampón de PBS 

suplementado con 5% de suero. Se inyectaron 200 células/embrión de larvas de pez cebra (mutante 

casper) a las 48 horas siguientes a la fecundación (dpf: days post-fertilization) y tras mantenerse durante 

5 días a 35°C, se analizó la diseminación de las células en las larvas mediante microscopía de fluorescencia. 

El grado de invasión celular fue calculado como el porcentaje de larvas invadidas por células humanas 

U2OS relativo al número total de larvas analizadas. 

 

12.1. Cálculo del grado de invasividad celular 

El grado de invasividad se calcula como el porcentaje de larvas del pez cebra que 

son invadidas por las células U2OS, cuyo potencial invasivo se pretende analizar, sobre 

el número total de larvas analizadas. Para ello se tiene en cuenta la presencia de al 

menos 3 focos tumorales por larva para considerar ésta positiva en la contabilización de 

la invasión. A su vez, las larvas positivas en invasión se distribuyen en tres grupos en 

función del número de focos tumorales que presenten: (1) 1-5 focos por larva, (2) 5-15 

focos por larva y (3) más de 15 focos por larva. Las imágenes se toman mediante un 

estereomicroscopio de fluorescencia Leica MZ16F y son posteriormente procesadas 

mediante el software ImageJ. 

 

13. Ensayo in vivo del ratio actina-F/actina-G 

Para determinar la cantidad de actina filamentosa (actina-F) presente en el 

citoesqueleto frente al contenido de actina globular libre (actina-G) en el citosol se 

llevaron a cabo ensayos de fraccionamiento in vivo de actina-F/actina-G empleando el 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=0aaa7b5cab2ff12cJmltdHM9MTY3MzIyMjQwMCZpZ3VpZD0xODZjNDIxNC00NTU5LTYxNzItMzlkNi00Y2Q4NDRlZTYwY2ImaW5zaWQ9NTE3NA&ptn=3&hsh=3&fclid=186c4214-4559-6172-39d6-4cd844ee60cb&psq=mages+were+acquired+using+a+Leica+MZ16F+fuorescence+stereo+microscope+and+processed+using+ImageJ+sofware&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuc291dGhhbXB0b24uYWMudWsvbWljcm9zY29weS9lcXVpcG1lbnQvbGVpY2FfbXoxNmYucGFnZQ&ntb=1
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kit #BK037 de Cytoskeleton (Denver, CO, EE.UU.). Para ello, se siembran células en placas 

de 10 cm y se mantienen en medio de cultivo DMEM completo unas 36 horas hasta 

alcanzar una confluencia al 60-70%. Posteriormente, las células se lisan en un volumen 

predeterminado de tampón de lisis con detergentes que estabiliza las formas 

filamentosa y globular de la actina. A continuación, las células se homogeneizan con 

jeringa de aguja de 25G y se incuban durante 10 minutos a 37°C. En este punto se toma 

una alícuota para evaluar posteriormente los niveles de proteína total a partir de lisados 

totales. Tras una centrifugación de 5 minutos a 1.000 x g para eliminar los restos 

celulares, se realiza una ultracentrifugación a 100.000 x g durante 1 h a 37°C para 

precipitar la actina-F y separar de este modo la actina filamentosa y la actina globular. A 

continuación, se rescata la actina-G del sobrenadante y la actina-F precipitada se 

resuspende en un tampón despolimerizante y se incuba a 4°C durante 1 hora para 

potenciar la despolimerización de la actina filamentosa. Por último, a partir de las 

fracciones obtenidas de actina-F y actina-G, se evalúa por inmunoblot cada una de las 

fracciones de actina, usando para su detección un anticuerpo anti-actina incluido en el 

kit de Cytoskeleton.  
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ANEXO I. Relación de construcciones empleadas en este estudio.  
Construcción Proteína Especie RefSeq (o ENSEMBL) Plásmido parental Enzimas de restricción 

pEGFP-Empty - - - pEGFP-N1 - 

pmCherry-CTTN 
(Addgene #27676) 

mCherry-CTTN Mus musculus NM_001252572.2 pmCherry-C1 - 

pcDNA5D FRT/TO FLAG RAC1  
Q2-L192(end) (DU17293) 

Flag-RAC1-WT Homo sapiens NM_006908.5 pcDNA5FRT/TO  

pcDNA5FRT/TO FLAG RAC1 G12V 
(DU17294) 

Flag-RAC1-G12V Homo sapiens NM_006908.5 pcDNA5FRT/TO  

pcDNA5 FRT/TO FLAG RAC1 T17N Flag-RAC1-T17N Homo sapiens NM_006908.5 pcDNA5FRT/TO  

pcDNA3-EGFP-RAC1(wt) 
(Addgene #13719) 

EGFP-RAC1-WT Homo sapiens NM_006908.5 pcDNA3 HindIII/ XhoI 

pcDNA3-EGFP-RAC1(Q61L) 
(Addgene #13720) 

EGFP-RAC1-Q61L Homo sapiens NM_006908.5 pcDNA3 HindIII/ XhoI 

pmCherry-RAC1(G12V) mCherry-RAC1-
G12V 

Homo sapiens NM_006908.5   

CSCW-Gluc-YFP  Gluc-YFP Gaussia princeps    

ORAI1-KO (sense) - Homo sapiens ENSG00000276045 pBABED P U6 - 

ORAI1-KO (antisense) - Homo sapiens ENSG00000276045 pX335 - 

pcDNA5FRT/TO-ORAI1-GFP 
(#FJMR-025) 

ORAI1-WT-GFP Homo sapiens NM_032790.3 pcDNA5FRT/TO  

pcDNA5FRT/TO-ORAI1- 
T295A/S298A-GFP (#FJMR-152) 

ORAI1-295A/S298A-
GFP 

Homo sapiens NM_032790.3 pcDNA5FRT/TO  

pBABED-Flag-ORAI1 
(#FJMR-264) 

Flag-ORAI1-WT Homo sapiens NM_032790.3 pBABED-Hygro 
(Addgene #37127) 

EcoRI/NotI 

pBABED-Flag-ORAI1-T295A/S298A  
(#FJMR-258) 

Flag-ORAI1-
T295A/S298A 

Homo sapiens NM_032790.3 pBABED-Hygro 
(Addgene #37127) 

EcoRI/NotI 

pBABED-Flag-ORAI1-T295E/S298E 
(#FJMR-259) 

Flag-ORAI1-
T295E/S298E 

Homo sapiens NM_032790.3 pBABED-Hygro 
(Addgene #37127) 

EcoRI/NotI 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001252572.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_006908.5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_006908.5
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pBABED-Flag-ORAI1-Y300F 
(#FJMR-257) 

Flag-ORAI1-Y300F Homo sapiens NM_032790.3 pBABED-Hygro 
(Addgene #37127) 

EcoRI/NotI 

pBABED-Flag-ORAI1-Y300E 
(#FJMR-256) 

Flag-ORAI1-Y300E Homo sapiens NM_032790.3 pBABED-Hygro 
(Addgene #37127) 

EcoRI/NotI 

pcDNA5FRT/TO-Flag-ORAI1 
(#FJMR-024) 

Flag-ORAI1-WT Homo sapiens NM_032790.3 pcDNA5FRT/TO  

pCMV-Flag-ORAI1-V102C 
(#FJMR-047) 

Flag-ORAI1-V102C  Homo sapiens NM_032790.3 pCMV  

pCMV-Flag-ORAI1-E106A 
(#FJMR048) 

Flag-ORAI1-E106A Homo sapiens NM_032790.3 pCMV  

 

 

 

 


