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RESUMEN 
 

En los últimos años, se ha sugerido que en el desarrollo del cáncer se produce un 

remodelado de la señal de Ca2+, sin embargo, no están claros cuáles son los mecanismos 

moleculares y funcionales del mismo. En el cáncer de colon, apenas existen datos al respecto, 

por lo que nos propusimos estudiar en profundidad el remodelado del transporte de Ca2+ en el 

cáncer de colon, sus bases moleculares y sus posibles consecuencias funcionales.  

En la presente Tesis Doctoral comparamos el transporte de Ca2+ y la expresión de 

genes implicados en éste en células humanas de adenocarcinoma de colon y de mucosa de 

colon normal. Para ello, utilizamos técnicas de Fisiología Celular y Molecular incluyendo la 

imagen de Ca2+ por microscopía de fluorescencia y bioluminiscencia, electrofisiología planar o 

patch-clamp automático, PCR convencional y cuantitativa, western-blotting, técnicas de 

silenciamiento génico y medidas funcionales de proliferación, invasión y resistencia a la 

muerte celulares.  

Los resultados muestran que existe un profundo remodelado del Ca2+ intracelular en 

células de adenocarcinoma de colon respecto a la homestasis del Ca2+ en células de epitelio 

normal de colon humano. El remodelado consiste en un aumento de la entrada capacitativa de 

Ca2+ (ECC) asociada con cambios en la densidad y naturaleza de las corrientes de Ca2+, una 

mayor entrada y liberación de Ca2+ inducida por agonistas, un aumento de la cocentración de 

Ca2+ intracelular basal y del potencial de membrana en reposo, una mayor captación de Ca2+ 

por las mitocondrias y un menor contenido de Ca2+ de los depósitos intracelulares. A nivel 

molecular, estos cambios se explican por el aumento en la expresión de canales, 

especialmente Orai1 y TRPC1, por el cambio recíproco en la expresión de los sensores de Ca2+ 

del RE Stim1 y Stim2, así como por el aumento del potencial mitocondrial. Estos cambios 

promueven algunas características esenciales de las células tumorales como son la 

proliferación excesiva, la capacidad de invasión y la resistencia a la muerte celular por lo 

algunas de las proteínas implicadas podrían ser consideradas para el diseño de nuevas 

estrategias en la prevención y/o el tratamiento del cáncer de colorrectal. 
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∆Ψm Potencial de la membrana plasmática 

∆Ψmit Potencial de membrana mitocondrial 

ATP Adenosín trifosfato 

AEQ Aequorina 

DNA Deoxyribonucleic acid (en español, ácido desoxirribonucleico) 

Ca2+ Ión de calcio 

[Ca2+] Concentración de Ca2+ 

[Ca2+]C Concentración de Ca2+ citosólica 

[Ca2+]mit Concentración de Ca2+ mitocondrial 

[Ca2+]RE Concentración de Ca2+ del retículo endoplásmico 

CaM Calmodulina 

cDNA Complementary DNA (en español, ADN complementario) 

CPA Cyclopiazonic acid (en español, ácido ciclopiazónico) 

CRAC Ca2+ release-activated channel (en español, canal activado por la liberación de 

Ca2+) 

ECC Entrada capacitativa de Ca2+ 

EDTA Acido etilenglicol-diamino-tetra-acetico 

EEM Error estándar de la media 

EGTA Acido etilenglicol-bis-(b-aminoetil-eter)-N,N,N´,N´-tetra-acetico 

FBS Fetal bovine serum (en español, suero bovino fetal) 

FITC Fluorecein isothiocyanate (en español, isotiocianato de fluoresceína) 

GFP Green fluorecent protein (en español, proteína fluorescente verde) 

ICRAC Ca2+ release-activated Ca2+ current (en español, corriente de Ca2+ activada por la 

liberación de Ca2+) 

IP3 Inositol 1,4,5-triphosphate (en español, inositol 1,4,5-trifosfato) 

IP3R Inositol 1,4,5-triphosphate receptor (en español, receptor de inositol 1,4,5-

trifosfato) 

ISOC Store-operated Ca2+ current (en español, corriente de Ca2+ operada por depóstos) 

MCU Mitochondrial Ca2+ uniporter (en español, uniportador de Ca2+ mitocondrial) 

MEC Medio externo completo 

mHCX Mitochondrial H+/Ca2+ exchanger (en español, intercambiador H+/Ca2+ 

mitocondrial) 

MICU1 Mitochondrial Ca2+ uptake 1 

MMR Missmach repair (en español, reparación de apareamientos erróneos) 
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mNCX Mitochondrial Na+/Ca2+ exchanger (en español, intercambiador Na+/Ca2+ 

mitocondrial) 

mRNA Messenger RNA (en español, ARN mensajero) 

NCX Na+/Ca2+ exchanger (en español, intercambiador Na+/Ca2+) 
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qRT-PCR quantitative RT-PCR (en español, RT-PCR cuantitativa) 
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1. Cáncer colorrectal: Aspectos generales 

El cáncer colorrectal es el tercer cáncer más común y la cuarta causa de muerte por 

cáncer en el mundo. Cada año, se registran más de 1,3 millones de nuevos casos y unas 

700.000 muertes (Ferlay et al., 2015). Su incidencia es baja hasta los 50 años, pero aumenta 

notablemente con la edad (Siegel et al., 2012). Las regiones con mayor incidencia son Europa, 

América del Norte y Oceanía, mientras que la incidencia es baja en países del sur y centro de 

Asia, así como en África (Center et al., 2009). En España, el cáncer colorrectal en hombres es el 

tercero más frecuente, por detrás del cáncer de pulmón y de próstata, y en mujeres el 

segundo, por detrás del cáncer de mama. Sin embargo, teniendo en cuenta ambos sexos, el 

cáncer colorrectal es el de mayor incidencia de todos (15%) con más de 32.000 nuevos casos al 

año. Además, se trata segunda causa de muerte por cáncer en nuestro país con casi 15.000  

muertes al año, por detrás del cáncer de pulmón (Fig. 1) (GLOBOCAN 2012). 

 

Figura 1. Incidencia y mortalidad en ambos sexos de los tumores más frecuentes en España (2014). 

Figura tomada de la Sociedad Española de Oncología Médica (www.seom.org).  

 

El pronóstico de los pacientes ha mejorado lentamente, pero de manera constante en 

las últimas décadas en muchos países, pero se ha estancado en otros. Por ejemplo, en países 

como Australia, Canadá y Estados Unidos la supervivencia a 5 años ha alcanzado casi el 65%, 

mientras que en otros países de Europa se ha mantenido en algo menos del 50%. La 

supervivencia relativa disminuye con la edad y en pacientes jóvenes ésta es mayor en mujeres 

que en hombres. Además de la edad y del sexo, hay otros factores de riesgo del cáncer 

colorrectal que han sido identificados en estudios epidemiológicos. Así, se han considerado 

como factores de riesgo el presentar antecedentes familiares de este tipo de cáncer, padecer 

alguna enfermedad inflamatoria intestinal, el tabaco, el consumo excesivo de alcohol, el abuso 

de las carnes rojas, la obesidad y la diabetes. Algunos estudios sugieren que la exposición a 

determinados agentes infecciosos como Helicobacter pylori, también, incrementa el riesgo de 

padecer cáncer colorrectal. Por otro lado, se han descrito como factores preventivos de esta 

enfermedad: la actividad física, la terapia de reemplazo hormonal, la endoscopia para eliminar 

lesiones precancerosas y el tratamiento con aspirina. Esta última, reduce el riesgo de padecer 

INCIDENCIA MORTALIDAD
32,240 (15.0%) 14,700 (14.3%)

27,853 (12.9%)

26,715 (12.4%)
21,118 (20.6%)

6,075 (5.9%)
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cáncer colorrectal en un 20-30 %, aunque en algunas formas familiares de cáncer colorrectal 

puede reducir la incidencia hasta un 50% según un reciente estudio clínico (Burn et al., 2011). 

Además, se ha observado que una dieta rica en frutas, verduras, cereales y/o pescado puede 

proteger frente a este tipo de cáncer (Brenner et al., 2014). 

El primer cambio patológico que da lugar al cáncer de colon es la formación de un 

adenoma, un tumor benigno generado a partir del epitelio. Primero, se produce la formación 

de un microadenoma como consecuencia generalmente de la mutación en el gen APC (del 

inglés, adenomatous polyposis coli) o de la metilación del DNA. A continuación, una mutación 

en el oncogen KRAS o en el gen de la ciclooxigenasa-2 (COX2) puede provocar la expansión del 

adenoma. Además, la pérdida del gen supresor tumoral TP53 o del brazo largo del cromosoma 

18 que incluye genes como SMAD4, otro gen supresor de tumores, conducen a la formación 

del carcinoma. Por último, una serie de mutaciones, entre ellas, una mutación que produce la 

pérdida del gen supresor de metástasis AES pueden dar lugar a un carcinoma metastático (Fig. 

2) (Taketo, 2012). 

 

Figura 2. Progresión del cáncer colorectal desde su origen en el epitelio normal hasta la 

formación del carcinoma y su posterior metástasis. Figura modificada de Davies et al., 

2005.  

 

Al menos el 25% de los casos de cáncer de colon están asociados con la historia 

familiar de los pacientes. Alrededor de un 5% se han relacionado con la presencia de un 

síndrome hereditario de esta enfermedad (Gala y Chung, 2013). Uno de estos síndromes es la 

poliposis adenomatosa familiar caracterizada por la presencia de cientos o miles de pólipos 

colorrectales adenomatosos que se desarrollan a partir de la segunda década de vida de los 
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pacientes. El 1% de los casos de cáncer colorrectal son provocados por éste síndrome. Éstos 

presentan prácticamente un 100% de riesgo de desarrollar el cáncer si no son tratados, por lo 

que su diagnóstico es muy importante. Es heredado de forma autosómica dominante y resulta 

de una mutación en la línea germinal del gen APC. Se han reportado más de mil mutaciones 

del gen APC que causan este síndrome dando lugar a una proteína truncada. La proteína APC 

se trata de un supresor tumoral de la vía de señalización de Wnt que regula la degradación de 

la β-catenina que actúa como un factor de transcripción para diversos genes implicados en la 

proliferación celular. Por tanto, la mutación en el gen APC conduce a la acumulación de la 

proteína oncogénica β-catenina, lo que puede dar lugar al cáncer si se acompaña de otras 

mutaciones (Half et al., 2009). Otro síndrome estudiado es la poliposis asociada a MUTYH, 

denominado así debido a que es causado por una mutación bialélica en la línea germinal del 

gen MUTYH implicado en la reparación del DNA a través de la escisión de bases. Se hereda de 

manera autosómica recesiva. El 30% de los pacientes que lo padecen desarrollan pólipos en la 

parte superior del tracto digestivo y presentan un 80% de riesgo de desarrollar cáncer de colon 

(Bogaert y Prenen, 2014). El síndrome más común es el cáncer colorrectal no polipósico 

hereditario, también conocido como síndrome de Lynch. Entre el 2 y el 5% de los casos de 

cáncer colorrectal son atribuidos a éste síndrome. También, se trata de un factor de riesgo 

para padecer otro tipo de cánceres como el de endometrio. El síndrome de Lynch presenta una 

herencia autosómica dominante, al igual que el anterior, y es causado por una mutación en la 

vía germinal en algunos de los genes de reparación de apareamientos erróneos en el DNA 

(MMR, del inglés, mismatch repair) como MSH2 y MLH1, lo que provoca una acumulación de 

mutaciones en microsatélites. Las mutaciones se producen en los microsatélites, ya que son 

repeticiones de uno a seis pares de bases de longitud que durante la replicación son 

susceptibles de sufrir desapareamiento (Vasen et al., 2005; Akrami, 2006). 

Sin embargo, la mayoría de los casos de cáncer colorrectal, del 70 al 85%, son 

considerados esporádicos, es decir, los pacientes no presentan riesgos genéticos conocidos 

asociados. Su desarrollo se supone debido principalmente a la dieta, al estilo de vida, a 

determinados factores ambientales y a la acumulación de diversas mutaciones somáticas 

adquiridas. Asimismo, existen varias vías genéticas implicadas en el desarrollo del cáncer de 

colon esporádico (Mundade et al., 2014). Una de las vías es la de la inestabilidad cromosómica 

(CIN; del inglés, cromosomal instability), la cual puede tener lugar por un desequilibrio en el 

número de cromosomas (aneuploidía) o por una pérdida de heterocigosidad. Sugiere que 

tienen lugar una serie de mutaciones que activan oncogenes como KRAS, SRC y MYC e 

inactivan genes supresores de tumores como el APC y TP53. También, puede producirse por la 

pérdida de heterocigosidad del brazo largo del cromosoma 18 (Pino y Chung, 2010; Mundade 

et al., 2014). Otra de las vías es la inestabilidad de microsatélites (MIS; del inglés microsatellite 

instability) que se produce por la inactivación de genes implicados en la reparación del DNA 

MMR, lo que da lugar a la acumulación de mutaciones en microsatélites. La inactivación de los 

genes MMR puede ser debida a una hipermetilación del promotor de alguno de estos genes, 
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normalmente MLH1, o a mutaciones puntuales. Entre los primeros eventos que tienen lugar en 

esta vía está la pérdida de función del gen APC al igual que en la vía anterior. La inactivación de 

los genes MMR puede provocar mutaciones en otros genes implicados en la proliferación 

celular como el gen de TGFβRII (del inglés; transforming growth factor β receptor II) o en la 

apoptosis como el gen BAX. (Geiersbach et al., 2011). Una tercera vía implicada en la aparición 

del cáncer de colon esporádico es la vía serrada que, a diferencia de las dos anteriores, no se 

inicia por la mutación en el gen APC. Su nombre se debe al aspecto morfológico de las lesiones 

precursoras que se originan por el desarrollo de esta vía. Se caracteriza por la presencia de una 

mutación en el gen BRAF (del inglés, protein kinase B-Raf) que codifica para una proteína RAF 

quinasa, la cual tiene un papel importante en la regulación de señalización de las proteínas 

MAPKs y ERKs. Estas proteínas participan en la división y diferenciación celular, así como en 

procesos de secreción. En esta vía, también, se produce un silenciamiento epigenético, debido 

a una metilación aberrante del DNA, de genes relacionados con la diferenciación celular, la 

reparación del DNA y el control de ciclo celular como CDKN2A y TP53, ambos supresores 

tumorales (Legget y Withehall, 2010; Rustgi, 2013, Mundade et al., 2014). 

 
Figura 3. Vías genéticas implicadas en el desarrollo de cáncer de colon esporádico. A. La vía de la 

inestabilidad cromosómica (CIN) presenta como un primer paso la pérdida de APC lo que da lugar a 

la formación de un adenoma temprano. A continuación, el adenoma temprano se transforma en 

un adenoma tardío tras la mutación de oncogenes como KRAS o la pérdida de heterozigosidad del 

brazo largo del cromosoma 18. La inactivación de TP53 puede ser un mecanismo clave en el 

desarrollo del cáncer. B. La vía de la inestabilidad de microsatélites (MSI) puede comenzar con la 

inactivación de genes implicados en la reparación de apareamientos erróneos del DNA (MMR), así 

como con la pérdida de APC. Las mutaciones en genes como TGFBR2 y BAX están implicadas en el 

paso de adenoma a cáncer. C. La vía serrada se caracteriza por la formación de un adenoma 

serrado a consecuencia de la presencia de mutaciones en BRAF y de metilaciones en el DNA. La 

inactivación de genes como TP53 y CDK2A, así como la metilación o mutación de otros genes 

conducen a la aparición del cáncer colorrectal. Figura modificada de Mundade et al., 2014. 
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2. Homeostasis y señalización del Ca2+ subcelular 

El Ca2+ juega un papel esencial en infinidad de procesos fisiológicos, puesto que 

interviene en numerosas vías de señalización donde actúa como uno de los segundos 

mensajeros más versátiles de la célula. Esta peculiar e importante característica es debida a 

que el Ca2+ tiene la capacidad de alterar campos electrostáticos dando lugar a numerosos 

cambios conformacionales en el interior de las proteínas (Clapham, 2007). Por ello, el estudio 

de su homeostasis es de vital importancia para conocer en detalle el funcionamiento y la 

regulación de las reacciones que tienen lugar en la célula (Petersen et al, 2005). Así, el Ca2+ es 

capaz de regular desde procesos intracelulares tales como la exocitosis, que se produce 

durante la transmisión sináptica y para la que se necesita un rango de acción de milisegundos, 

hasta la proliferación celular o la expresión de una amplia variedad de genes, donde el rango 

de acción puede oscilar entre horas y días. Además, participa en la contracción muscular, la 

movilidad celular, la fertilización, la muerte celular o la plasticidad sináptica entre otros 

procesos (Petersen y Burdakova, 2002; Petersen et al., 2005). Otro papel esencial del Ca2+ 

consiste en la activación de algunas de las enzimas del ciclo de Krebs, por lo que va a permitir 

regular el metabolismo energético de la célula (Rizzuto et al., 2004). Todos estos procesos 

tienen lugar a consecuencia de las variaciones en la [Ca2+] citosólica ([Ca2+]C) caracterizados por 

su amplitud, duración, frecuencia y localización (Berridge et al., 2000). 

Al contrario que en el caso de la mayoría de los segundos mensajeros el Ca2+ no es 

metabolizable por la célula, por lo que el estudio de su señalización se centra, 

fundamentalmente, en su transporte hacia el citosol que tiene lugar tanto desde el exterior 

celular como desde los depósitos, principalmente, desde el retículo endoplásmico (RE). La 

entrada del Ca2+ en la célula desde el exterior está favorecida por un enorme gradiente 

electroquímico. Esto se debe a que en el exterior celular su concentración oscila entre 1 y 2 

mM, sin embargo, en el citosol, ésta se encuentra en torno a 100 nM cuando la célula está en 

reposo. En un principio, se cree que la célula intentaba extraer el Ca2+ del citosol para que no 

precipitara junto con el fosfato, ya que su unión con el agua es bastante más débil que en el 

caso de otros iones divalentes como el Mg2+ (Clapham, 2007). Además del gradiente de 

concentración, cabe destacar que la membrana plasmástica presenta un potencial negativo en 

su parte intracelular. En presencia de un estímulo la concentración citosólica puede verse 

incrementada de forma transitoria o durante períodos de tiempo prolongados dependiendo de 

la naturaleza de éste (Petersen y Burdakova, 2002). Por otro lado, la liberación de Ca2+ desde el 

RE se produce a favor de gradiente de concentración. Esto es debido a que el RE presenta, en 

reposo, concentraciones de Ca2+ similares a las del exterior celular, es decir, de 1-2 mM (de la 

Fuente et al., 2013), por lo que es considerado el mayor depósito intracelular de este ión. En la 

célula existen otros compartimentos vesiculares que tienen capacidad de acumular grandes 

cantidades de Ca2+ y pueden liberarlo bajo determinadas condiciones como son el aparato de 

Golgi, granulos de secreción, lisosomas y vesículas endocíticas (Rizzuto y Pozzan et al., 2006). 
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Sin embargo, en otros orgánulos subcelulares como en las mitocondrias y en el núcleo, la [Ca2+] 

es similar a la del citosol pudiendo incrementarse tan solo de manera transitoria tras la llegada 

de un estímulo (Montero et al., 2000; Chamero et al., 2002).  

El incremento de la [Ca2+]C de la célula como consecuencia de la llegada de un estímulo 

tiene lugar, principalmente, a través de canales de Ca2+ operados por voltaje (VOCs; del inglés, 

Voltage-Operated Ca2+ Channels) (Tsien, 1983; Triggle, 1990; Felix, 2005), por receptor (ROCs; 

del inglés Receptor-Operated Ca2+ Channels) (Bertolino y Linás, 1992), por segundo mensajero 

(SMOCs; Second Messenger-Operated Ca2+ Channels) (Sage, 1992) u otros canales operados 

por depósitos (SOCs; del inglés, Store-Operated Ca2+ Channels) (Parekh y Putney, 2005). Todos 

estos canales se encuentran situados en la membrana plasmática y se encargan de introducir 

Ca2+ en la célula desde el exterior celular. En los depósitos de Ca2+ se encuentran otra serie de 

canales de Ca2+, entre los que destacan el receptor de IP3 (IP3R; del inglés, Inositol 1,4,5-

Triphosphate Receptor) (Joseph, 1996; Mikoshiba, 2007) y el receptor de rianodina (RyR; del 

inglés, Ryanodine Receptor) (McPherson y Campbell, 1993). Otro canal importante implicado 

en el control de la homeostasis del Ca2+ intracelular es el uniportador de Ca2+ mitocondrial 

(MCU; del inglés, Mitochondrial Ca2+ Uniporter) que permite su entrada en la matriz 

mitocondrial a favor de gradiente electroquímico (Patron et al., 2013). Así, en torno a las 

fuentes de Ca2+, la mitocondria constituye el principal sistema de retirada de éste desde el 

citosol tras la activación celular, al menos en algunos tipos celulares (Montero et al., 2000; 

Villalobos et al., 2002). 

El desarrollo y la mejora de las técnicas de registro de Ca2+ intracelular han permitido 

estudiar en la célula la formación de microdominios de este ión. El término microdominio de 

Ca2+ se puede definir como cualquier incremento de Ca2+ localizado tan solo en una 

determinada región de la célula que puede estar próxima a canales de Ca2+ tanto de la 

membrana plasmática como de los depósitos intracelulares. La formación de microdominios 

de Ca2+ va a permitir reclutar determinados efectores para llevar a cabo acciones específicas 

en diferentes regiones celulares (Berridge, 2006). 

Por otra parte, es importante mantener una [Ca2+] basal en el citosol tras la finalización 

del estímulo (Rizzuto y Pozzan, 2006), ya que un aumento prolongado puede dañar la célula de 

forma irreversible debido, precisamente, a la imposibilidad de su degradación. Para ello, la 

célula cuenta con sistemas de transporte, bombas e intercambiadores, capaces de transportar 

de forma activa este ión al medio extracelular o a los depósitos de Ca2+. Entre las bombas 

destaca la ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA; del inglés, Plasma Membrane 

Ca2+ ATPase) que transporta Ca2+ desde el interior de la célula al medio extracelular (Guerini et 

al., 1998). En los depósitos de Ca2+ destacan otras dos ATPasas de Ca2+ que introducen Ca2+ en 

su interior, la SERCA (del inglés, Sarcoplasmic or Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase) y la SPCA 

(del inglés, Secretory pathway Ca2+ ATPase) (Wuytack et al., 2002). Además de estos sistemas 

de extrusión, la célula presenta una serie de proteínas que actúan como tampones de Ca2+, se 
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unen al Ca2+ con distinta afinidad, puesto que contienen dominios mano EF. Estas proteínas 

pueden localizarse en el citosol como la calbindina, la calretinina y la parvalbúmina, sin 

embargo, otras aparecen en orgánulos subcelulares como el RE, por ejemplo, la calnexina, la 

calreticulina y la calsecuestrina (Berridge et al., 2003). Algunas proteínas que unen Ca2+, entre 

las que destaca la calmodulina (CaM), son clave, también, en los procesos de señalización 

celular actuando como proteínas efectoras. Para ello, la calmodulina contiene cuatro dominios 

mano EF y presenta la capacidad de interaccionar con cientos de proteínas (Clapham, 2007). 

 

 

Figura 4. Homeostasis del Ca
2+ 

intracelular. La [Ca
2+

]C es aproximadamente tan solo de 100 nM, 

mientras que en el exterior es de 1 mM. Como consecuencia, el Ca
2+ 

entra en el citosol a favor de 

gradiente de concentración a través de los canales de Ca
2+

 operados por voltaje (VOCs), por segundos 

mensajeros (SMOCs), por depósitos (SOCs) o por receptor (ROCs) y es transportado hacia el exterior 

celular en contra de gradiente por medio de la bomba de Ca
2+ 

 PMCA y del intercambiador Na+/Ca
2+ 

(NCX) situados en la membrana plasmática. El Ca
2+ 

puede ser liberado desde el retículo endoplásmico, 

cuya [Ca
2+

] es similar a la del exterior celular, a través de los receptores de rianodina (RyR) y de IP3 (IP3R) 

y es reintroducido en este orgánulo por medio de la bomba de Ca
2+ 

 SERCA. En otros depósitos de Ca
2+ 

 

como el aparato de Golgi se encuentra la SPCA, otra bomba que introduce Ca
2+

 en su interior. La 

mitocondria capta Ca
2+

 en su matriz a través del uniportador de Ca
2+

 mitocondrial (MCU) gracias al valor 

tan negativo del potencial de membrana de la mitocondria (-180 mV). En cambio, el Ca
2+ 

 es 

transportado al exterior de la matriz mitocondrial por medio de los intercambiadores Na
+
/Ca

2+ 
 (mNCX) y 

H
+
/Ca

2+ 
 (mHCX). En el citosol se encuentran proteínas de unión a Ca

2+ 
 que controlan, también la [Ca

2+
]C. 

RE: retículo endoplásmico. AG: aparato de Golgi. mit: mitocondria. Figura modificada de Carafoli, 2002. 
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La participación del Ca2+ en numerosos procesos celulares implica que la alteración de 

su homeostasis es responsable de la aparición de infinidad de patologías (Brini et al., 2012). Así 

por ejemplo, la expresión anormal de la SERCA da lugar a una alteración en la acumulación de 

Ca2+ en los depósitos que va a conducir a un fallo cardiaco al disminuir la capacidad contráctil 

de los miocitos (del Monte et al., 2001). También, el remodelado vascular que tiene lugar 

durante el desarrollo de la aterosclerosis y la reestenosis está caracterizado por cambios que 

afectan a infinidad de transportadores de Ca2+ como VOCs y SOCs (Beech., 2007; Muñoz et al., 

2013). La enfermedad de Alzheimer, por otro lado, está relacionada con una serie de 

alteraciones en las que se encuentran implicadas diversas proteínas relacionadas con la 

señalización de Ca2+, como los receptores de glutamato, las presenilinas (Paula-Lima et al., 

2013) y los VOCs. Éstos últimos están implicados, también, en otras enfermedades 

neurodegenerativas como la demencia vascular y la enfermedad de Parkinson (Yagami et al., 

2012). Por último, el papel del Ca2+ en procesos como la proliferación, la migración, la invasión, 

la angiogénesis y la apoptosis no dejan lugar a dudas de su directa implicación en el desarrollo 

del cáncer, caracterizado en muchos casos por un remodelado de los distintos sistemas de 

transporte del Ca2+ en la célula entre los que destacan los SOCs (Monteith et al., 2012). 

 

3. Sistemas de transporte de Ca2+ en la célula 

3.1. Membrana plasmática 

3.1.1. Canales de Ca2+ de la membrana plasmática 

La membrana plasmática constituye una barrera entre el medio extracelular y el 

citosol, lo que va a permitir que la concentración de Ca2+ sea hasta 20.000 veces mayor en el 

primero que en el segundo (Clapham, 2007). Por tanto, una forma de incrementar la 

concentración de Ca2+ intracelular tras la llegada de un estímulo a la célula va a ser a través de 

la entrada de Ca2+ desde el exterior. Esta entrada se va a materializar por la existencia de 

canales de Ca2+ en la membrana plásmática. Los canales de Ca2+ se caracterizan por ser 

proteínas transmembranales ubicuas que permiten el flujo selectivo a Ca2+ a favor de gradiente 

electroquímico. Como mencionamos anteriormente, estos canales se pueden clasificar de 

acuerdo a su mecanismo de activación principalmente en canales de Ca2+ operados por voltaje, 

por receptor, por segundo mensajero o por depósitos (Fig. 5) (Parekh y Putney, 2005). 
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Figura 5. Canales de Ca
2+

 de la membrana plasmática. Los canales de Ca
2+

 operados 

por voltaje (VOC) son activados mediante la despolarización de la membrana, los 

canales de Ca
2+

 operados por receptor (ROC), por la unión de un agonista (AG), los 

canales de Ca
2+

 operados por segundo mensajero, por la acción de mensajeros 

intracelulares como nucleótidos cíclicos y compuestos derivados del metabolismo 

lipídico y los canales de Ca
2+

 operados por depósitos (SOC), por el vaciamiento de los 

depósitos intracelulares de Ca
2+

.  

 

3.1.1.1. Canales de Ca2+ operados por voltaje (VOCs) 

Los canales de Ca2+ operados por voltaje están regulados por variaciones en el 

potencial de membrana de la célula. En general, permanecen cerrados cuando la membrana 

está hiperpolarizada y se abren con su despolarización. Estos canales se expresan 

principalmente en células excitables, pero también, aparecen en células no excitables. Entre 

las células excitables destacan las células del músculo esquelético, cardiaco y liso donde tienen 

un papel clave en la contracción muscular, así como las neuronas donde participan en la 

transmisión sináptica. Además, aparecen expresados en células endocrinas donde son 

importantes en la entrada de Ca2+ que desencadena la secreción hormonal. También, llevan a 

cabo procesos como la regulación de la actividad enzimática y la expresión génica en algunos 

tipos celulares (Catterall, 2011). 

Los canales que median la entrada de Ca2+ operada por voltaje (VOCE; del inglés, 

Voltage-Operated Ca2+ Entry) pueden clasificarse desde un punto de vista funcional en: canales 

de bajo y alto umbral de activación. Los primeros, denominados tipo T (transitorios), son 

activados desde potenciales de membrana bastante negativos por pequeñas 

despolarizaciones. Por el contrario, los segundos se activan desde potenciales menos negativos 

que los anteriores y requieren una despolarización más intensa. Pueden ser tipo L (de larga 

duración), N (neuronal), P (en células de Purkinje), Q o R (residual). En el sistema 

cardiovascular los canales tipo L son esenciales para la contracción muscular (Catterall, 2000). 
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Los canales tipo T, en cambio, parece ser que participan en la proliferación en diferentes 

tejidos (Kuga et al., 1996; Li et al., 2005; Lory et al., 2006;). 

A nivel molecular, estos canales de Ca2+ constituyen complejos de cuatro o cinco 

subunidades distintas codificadas por multitud de genes. La subunidad más característica es la 

α1, de alto peso molecular, en torno a los 200 kDa. Se trata de la subunidad que forma el poro 

del canal, incorporando, además el sensor de voltaje en el segmento S4, el cual permite la 

apertura del canal tras la despolarización, así como muchos de los sitios de regulación por 

segundos mensajeros, fármacos y toxinas. Hay varias subunidades α1 que están codificadas por 

al menos 10 genes y van a permitir clasificar a los canales en tres grupos principales: Cav1 (tipo 

L), Cav2 (tipo N, P, Q/R) y Cav3 (tipo T). Así, por ejemplo, Cav1.2 (tipo L) posee una subunidad 

α1c, mientras que Cav3.1 (tipo T) presenta una subunidad α1G. También, la mayoría presentan 

una subunidad β intracelular, así como una α2, situada en el lado extracelular, y una δ que 

atraviesa la membrana. Por último, en el músculo esquelético ha sido encontrada una 

subunidad γ que pertenece a este tipo de canales (Fig. 6) (Catterall et al., 2005). 

 

 

Figura 6. Estructura de los canales de Ca
2+

 operados por voltaje (VOCs). El poro del 

canal lo forma la subunidad α1 que se compone de 4 dominios homólogos (I-IV) 

formados cada uno por 6 hélices transmembrana (S1-S6). En el lado extracelular de la 

membrana plasmática se encuentra la subunidad α2 y en el lado citosólico, la 

subunidad β. Además de la subunidad α1, en la membrana plasmática aparecen 

insertadas la subunidad γ y δ. Figura adaptada de Gurkoff et al., 2013. 

 

La alteración de la entrada de Ca2+ a través de los VOCs puede dar lugar al desarrollo 

de diferentes patologías. Así, parecen estar relacionados con enfermedades cardiovasculares 

como la aterosclerosis (Beech, 2007) y las arritmias cardiacas (Venetucci et al., 2012). También, 

pueden cursar con enfermedades neurodegenerativas entre las que destacan la enfermedad 

Citosol

Medio 

extracelular
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de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Yagami et al., 2012). Por otra parte, se ha 

sugerido un papel en desórdenes neurológicos como la esquizofrenia y la epilepsia (Siwek et 

al., 2012). Además, se ha observado una elevada expresión tanto de los canales tipo L como de 

los tipo T en algunos tumores, lo que sugiere que pueden tener un papel en la tumorogénesis 

(Wang et al., 2000; Taylor et al., 2008). 

 

3.1.1.2. Canales de Ca2+ operados por receptor (ROCs) 

Los canales de Ca2+ operados por receptor permiten la entrada de Ca2+ al citosol como 

consecuencia de la unión de un agonista externo, generalmente una hormona o un 

neurotransmisor (Sage, 1992; Berridge, 2014). 

Entre los ROCs destacan los receptores purinérgicos P2X que permiten la entrada de 

Ca2+ tras la unión extracelular de su agonista, el ATP. El incremento de Ca2+ promovido por 

estos canales está estrechamente relacionado con la exocitosis y la secreción celular (Miklav et 

al., 2013). Están ampliamente distribuidos, por lo que se han descrito funciones en neuronas, 

células gliales, hueso, músculo, endotelio, epitelio y células hematopoyéticas. Parecen estar 

involucrados en la propagación del impulso nervioso y, también, en la contracción muscular 

(Erb et al., 2006). Estos canales tienen un papel importante en patologías como la enfermedad 

inflamatoria intestinal, diabetes, isquemia, incluso en el desarrollo del cáncer (Burnstock, 

2013) Además, participan en patologías del sistema nervioso como la enfermedad de Azheimer 

y la de Parkinson (Diaz-Hernandez et al., 2012). 

Los receptores ionotrópicos nicotínicos se activan por la unión de la acetilcolina y de 

otros agonistas como la nicotina que les da su nombre. Son importantes tanto en la 

transmisión sináptica como en la unión neuromuscular, pero, también, participan en otras 

funciones en células no excitables como en la inmunidad (Berridge, 2014). Estos receptores 

están implicados en la esquizofrenia, epilepsia y también, en la enfermedad de Alzheimer 

(Stenlein y Bertrand, 2008). Además, se ha relacionado con el desarrollo de cáncer de pulmón 

y  la adicción a la nicotina (Ambrosi y Becchetti, 2013). 

Otros canales pertenecientes al grupo de los ROCs es la familia de receptores 

ionotrópicos del glutamato, los cuales se van a clasificar dependiendo del agonista que los 

active en receptores AMPA, NMDA o de kainato. Los receptores de glutamato llevan a cabo la 

transmisión sináptica excitatoria rápida y se expresan en neuronas y otras células del sistema 

nervioso central. Regulan un amplio espectro de procesos localizados en el cerebro, la espina 

dorsal, retina y en el sistema nervioso periférico. Estos canales participan en numerosas 

patologías nerviosas como son la enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y enfermedad 

de Parkinson (Traynelis et al., 2010). 
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3.1.1.3. Canales de Ca2+ operados por segundo mensajero (SMOCs) 

Los canales de Ca2+ operados por segundo mensajero se activan a través de una señal 

difusible intracelular (Sage, 1992). Este grupo de canales pueden activarse por medio de 

nucleótidos cíclicos y mensajeros lipídicos como el diacilglicerol y ácido araquidónico (Parekh y 

Putney et al., 2005).  

Los canales activados por nucleótidos cíclicos juegan un papel importante en la 

transducción sensorial de señales visuales y olfatorias por lo que se ha observado su expresión 

tanto en los bastones de la retina como en los cilios olfatorios. Además, se expresan en otros 

órganos como el cerebro, los testículos y en el riñón. Se han relacionado con enfermedades 

como la retinitis pigmentosa y la acromatopsia (Berridge., 2014). 

Algunos TRPCs como el TRPC2, TRPC3, TRPC6 se han considerado SMOCs, ya que en 

células nerviosas (neuronas y astrocitos) se ha observado que están regulados por diacilglicerol 

de manera independiente a la PKC (Grimaldi et al., 2003; Lucas et al., 2003; Beskina et al., 

2007). También, TRPC7 ha sido propuesto como un canal activado por diacilglicerol. Este canal 

presenta una gran homología con TRPC3 y TRPC6 y se expresa ampliamente en el sistema 

nervioso central, así como en algunos tejidos perifércos (Zhang y Trebak, 2014). 

Los canales regulados por ácido araquidónico han sido identificados en células 

parótidas y acinares pancreáticas (Berridge, 2014). Aunque la entidad molecular de estos 

canales todavía está por dilucidar en los últimos años se ha propuesto que ORAI1 y ORAI3, 

canales de Ca2+ con una clara participación en la ECC, como posibles componentes del canal 

activado por ácido araquidónico (Shuttleworth, 2009). 

 

3.1.1.4. Canales de Ca2+ operados por depósitos (SOCs) 

Los canales de Ca2+ operados por depósitos se activan como consecuencia de una 

disminución del contenido de Ca2+ de los depósitos, en concreto del RE. La entrada de Ca2+ a 

través de este mecanismo se creyó que era principalmente para asegurar los niveles de Ca2+ 

del RE tan necesario en la síntesis y el plegamiento de las proteínas. Así, una bajada 

prolongada en los niveles de Ca2+ del RE puede provocar estrés de retículo y apoptosis. Sin 

embargo, más tarde, se ha observado que el Ca2+ que entra en la célula a través de estos 

canales está implicado en la señalización de distintos procesos. Entre las funciones de los SOCs 

destacan la exocitosis, regulación de la actividad enzimática, transcripción de diversos genes y 

la proliferación y la apoptosis. Los SOCs están ampliamente distribuidos y parecen tener un 

papel esencial en la fisiología de las células eucariotas. Se expresan tanto en células excitables 

como en no excitables, pero en estas últimas constituyen el mecanismo de entrada de Ca2+ 

más importante (Parekh y Putney, 2005). 
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 Estos canales se pueden clasificar por sus características electrofisiológicas en dos 

grandes grupos. El mejor caracterizado es el de los canales CRAC (del inglés, Ca2+ release- 

activated channel) que permiten el paso de la corriente Icrac caracterizada por su 

independencia del voltaje, baja conductancia y alta selectividad a Ca2+ (Hoth y Penner, 1992). 

La entidad molecular de las proteínas que median la Icrac ha sido descubierta varios años 

después a la caracterización de la corriente y corresponde a las proteínas STIM y ORAI (Peinelt 

et al., 2006; Prakriya et al., 2006). Otro grupo de canales sería los que median una corriente 

diferente a ICRAC, que se caracteriza por su baja selectividad a Ca2+. Entre estos canales estarían 

involucrados varios integrantes de la superfamilia de los TRPs (Salido et al., 2009). Las 

características de los SOCs serán ampliamente tratadas en otro apartado más adelante. 

La alteración de la entrada de Ca2+ a través de los SOCs está relacionada con un gran 

número de patologías debido a su importancia funcional y su amplia distribución. Por ejemplo, 

puede dar lugar a enfermedades como pancreatitis aguda, inmunodeficiencia primaria, 

neurofibromatosis y desordenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer. 

Además, por su papel en proliferación y apoptosis podría ser clave en el desarrollo de 

numerosos tipos de cáncer (Targos et al., 2005). 

 

3.1.2. Sistemas de extrusión de Ca2+ de la membrana plasmática 

La extrusión del Ca2+ hacia el exterior de la célula es esencial para el mantenimiento de 

la concentración basal de Ca2+ del citosol, en especial, después de la llegada de un estímulo 

con el objeto de finalizar la señalización iniciada. Este cometido es llevado a cabo en contra de 

gradiente electroquímico principalmente a través de dos sistemas de transporte localizados en 

la membrana plasmática. Uno es el transporte a través de las bombas Ca2+/ATPasas PMCAs y el 

otro lo constituyen los intercambiadores Na+/ Ca2+ y Na+/ Ca2+-K+ (Rizzuto y Pozzan, 2006). 

 

3.1.2.1. Bomba  Ca2+/ATPasa de la membrana plasmática (PMCA) 

La PMCA se caracteriza por permitir la salida de Ca2+ hacia el exterior celular en contra 

del enorme gradiente electroquímico mediante el gasto de ATP. Consume una molécula de 

ATP por cada ión Ca2+ que transporta. Se expresa de manera ubicua. Pertenece a la familia de 

las ATPasas tipo P que se caracterizan por la formación de un intermediario aspartil fosfato 

durante la reacción de hidrólisis del ATP. Dentro de esta familia, se la considera miembro de la 

subfamilia P2B. Presenta una alta afinidad por el Ca2+, con una KD de 0,2-0,5 µM en condiciones 

óptimas de actividad (Carafoli, 1992; Brini y Carafoli, 2009). 

La PMCA presenta una estructura de 10 segmentos transmembrana, con un par de 

lazos intracelulares y una cola extendida en el extremo carboxilo terminal que constituye un 
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dominio regulador por Ca2+-CaM (Carafoli y Brini, 2000; Strehler y Zacharias, 2001; Brini y 

Carafoli, 2009). Se encuentra autoinhibida y, tras una elevación de la [Ca2+]C, se incrementa la 

unión a CaM a través del dominio regulador que incrementa la actividad de la bomba (Strehler 

et al., 2007). Las PMCAs están codificadas por una familia de cuatro genes, ATP2B1-4, las 

cuales dan lugar a las isoformas PMCA1-4. Además, existen aproximadamente unas 30 

variantes generadas por splicing alternativo que se expresan de manera específica en 

determinados tejidos y tipos celulares (Strehler y Zacharias, 2001).  

Distintas alteraciones de la PMCA han sido ampliamente relacionadas con 

enfermedades como el cáncer, hipertensión, neurodegeneración, disfunciones cardiacas, 

sordera y ataxia cerebelar (Giacomello et al., 2013; Brini et al., 2013). Además, cambios en la 

expresión de la PCMA se han relacionado con algunos tipos de cáncer (Lee et al., 2011). 

 

3.1.2.2. Intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) 

El intercambiador Na+/Ca2+ transporta Ca2+ al exterior celular en contra de gradiente 

electroquímico aprovechando el gradiente de Na+. En concreto, intercambia un Ca2+ por cada 

tres Na+ que se introducen al citosol a favor de gradiente electrquímico. Su afinidad por el Ca2+ 

es unas 10 veces menor que la de la PMCA, sin embargo presenta una capacidad de transporte 

mayor que ésta. De manera fisiológica, también, tiene la capacidad de funcionar de manera 

inversa, introduciendo Ca2+ al interior de la célula, dependiendo del gradiente electroquímico y 

del potencial de membrana (Philipson y Nicoll, 2000; Philipson et al., 2002).  

El intercambiador presenta 9 segmentos transmembrana con un lazo intracelular entre 

el quinto y el sexto que contiene, un dominio de inactivación por Na+, un dominio de splicing 

alternativo y dos dominios de unión a Ca2+, lo que va a permitir que su función pueda ser 

regulada, también, por este ión. Tres genes codifican para el NCX, lo que va a dar lugar a tres 

isoformas (NCX1, 2 y 3) y, además, existen distintas variantes de splicing para NCX1 y NCX3 

(Quednau et al., 2004). Las distintas isoformas y sus variantes se expresan de manera  

específica de tejido regulando la fuerza contráctil del corazón, la memoria a largo plazo del 

cerebro, la presión sanguínea, la reabsorción de Ca2+ renal, la respuesta inmune, la secreción 

de insulina, incluso procesos celulares como la proliferación y la apoptosis. Como consecuencia 

de la gran cantidad de funciones en las que interviene, este tranportador se ha relacionado 

con distintas patologías como arritmias, fallo cardiaco, isquemia cardiaca y cerebral, infarto e 

hipertensión entre otras (Khananshvili, 2013). 
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3.1.2.3. Intercambiador Na+/Ca2+-K+ (NCKX) 

El intercambiador Na+/Ca2+-K+ extrae Ca2+ del citosol en contra de gradiente 

electroquímico favoreciéndose de los gradientes de Na+ y K+. Transporta tres iones Ca2+ junto 

con un ión K+ hacia el exterior celular e introduce 4 iones Na+ (Altimimi y Snchetkamp, 2007). 

Su estructura consiste en dos grupos de 5 segmentos transmembrana separados por 

un lazo intracelular. Está codificado por una familia de 5 genes que dan lugar a 5 isoformas y, 

además, se han descrito diversas variantes de splicing para algunas de ellas (Altimimi y 

Snchetkamp, 2007). Tienen un papel fisiológico en distintos procesos como la visión, ya que se 

expresan en conos y bastones; el olfato, la consolidación de la memoria y la pigmentación de la 

piel. Interviene en algunas patologías de la retina, así como en la hipertensión (Snchetkamp, 

2013). 

 

2.2. Depósitos intracelulares de Ca2+ 

El Ca2+ puede ser almacenado en el interior de determinados orgánulos subcelulares 

que funcionan como depósitos con el objeto de controlar y mantener baja la concentración de 

este ión en el citosol. Además, el Ca2+ contenido en los depósitos puede ser liberado en 

respuesta a numerosos estímulos desencadenando diferentes procesos. Entre los depósitos de 

Ca2+ el mejor estudiado y el mayor almacén es el RE, una red de sáculos y túbulos continua con 

la membrana nuclear (Carafoli, 1987). El RE es capaz de alcanzar una [Ca2+], incluso, superior a 

2 mM en alguna de sus regiones, pero aproximadamente la mitad del mismo presenta una 

[Ca2+] como máximo de 1 mM (de la Fuente et al., 2013). El Ca2+ contenido en el RE, además, 

presenta un papel clave en las funciones de este compartimento, puesto que participa en el 

plegado, secreción y modificación postraduccional de las proteínas, en la síntesis de lípidos, en 

el estrés de RE y en la sensibilidad a la apoptosis (Michalak et al., 2002; Corbett et al., 2000). El 

RE en las células musculares toma el nombre de retículo sarcoplásmico y presenta ciertas 

peculiaridades adaptadas a la función de estas células (Sorrentino, 2004). Otro depósito que 

contribuye al incremento de la [Ca2+] tras la llegada de un estímulo sería el aparato de Golgi 

(Missiaen et al., 2004). Este compartimento de la vía secretora puede presentar 

concentraciones de Ca2+ libre similares a las del RE. En células HeLa se ha observado que puede 

presentar una concentración de 300 µM (Pinton et al., 1998). Por último, diversos orgánulos 

que presentan un pH ácido pueden ser considerados depósitos de Ca2+, principalmente 

vesículas de secreción, endosomas y lisosomas (Patel y Docampo, 2010). 

El Ca2+ puede ser liberado de los depósitos principalmente a través de los receptores 

de IP3 (IP3Rs) y de los receptores de rianodina (RyR). Además, se ha descrito una salida pasiva 

de Ca2+ en reposo a través de los canales leak cuya identidad molecular no está todavía clara. 
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Para mantener la concentración de Ca2+ de los depósitos y oponerse a esa salida pasiva la 

célula presenta dos tipos de bombas, la SERCA y la SPCA (Rizzuto y Pozzan, 2006). 

 

2.2.1. Canales de Ca2+ de los depósitos intracelulares 

2.2.1.1. Receptores de IP3 (IP3Rs) 

La unión de IP3 a los IP3R permite la liberación de Ca2+ desde los depósitos al citosol. El 

IP3 es producido como consecuencia de la activación de receptores acoplados a proteína G y 

receptores tirosina quinasa. La estimulación de estos receptores da lugar a la activación de la 

enzima fosfolipasa C que hidroliza el fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) dando lugar a IP3 y 

además, a diacilglicerol (DAG) (Fig. 7) (Banerjee y Hasan, 2005). 

 

 

Figura 7. Activación de la liberación de Ca
2+

 a través del receptor de IP3 (IP3R). La 

estimulación de un receptor acoplado a proteína G (GPCR) o tirosina quinasa (TKR) por la 

unión de su agonista da lugar a la activación de la fosfolipasa C (PLC). Como consecuencia, la 

PLC hidroliza el fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) produciendo IP3 y diacilglicerol (DAG). El IP3 

se une al IP3R lo que provoca su activación dando lugar a la liberación de Ca
2+

 desde los 

depósitos.  

 

La expresión de estos receptores en el RE está clara, pero hay mayor controversia 

acerca su existencia en otros depósitos (Rizzuto y Pozzan, 2006). Algunos trabajos apoyan la 

expresión del IP3R tanto en el aparato de Golgi (Pinton et al., 1998; Missiaen et al., 2001) como 

en vesículas de secreción (Gerasimenko et al., 1996). Hay tres genes que codifican para los 

IP3Rs, lo que da lugar a tres isoformas diferentes (IP3R1, 2 y 3) con distintas variantes de 
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splicing. Estos canales pueden formar tanto homotetrámeros como heterotetrámeros (Patel et 

al., 1999; Patterson et al., 2004). La mayoría de los tipos celulares expresan más de una 

isoforma y su distribución en el interior celular va a estar condicionada por la función 

fisiológica que desempeñan (Vermassen et al., 2004). 

Los IP3Rs presentan una estructura común de seis dominios transmembrana (TM1-6) y 

entre el TM5 y el TM6 se encuentra el dominio que forma el poro. Unido al TM1 aparece el 

extremo N-terminal citosólico caracterizado por su enorme longitud y por presentar el dominio 

donde se une el IP3. Este extremo se encuentra unido al TM1 por medio de un dominio 

regulador donde ciertas moléculas que modulan la liberación del Ca2+ van a interaccionar con 

el receptor. En su lado citosólico, también, contiene un extremo C-terminal más corto (Fig. 8). 

El canal funcional parece estar constituido por homo y heterotetrámeros (Taylor et al., 2004). 

 

 

Figura 8. Estructura y topología del receptor de IP3 (IP3R). El IP3R se encuentra 

insertado en la membrana de depósitos de Ca
2+

 como el RE. Presenta 6 

dominios transmembrana (TM1-6) y los extremos N-terminal y C-terminal se 

localizan en el lado citosólico. El poro está localizado entre el TM5 y TM6. En el 

extremo N-terminal, se encuentra el dominio de unión a IP3 y un dominio 

regulador.  

 

Además del IP3, se han descrito una serie de moduladores fisiológicos del IP3R como el 

ATP, el Ca2+ citosólico y luminal, especies reactivas de oxígeno (ROS) y la adenofostina. Este 

último consiste en un producto fúngico que resulta ser unas 100 veces más activo que el IP3. El 

Ca2+ citosólico puede funcionar estimulando la liberación si su concentración es baja, pero por 

encima de 300 nM actúa como inhibidor. Entre los antagonistas mejor caracterizados destacan 

el 2-APB, la xetospongina y la cafeína. La actividad del IP3R puede ser, también, modulada 
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mediante su fosforilación por quinasas como las proteínas quinasa A y B (PKA y PKB). Así, cabe 

destacar la existencia de moléculas que van a regular la liberación de Ca2+ a través de estos 

receptores tales como el AMPc, GMPc y la superfamilia Bcl-2 (Mikoshiba, 2007; Berridge, 

2014). 

Los IP3Rs van a desempeñar un papel clave en el proceso de apoptosis. La liberación de 

Ca2+ a través de estos canales y su posterior captación por la mitocondria debido a su estrecho 

acoplamiento constituye un paso determinante de numerosas señales apoptóticas (Hanson et 

al., 2004). Como consecuencia, se ha descrito que en algunos casos una alteración de la 

liberación de Ca2+ a través de los IP3Rs puede estar relacionada con una resistencia a la 

apoptosis de las células tumorales durante el desarrollo del cáncer (Kang et al., 2010; Zhong et 

al., 2011). Otras enfermedades que cursan como consecuencia de alteraciones de estos 

receptores son la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington y la ataxia 

espinocerebelar (Foskett, 2010). 

 

2.2.1.2. Receptores de rianodina (RyRs) 

El Ca2+ es liberado de los depósitos intracelulares, también, a través de otros canales 

presentes en su membrana, los RyRs. Su nombre se debe a que estos canales tienen la 

característica de unirse fuertemente a un alcaloide denominado rianodina que a bajas 

concentraciones estimula la liberación de Ca2+, pero a altas, la inhibe (Meissner et al., 1986). 

Estos canales se expresan casi exclusivamente en el RE, no hay evidencias claras de su 

existencia en otros depósitos intracelulares de Ca2+, excepto en gránulos de secreción de 

insulina (Mitchell et al., 2001; Mitchell et al., 2003; Rizzuto y Pozzan, 2006). 

Estos canales se caracterizan por presentar un alto peso molecular, >2000 KDa. Hay 

tres isoformas de RyRs (RyR1, 2 y 3) codificadas por tres genes independientes que presentan 

una distribución específica de tejido (Sorrentino, 1995). RyR1 se expresa principalmente en 

músculo esquelético, aunque aparece, también, en otros tipos celulares como en el cerebelo 

(Kuwajima et al., 1992) y en linfocitos B (Sei et al., 1999). RyR2 se expresa en el músculo 

cardiaco (Otsu et al., 1990) y en menor cantidad, en cerebro (Furuichi et al., 1994). En cambio, 

RYR3 aparece expresada en menor proporción en numerosos tejidos como el músculo y en 

neuronas, en combinación con las otras dos isoformas (Sorrentino y Volpe, 1993). 

Las tres isoformas presentan una estructura similar con una homología de 

aproximadamente un 65%. Ésta consiste en una región transmembrana con cinco o seis hélices 

α localizada en el extremo C-terminal que forma el poro del canal y que constituye 

aproximadamente una quinta parte del canal. En su lado citosólico posee un extremo N- 

terminal bastante largo que contiene un dominio regulador donde se pueden unir una amplia 

cantidad de moléculas que modulan la actividad del canal. El canal funcional se encuentra 
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formado por cuatro subunidades iguales dando lugar a un homotetrámero (Hamilton y 

Serysheva, 2008; Lanner et al., 2010). 

El Ca2+ es uno de los agonistas fisiológicos de los RyRs mejor caracterizados, puesto 

que lleva a cabo un mecanismo de activación denominado liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ 

(CICR; del inglés, Ca2+-induced Ca2+ release) (Ma et al., 1988; Gyorke et al., 1994; Hamilton, 

2005). El incremento de Ca2+ que activa CICR está mediado por VOCs en las células musculares 

y es clave en el proceso de contracción (Cheng y Wang, 2002). En las neuronas dicho aumento 

de Ca2+ es llevado a cabo, también por los VOCs (Berrout e Isokawa, 2009), pero además, 

puede producirse a través del receptor de NMDA (Raymond y Redman, 2006). Otros agonistas 

capaces de activar los RyRs son la cafeína, el ATP, la ADP ribosa y el óxido nítrico (Hamilton, 

2005). Además, el receptor de dihidropiridinas, la CaM, la PKA y algunas FKBPs (del inglés, 

FK506-binding proteins) pueden modular la liberación de Ca2+ actuando sobre los RyRs (Lanner 

et al., 2010). 

La importancia de los RyRs en el proceso de excitación-contracción de las células 

musculares nos lleva a pensar a que alteraciones en estos canales pueden dar lugar a una serie 

de enfermedades relacionadas entre las que destacan la hipertermia maligna y las arritmias 

cardiacas. Además, se ha descrito que la expresión alterada de algunas de sus isoformas puede 

cursar con la enfermedad de Alzheimer (Amador et al., 2013). 

 

2.2.2. Bombas de Ca2+ de los depósitos intracelulares 

2.2.2.1. ATPasa de Ca2+ del retículo sarco/endoplásmico (SERCA) 

La SERCA es una ATPasa tipo P englobada dentro de la superfamilia P2A. Es capaz de 

introducir dos iones Ca2+ en el interior de los depósitos intracelulares por cada molécula de 

ATP hidrolizada, puesto que presenta dos sitios de transporte de Ca2+, lo que la  diferencia de 

otras ATPasas de Ca2+ (Toyoshima, 2009). Se expresa principalmente en el RE, pero también, 

aparece en el aparato de Golgi, tanto en el cis como en el Golgi intermedio (Van Baelen et al., 

2004). 

Su estructura se puede dividir en tres partes principales, una gran cabeza en el lado 

citosólico unida por un tallo a la región transmembrana de la proteína. Tan solo presenta 

algunos lazos en su lado luminal. Contiene tres dominios principales típicos de las ATPasas tipo 

P en su cabeza citosólica: un dominio de unión a nucleótidos, otro de fosforilación y otro de 

actuación, que va a catalizar la desfosforilación del segundo. Su región transmembrana está 

formada por diez hélices hidrofóbicas que anclan la proteína a la membrana y que van a 

formar el poro a través del cual entra el Ca2+ en el depósito. En esta región, también, se 

encuentran los dos sitios de unión a Ca2+ (Fig. 9) (Toyoshima et al., 2000; Martonosi y Pikula, 

2003; Vandecaetsbeek et al., 2011). 
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Figura 9. Estructura y topología de la SERCA. La SERCA se encuentra insertada en la 

membrana del RE y del aparato de Golgi. La región transmembrana se compone de 

10 hélices α (TM1-10). En su lado citosólico, contiene un dominio de actuación 

formado por el extremo N-terminal y el lazo que une el TM2 y el TM3, así como un 

dominio de unión a nucleótidos y otro de fosforilación situado entre el TM4 y TM5. 

 

La familia de las SERCAs está codificada por tres genes distintos, los cuales van a dar 

lugar a tres isoformas: ATP2A1 que codifica para la SERCA1, ATP2A2, para la SERCA2, y 

ATP2A3, para la SERCA3 (Brini y Carafoli, 2009). La SERCA1 parece expresarse en casi todas las 

fibras de músculo esquelético de contracción rápida de todos los vertebrados. Presenta dos 

variantes de splicing, SERCA1a y SERCA1b. La SERCA1a parece hallarse tan solo en músculo 

neonatal o regenerado (Zador et al., 2007). Presenta cuatro variantes, SERCA2a-d. La SERCA2a 

se expresa principalmente en músculo esquelético de contracción lenta, en músculo cardíaco y 

en menor proporción en músculo liso y en neuronas. La SERCA2b es la variante con mayor 

afinidad por el Ca2+ y es considerada como housekeeping, puesto que aparece en todos los 

tejidos. Las SERCA2c (Dally et al., 2006) y SERCA2d (Kimura et al., 2005) se expresan en 

corazón, pero podrían aparecer en otros tejidos dado que su descubrimiento es bastante 

reciente. Por último, la expresión SERCA3 es específica de tejido y, además, dependiente del 

estado de diferenciación celular. Aparece en células sanguíneas como linfocitos y mastocitos, 

en células endoteliales, en células epiteliales del intestino o del tracto respiratorio y en células 

de Purkinge. De esta isoforma se han encontrado seis variantes de splicing, SERCA3a-f 

(Vandecaetsbeek et al., 2011). 

Se tiene constancia de varios inhibidores selectivos de la SERCA como son la 

tapsigargina, la 2,5-di(tert-butil)-1,4-benzohidroquinona (TBH) y el ácido ciclopiazónico (CPA; 

del inglés, cyclopiazonic acid). La tapsigargina fue identificada en la planta Thapsia garganica y 

se trata de un inhibidor irreversible que estabiliza a la SERCA en una conformación con baja 

afinidad para el Ca2+. En cambio, la TBH y el CPA son inhibidores reversibles de menor afinidad 

P
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que la tapsigargina. Estos inhibidores son ampliamente utilizados en el estudio de la señal de 

Ca2+ (Michelangeli y East, 2011). Especialmente son usados para activar la entrada de Ca2+ 

operada por depósitos, ya que permiten el vaciamiento pasivo de los depósitos 

independientemente del IP3R. 

Existen numerosas patologías en las que se ve afectada la SERCA. Su papel 

fundamental en el tejido muscular perteneciente a distintos órganos puede dar lugar al 

desarrollo de diferentes desórdenes relacionados con la alteración de su función. Así por 

ejemplo, la importancia de la SERCA en el músculo cardíaco implica que su alteración puede 

producir hipertrofia cardíaca o fallo cardiaco (Kranias y Bers, 2007). En cuanto a las patologías 

relacionadas con el músculo liso vascular parece estar relacionada con enfermedades como la 

aterosclerosis (House et al., 2008). Por otra parte, se ha observado que la disfunción de la 

SERCA, además, ocurre en diversos tipos de cáncer (Monteith et al., 2007).  

  

2.2.2.2. ATPasa de Ca2+ de la vía secretora (SPCA) 

 

La SPCA es una ATPasa tipo P perteneciente a la subfamilia P2A al igual que la SERCA. Se 

diferencia de ésta en que transporta un solo ión Ca2+ por molécula de ATP hidrolizada y que, 

además, transporta Mn2+ (Wuytack et al., 2002; Brini y Carafoli, 2009; Vangheluwe et al., 

2009). La SPCA se expresa en todas las regiones del aparato de Golgi, inlcuyendo el trans-Golgi 

(Missiaen et al., 2007), y en vesículas de secreción (Mitchell et al., 2001). Como su propio 

nombre indica, es la principal bomba de Ca2+ de los compartimentos de la vía secretora. 

La estructura de la SPCA es similar a la de la SERCA. La principal diferencia reside en 

que en su dominio transmembrana contiene tan solo un sitio de unión a Ca2+ correspondiente 

al sitio II de la SERCA con ligeras diferencias para permitir, también, el transporte de Mn2+ (Wei 

et al., 2000; Van Baelen et al., 2001). 

Las SPCAs están codificadas por dos genes independientes: ATP2C1 que da lugar a la 

SPCA1 y ATP2C2 que codifica para la SPCA2 (Vandecaetsbeek et al., 2011). La SPCA1 se expresa 

en todo tipo de tejidos, por lo que es considerada un housekeeping. En humanos muestra 

cuatro variantes de splicing, SPCA1a-d que solo difieren en su extremo carboxilo terminal 

(Fairclough et al., 2003). En cambio, la expresión de SPCA2 es más restrigida, por lo que puede 

que lleve a cabo funciones fisiológicas más especializadas. Esta isoforma, aparece expresada 

en el tracto digestivo, en la tráquea, en el tiroides, en glándulas salivares, en la próstata y en 

glándulas mamarias (Vanoevelen et al., 2005). En estas últimas, se sobreexpresa durante el 

período de lactancia atendiendo a una actividad secretora mayor (Faddy et al., 2008). 

La patología más clásica asociada a una alteración de la SPCA es la enfermedad de 

Haley-Haley en la que se ve afectada la piel por una mutación en el gen ATP2C1 (Hu et al., 
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2000). Otra enfermedad que se ha relacionado con la SPCA es el trastorno específico del 

lenguaje (Newbury et al., 2009). También, ha sido relacionada con el cáncer (Feng y Rao, 

2013). 

 

2.3. Mitocondria 

La mitocondria se trata de un orgánulo subcelular delimitado por dos membranas, la 

membrana mitocondrial interna y la externa, cada una con un papel bien distinto. Ambas van a 

dar lugar a dos compartimentos, la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana. Desde un 

punto de vista histórico, la mitocondria ha sido considerada como un orgánulo productor de 

energía, puesto que en su interior se llevan a cabo el ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa 

que van a permitir la síntesis aeróbica del ATP. Además de esta característica, en las últimas 

décadas se ha puesto de manifiesto su capacidad para captar Ca2+ y, como consecuencia, la 

implicación en la regulación de la homeostasis de este ión (Deluca y Engstrom, 1961; Vasington 

y Murphy, 1962; Contreras et al., 2010). La entrada de Ca2+ hacia la matriz mitocondrial se 

produce gracias a que el potencial de membrana mitocondrial (∆Ψmit) es aproximadamente de 

-180 mV (Pozzan et al., 2000), por lo que tiene lugar a favor de gradiente fundamentalmente 

eléctrico. El ∆Ψmit es consecuencia del flujo de H+ a través de la membrana mitocondrial 

interna generado por la cadena de transporte electrónica. La acumulación de H+ en el espacio 

intermembrana permite que se genere un gradiente de H+ aprovechado por la ATP sintasa para 

obtener energía en forma de ATP (Mitchell y Moyle, 1967). 

El Ca2+ captado por la mitocondria permite regular procesos que tienen lugar en este 

orgánulo, entre los que destaca la producción de energía de la célula necesaria para llevar a 

cabo innumerables procesos fisiológicos. Esta particularidad se debe a que la actividad de tres 

deshidrogenasas de la matriz depende del Ca2+ captado por la mitocondria. Así, la piruvato 

deshidrogenasa está regulada por una fosfatasa dependiente de Ca2+. Además, tanto la α-

cetoglutarato deshidrogenasa como la isocitrato deshidrogenasa dependen directamente de 

este ión. Estas enzimas van a catalizar reacciones que producen el NADH necesario para la 

síntesis de ATP mediante fosforilación oxidativa (McCormack y Denton, 1979; Jouaville et al., 

1999). Asimismo, el Ca2+ puede regular el metabolismo mitocondrial a través de los 

intercambiadores de aspartato/glutamato que se encuentran en la membrana interna 

mitocondrial. En respuesta a un incremento de la concentración de Ca2+ se puede incrementar 

el transporte de metabolitos necesarios para la síntesis de ATP (Lasorsa et al., 2003). 

La mitocondria, además, puede regular numerosos procesos fisiológicos actuando 

como tampón de Ca2+. Esta función se basa en la existencia de zonas de proximidad entre el RE 

y la mitocondria y entre ésta última y la membrana plasmática donde se pueden llegar a 

generar microdominios de Ca2+. En estos lugares la mitocondria puede regular tanto la 

liberación de Ca2+ a través de los IP3Rs (Jouaville et al., 1995) y de los RyRs (Pacher et al., 2002) 
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como la entrada de Ca2+ desde el exterior celular a través de canales como los SOCs (Hoth et 

al., 1997) y los VOCs (Wu et al., 1999). Por tanto, la mitocondria puede regular la actividad de 

diferentes canales de Ca2+ controlando la distribución espacial y temporal de los incrementos 

de la concentración de Ca2+ (Rizzuto y Pozzan, 2006). Existen evidencias de que las 

mitocondrias se distribuyen de forma específica en la célula para evitar que los incrementos de 

Ca2+ se extiendan hacia determinadas localizaciones quedándose concentrados en una región 

específica (Rizzuto et al., 2012). Esto ocurre en el caso de algunas células polarizadas como en 

las neuronas donde las mitocondrias se encuentran próximas a los receptores de NMDA en los 

terminales sinápticos (David y Barrett, 2003; Sung et al., 2008) y en las células acinares 

pancreáticas donde aparecen en mayor proporción aislando la región secretora (Tinel et al., 

1999). 

Otra de las funciones de la captación de Ca2+ mitocondrial es el control de la 

supervivencia celular (Rizzuto et al., 2012). Una sobrecarga de Ca2+ por parte de la mitocondria 

puede provocar la apertura del poro de permeabilidad transitoria (PTP; del inglés, permeability 

transition pore) y la liberación a través de éste de nucleótidos de pirimidina y citocromo c, lo 

que da lugar a la muerte celular por apoptosis o necrosis (Kroemer et al., 2007). Esta 

sobrecarga de Ca2+ en la mitocondria puede producirse por diferentes señales como son la 

isquemia o la excitotoxicidad neuronal que van a desencadenar la necrosis o un estrés 

oxidativo que puede provocar apoptosis. Además, el Ca2+ que entra en la mitocondria puede 

regular la supervivencia celular a través de la autofagia, un proceso que tiene lugar en 

condiciones de baja producción de energía por parte de la mitocondria (Decuypere et al., 

2011b).  

La entrada de Ca2+ en el interior de la mitocondria tiene lugar, primero, a través de la 

membrana mitocondrial externa. El paso a través de esta barrera es posible debido a la 

existencia en la misma de canales aniónicos dependientes de voltaje (VDACs; del inglés, 

voltage-dependent anion channels). Estos canales no solo permiten el paso de Ca2+ hacia el 

espacio intermembrana, sino que dejan pasar solutos de hasta 5 KDa. El transporte de Ca2+ 

hacia la matriz mitocondrial es llevado a cabo por el uniportador de Ca2+ mitocondrial (MCU), 

un canal selectivo a Ca2+ localizado en la membrana mitocondrial interna. En cambio, la salida 

de Ca2+ de la mitocondria se produce al menos a través de dos intercambiadores catiónicos 

situados, también, en la membrana mitocondrial interna, el intercambiador mitocondrial 

Na+/Ca2+ (mNCX) y el intercambiador mitocondrial H+/Ca2+ (mHCX). El Ca2+ podría salir de la 

mitocondria, además, a través del PTP, el cual tiene un papel relevante en la muerte celular 

(Fig. 10) (Rizzuto et al., 2012). 
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Figura 10. Sistemas implicados en el transporte de Ca
2+

 en la mitocondria. En la 

membrana mitocondrial externa (MME) se encuentra situado el VDAC (canal aniónico 

dependiente de voltaje) que permite el paso de Ca
2+

 a través de la primera barrera 

mitocondrial, además de transportar diversos solutos. En la membrana mitocondrial 

interna (MMI) aparece el uniportador de Ca
2+

 mitocondrial (MCU) que transporta Ca
2+

 

hacia la matriz mitocondrial a favor de gradiente gracias al valor de potencial mitocondrial 

(∆Ψmit=-180 mV). El MCU está regulado por diversas proteínas entre las que destaca 

MICU1. Además, en la MMI se encuentran dos sistemas que transportan Ca
2+

 hacia el 

espacio intermembrana, el intercambiador H
+
/Ca

2+
 (mHCX) y el intercambiador Na

+
/Ca

2+
 

(mNCX). El Ca
2+

, también, puede ser transportado desde la matriz mitocondrial hacia el 

citosol a través del poro de permeabilidad mitocondrial (PTP).  

 

En un principio la mitocondria fue propuesta como depósito de Ca2+ intracelular, pero 

hoy en día se ha desestimado esta posibilidad. Es cierto que la mitocondria puede alcanzar una 

concentración de Ca2+ del orden de decenas o incluso de centenas de µM, pero tan solo de 

manera transitoria (Montero et al., 2000). Además, no podemos considerar que la mitocondria 

acumule Ca2+ en su interior para su posterior liberación en respuesta a un estímulo como 

puede ocurrir en el caso del RE. Este último compartimento presenta canales que permiten la 

salida regulada de Ca2+ a favor de gradiente electroquímico, lo que no ocurre en el caso de la 

mitocondria (Rizzuto y Pozzan, 2006).   

 

2.3.1. Uniportador de Ca2+ mitocondrial (MCU) 

El MCU permite el paso de Ca2+ hacia la matriz de la mitocondria a través de la 

membrana mitocondrial interna. Se caracteriza por su alta selectividad y por su baja 

conductancia a Ca2+ (Kirichok et al., 2004). Se expresa en todos los tejidos de vertebrados. 
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Además, es inhibido por rojo de rutenio y lantánidos. Presenta baja afinidad por el Ca2+, ya que 

su Kd está en torno a 10-20 µM (Gunter y Gunter, 2001). Por tanto, en condiciones fisiológicas, 

donde la concentración de Ca2+ es aproximadamente 100 nM, la captación de Ca2+ a través del 

MCU solo es posible debido a la existencia de microdominios. Así, en lugares en los que la 

mitocondria está próxima a canales de Ca2+ tanto de los depósitos como de la membrana 

plasmática se forman microdomios donde la concentración de Ca2+ alcanza niveles que 

permiten la entrada de este ión a través del MCU (Rizzuto et al., 1993). 

La identidad molecular del MCU ha sido recientemente descubierta, después de varios 

años discutiendo acerca de esta cuestión, proponiendo infinidad de candidatos. Se trata de 

una proteína de 40 kDa codificada por el gen CCDC109A. Consta de dos dominios 

transmembrana altamente conservados separados por un pequeño lazo rico en residuos 

cargados negativamente (Baughman et al., 2011; De Stefani et al., 2011). 

Antes de ser identificado el MCU, fue descubierta otra proteína que interactúa con 

este canal y que constituye un elemento regulador del mismo, la proteína MICU1 (del inglés, 

mitochondrial Ca2+ uptake 1) (Perocchi et al., 2010). La función de MICU1 actualmente es 

motivo de controversia. Puede que regule la entrada de Ca2+ en la mitocondria de manera 

diferente dependiendo de la concentración de Ca2+ citosólica (de la Fuente et al., 2014). De 

esta forma, en el estado basal MICU1 actuaría reduciendo la entrada de Ca2+ a través del MCU 

(Mallilankaraman et al., 2012), sin embargo cuando aumenta la concentración de Ca2+ en el 

citosol tras la estimulación con un agonista parece incrementar la captación de Ca2+ 

mitocondrial (Perocchi et al., 2010; Csordas et al., 2013). Además, existen otra serie de 

proteínas descubiertas muy recientemente que han sido relacionadas con la regulación de la 

captación de Ca2+ mitocondrial a través del MCU cuya función todavía es objeto de estudio. 

Por tanto, además de MICU1, se ha descrito que el MCU interacciona con MICU2 (del inglés, 

mitochondrial Ca2+ uptake 2), MCUb (del inglés, mitochondrial Ca2+ uniporter b), EMRE (del 

inglés, essential MCU regulator) y MCUR1 (del inglés, mitochondrial Ca2+ uptake  regulator 1). 

Parece que todas estas proteínas, a excepción de la última, se encuentran asociadas formando 

parte de un complejo macromolecular (Marchi y Pinton, 2014). 

La alteración de la entrada de Ca2+ en la mitocondria a través del MCU puede dar lugar 

a varias enfermedades. Así, por ejemplo, el MCU ha sido relacionado con el cáncer, ya que su 

expresión se ha visto reducida en muestras de adenocarcinoma de colon (Marchi et al., 2013). 

Por otra parte, se ha observado que un incremento en la captación de Ca2+ a través del MCU 

parece tener un papel clave en la muerte de las células de miocardio, la cual puede dar lugar a 

un fallo cardíaco. Este hecho es consecuencia de que el aumento de la entrada de Ca2+ supone 

un incremento de la actividad de la proteína quinasa II dependiente de Ca2+-calmodulina 

(CaMKII; del inglés, Ca2+–calmodulin-dependent protein kinase II) (Joiner et al., 2012). Además, 

al parecer la alteración de los reguladores del MCU, también, puede conducir a un estado 

patológico. En el caso de MICU1, mutaciones que provocan una pérdida de su función dan 
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lugar a una enfermedad caracterizada por una miopatía proximal, dificultades en el 

aprendizaje y un desorden del movimiento extrapiramidal (Logan et al., 2014). 

 

2.3.2. Intercambiadores mitocondriales de Ca2+ 

El marcado carácter negativo del potencial de membrana mitocondrial permitiría a la 

mitocondria alcanzar una concentración de Ca2+ en el equilibrio de 0,1 M (Pozzan et al., 2000). 

Sin embargo, esta concentración nunca se alcanza debido en parte a la presencia de dos 

sistemas de extrusión de Ca2+ en la mitocondria en contra de gradiente electroquímico. El 

primer sistema que transporta Ca2+ fuera de la mitocondria se trata del intercambiador 

Na+/Ca2+ mitocondrial (mNCX) encontrado de manera predominante en tejidos excitables. 

Permite la salida de un ión Ca2+ por la entrada de tres iones Na+, por tanto, constituye un 

sistema electrogénico (Brierley et al., 1994). Este intercambiador se ha identificado como el 

NLCX, una isoforma del NCX de la membrana plasmática (Palty et al., 2010). El segundo 

sistema de extrusión es el intercambiador H+/Ca2+ mitocondrial (mHCX) cuya identidad 

molecular ha sido identificada como la proteína LETM1 (Jiang et al., 2009). Se encuentra con 

mayor frecuencia en tejidos no excitables e intercambia 1 ión Ca2+ por 2 ó 3 H+ (Puskin et al., 

1976). 

LETM1 ha sido relacionado con el desarrollo del cáncer escamoso de cabeza y cuello 

(Chen et al., 2014b), así como con el cáncer de mama triple negativo (Wang et al., 2015a). 

Además, se ha descrito que una delección en el gen de LETM1 da lugar al síndrome de Wolf-

Hirschhorn que se caracteriza por defectos craniofaciales, retraso mental y del crecimiento e 

hipotonía muscular (Jiang et al., 2013).  

 

4. Entada capacitativa de Ca2+ (ECC) 

La historia de la entrada capacitativa de Ca2+ (ECC) o entrada de Ca2+ operada por 

depósitos (SOCE; del inglés, store operated calcium entry) comienza en los años 80 cuando 

mediante técnicas de imagen se observa una relación entre la producción de IP3 que tiene 

lugar tras la llegada de un estímulo a la célula y la entrada de Ca2+ a través de la membrana 

plasmática (Berridge et al., 1984; von Tscharner et al., 1986). El mecanismo por el cual se 

producía esa entrada de Ca2+ en la célula no se descubrió hasta 1986 por Putney quien propuso 

el concepto de entrada capacitativa de Ca2+ (Putney, 1986). El modelo de Putney proponía que 

el Ca2+ entraba directamente en los depósitos desde el exterior, es decir, sin pasar por el 

citosol, de ahí el nombre original de entrada capacitativa de Ca2+ y, cuando el IP3 se unía a su 

receptor, se liberaba el Ca2+. Esta conexión directa entre el exterior y los depósitos de Ca2+ fue 

descartada más tarde con la realización de experimentos de electrofisiología acoplada a 

imagen de fluorescencia que demostraban que la entrada de Ca2+ ocurría con un retraso tras la 
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estimulación del receptor de IP3 (Penner et al., 1988). Además, se hizo evidente que la 

estimulación del receptor de IP3 no era necesaria para la activación de la ECC. Experimentos 

con tapsigargina, un inhibidor de la SERCA, mostraron que el vaciamiento pasivo de los 

depósitos de Ca2+ era suficiente para inducir la entrada de Ca2+ en la célula indistinguible de la 

inducida por agonistas (Takemura et al., 1989). Más tarde, otros inhibidores de la SERCA como 

la TBH (Oldershaw et al., 1990) y el CPA (Deng et al., 1991) apoyaron esta idea. Los inhibidores 

de la SERCA siguen siendo una herramienta excelente para el estudio funcional de la ECC, en 

especial, la tapsigargina. 

Todas esas observaciones dieron pie a que en 1990 se revisara el mecanismo de 

activación de la ECC que proponía que la entrada de Ca2+ tenía lugar como consecuencia del 

vaciamiento de los depósitos (Putney, 1990). Al principio se desconocían las bases moleculares 

por las que el vaciamiento de los depósitos de Ca2+ activaba la ECC, por lo que se propusieron 

al menos tres modelos que permitían su explicación. El primero, el modelo del mensajero 

difusible, sugería que el vaciamiento de los depósitos generaba un factor de bajo peso 

molecular denominado CIF (del inglés, Ca2+ influx factor) el cual provocaba la entrada de Ca2+ 

en la célula (Randriamampita y Tsien, 1993). Otro modelo, conocido como modelo de fusión 

vesicular, proponía que los canales operados por depósitos se encontraban en vesículas 

intracelulares, que tras el vaciamiento de los mismos se fusionaban con la membrana 

permitiendo su inserción y la consecuente entrada de Ca2+ (Patterson et al., 1999). Por último, 

el modelo de acoplamiento conformacional exponía que el vaciamiento provocaba un cambio 

conformacional de los receptores de IP3 que estaban en contacto físicamente con los canales 

de Ca2+ de la membrana plasmática, lo que conducía a la entrada de Ca2+ (Irvine, 1990). 

En 1992, fue caracterizada por primera vez una corriente iónica activada por el 

vaciamiento de los depósitos, la corriente de Ca2+ activada por la liberación de Ca2+ (ICRAC, del 

inglés, Ca2+ release-activated Ca2+ current). Este hecho, fue posible gracias al uso de técnicas 

electrofisiológicas como patch-clamp, una técnica desarrollada a principios de los años 80 y 

que propició la concesión del premio Nobel de Fisiología y Medicina a sus inventores, Bert 

Sakmann y Erwin Neher en 1991. La corriente fue descrita utilizando quelantes como el EGTA 

que permitían vaciar los depósitos de manera pasiva impidiendo la inactivación dependiente 

de Ca2+, aquella que tiene lugar como consecuencia del incremento de la [Ca2+] en el citosol. 

Además, el vaciamiento de los depósitos se llevó a cabo, también, con IP3, con tapsigargina o 

con ionomicina, un ionóforo de Ca2+ (Hoth y Penner, 1992). Más tarde, fueron descritas otras 

corrientes operadas por depósitos a las que, simplemente, se las denominó corrientes de Ca2+ 

operadas por depósitos (ISOC, del inglés, store-operated Ca2+ current) (Parekh y Putney, 2005). 

La ECC fue descrita, inicialmente, en células no excitables, en las cuales, apenas se 

tenía constancia sobre la existencia de otros tipos de entrada de Ca2+. Hoy en día, sabemos que 

se trata de la entrada de Ca2+ más importante en estas células. Por supuesto, también está 

presente en células excitables como son las musculares o las neuronas. Además, es 
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prácticamente ubicua en los organismos eucariotas, es decir, aparentemente existe en todos 

ellos, desde levaduras hasta humanos. (Parekh y Putney, 2005). 

 

4.1. ORAI y STIM 

Ninguno de los modelos de activación de la entrada de Ca2+ anteriormente descritos 

fue demostrado y, por lo tanto, ninguno llegó a ser ampliamente aceptado. La búsqueda de la 

identidad molecular de un sensor de Ca2+ en el RE que permitiera la activación de la ECC 

culminó en el año 2005 con la descripción de STIM1, una proteína transmembrana que se 

encuentra en ese orgánulo (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005). Este hecho tuvo lugar en 

células S2 de Droshophila (Liou et al., 2005) y en células HELA (Liou et al., 2005) mediante un 

cribado con RNA de interferencia. Un año más tarde, se identificó el primer canal de Ca2+ 

activado por el vaciamiento de depósitos, ORAI1. Este descubrimiento fue posible gracias al 

análisis genético de pacientes con inmunodeficiencia combinada severa, los cuales 

esencialmente carecían de ECC (Feske et al., 2006). 

La activación fisiológica de la ECC en la que participan ORAI1 y STIM1 tiene lugar como 

consecuencia de la estimulación de un receptor situado en la membrana plasmática. Estos 

receptores, los cuales pueden ser acoplados a proteínas G o con actividad tirosina quinasa, 

ejercen su acción a través de la fosfolipasa C. Ésta va a dar lugar a la formación de IP3, lo que 

provoca la activación del IP3R situado en la membrana del RE, permitiendo así la liberación de 

Ca2+ hacia el citosol (Venkatachalam et al., 2002). En estado de reposo, las moléculas de STIM1 

se distribuyen de manera uniforme por la membrana del RE, moviéndose rápidamente a lo 

largo de la misma y, además, están unidas a Ca2+ a través de un dominio mano-EF. Cuando se 

produce una reducción en la [Ca2+]RE tras la estimulación fisiológica del receptor, STIM1 se 

libera de la unión a Ca2+, reduce su movimiento y oligomeriza formando unas estructuras 

denominadas puncta, halladas en zonas cercanas a la membrana plasmática. En estas 

estructuras, apreciadas mediante técnicas de imagen, STIM1 se encuentra interaccionando con 

ORAI1 que, también, oligomeriza consigo mismo. Por último, la interacción de STIM1 y ORAI1 

va a permitir la entrada de Ca2+ a través de este canal operado por depósitos. El rellenado de 

nuevo de los depósitos parece revertir esta situación hacia el estado inicial de reposo (Fig. 11) 

(Hewavitharana et al., 2007; Putney, 2009; Muik et al., 2012). Además del rellenado de los 

depósitos, el incremento de la [Ca2+]C es clave para la desoligomerización de STIM1 y la 

finalización de la ECC (Shen et al., 2011). 
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Figura 11. Entrada capacitativa de Ca
2+

 (ECC). La activación tanto de los receptores acoplados a 

proteínas G (GPCRs) como de los receptores tirosina quinasa (TKRs) situados en la membrana 

plasmática por la unión a un agonista puede dar lugar a la formación de IP3 a consecuencia de la 

acción de la fosfolipasa C (PLC). El IP3 se une a su receptor (IP3R) e induce la liberación de Ca
2+

 

desde el RE provocando su vaciamiento. El vaciamiento de Ca
2+

 del RE da lugar a la disociación 

del Ca
2+

 unido a STIM1, un sensor de Ca
2+ 

situado en la membrana del RE. Como consecuencia, 

STIM1 oligomeriza e interacciona con ORAI1, un canal de Ca
2+

 situado en la membrana 

plasmática, activando la entrada de Ca
2+

 hacia el interior del citosol. El Ca
2+

 es transportado, de 

nuevo, al RE a través de la SERCA lo que provoca el regreso al estado de reposo. 

 

Además de ORAI1, hay otras dos isoformas pertenecientes a la familia ORAI, ORAI2 y 

ORAI3, que pueden funcionar como SOCs. De la misma forma, ha sido identificada otra 

isoforma de la familia STIM a la que se denominó STIM2. Sin embargo, hay bastante 

controversia sobre la función e implicación de estas isoformas en la ECC.  Tanto las isoformas 

de ORAI como las de STIM se expresan de manera ubicua en todos los tipos celulares, lo que 

sugiere que son importantes en la fisiología de la célula (Potier y Trebak, 2008). 

Se ha reportado que estos canales pueden ser regulados por el Ca2+ que entra a través 

de la ECC, ya que muestran dos tipos de inactivación dependiente de Ca2+ (Watson y Parekh, 

2012). Por un lado, presentan una inactivación rápida que consiste en un proceso 

biexponencial que se desarrolla en un periodo de tiempo muy corto, entre 10 y 100 ms. Se 

desarrolla por un incremento de Ca2+ muy localizado en el citosol, puesto que actúa a tan solo 

a 7 nm del poro (Zweifach y Lewis, 1995b; Fierro y Parekh, 1999). Por otro lado, sufren una 

inactivación lenta dependiente de Ca2+ que tiene lugar en decenas de segundos provocada por 
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un incremento de Ca2+ localizado en un volumen más amplio del citosol (Zweifach y Lewis, 

1995a; Parekh, 1998; Quintana et al., 2011).  

 

4.1.1. ORAI1 

ORAI toma su nombre de los tres guardianes de las puertas del cielo en la mitología 

griega. ORAI1 consiste en una proteína con cuatro dominios transmembrana (TM1-TM4) que 

presenta un extremo N-terminal y otro C-terminal situados en el lado citosólico. En su extremo 

N-terminal contiene un dominio rico en prolinas, un dominio de unión a Ca2+-CaM, así como un 

aminoácido clave en la apertura del canal (K85). El dominio de unión a Ca2+-CaM está 

implicado, también, en la unión al dominio CAD (del inglés, CRAC activation domain) de STIM1 

y contiene residuos esenciales en la inactivación rápida dependiente Ca2+. TM1 contiene los 

residuos que forman el poro del canal, entre los que se encuentran un aminoácido importante 

para la apertura (R91) y aquel que da lugar al filtro de selectividad iónica (E106). Además, en el 

lazo extracelular que une TM1 y TM2 aparecen 3 residuos de aspartato que participan en la 

selectividad a Ca2+ del canal gracias a la presencia de sus cargas negativas. Asimismo, TM3 

presenta un residuo próximo al lado citosólico que está implicado en la apertura del canal 

(W176), además de otros dos residuos que participan en la selectividad a Ca2+ (G183 y E190). El 

lazo intracelular que une TM2 y TM3 participa en la inactivación rápida dependiente de Ca2+ 

del canal. Por último, el extremo C-terminal muestra un probable dominio coiled-coil con 

residuos hidrofóbicos y acídicos que se van a unir al dominio CAD de STIM1 durante la 

interacción con el sensor de Ca2+ tras el vaciamiento de los depósitos (Fig. 12) (Lewis, 2011; 

Muik et al., 2012; Shim et al., 2014). 

Diferentes estudios apuntan a que el canal ORAI1 está formado por varias 

subunidades. Algunos de esos estudios sugieren que el canal se trata de un tetrámero (Mignen 

et al., 2008a; Maruyama et al., 2009), sin embargo en los últimos años se ha contemplado la 

posibilidad de que esté formado por seis subunidades dando lugar a un hexámero (Hou et al., 

2012; Balasuriya et al., 2014). Además, podría existir un canal de heterómeros formado por 

una combinación de las distintas isoformas de ORAI en lugar de por una sola (Schindl et al., 

2009). La interacción de los monómeros del canal tiene lugar a través del segmento 

transmembrana TM1 (Stathopulos e Ikura, 2013). 
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Figura 12. Topología y dominios de ORAI1. ORAI1 está situado en la membrana plasmática 

y presenta 4 dominios transmembrana (TM1-4). En su extremo N-terminal contiene un 

dominio rico en prolinas, seguido de un dominio de unión a Ca
2+

-CaM y al dominio CAD de 

STIM1 con un residuo implicado en la apertura del canal (K85). En el TM1 se encuentran los 

residuos que forman el poro del canal (R91, L95, G98, V102 y E106). R91 participa en la 

apertura del canal y E106 forma el filtro de selectividad iónica. En el lazo que une TM1 y 

TM2 se encuentran tres residuos de aspartato (D110, D112 y D114) son importantes en la 

selectividad a Ca
2+

 del canal. En el lazo que une TM2 y TM3 se encuentra un dominio 

implicado en la inactivación rápida dependiente de Ca
2+

. El TM3 presenta un residuo que 

participa en la apertura del canal (W176), así como otros dos que participan en la 

selectividad a Ca
2+

 (G183 y E190). En el extremo C-terminal contiene un dominio de unión al 

dominio CAD de STIM1 formado por residuos acídicos e hidrófobos.  

 

ORAI1 fue identificado por primera vez como un canal operado por depósitos en el 

laboratorio de Feske utilizando pacientes con inmunodeficiencia combinada severa que 

presentaban un defecto en la ECC. Al sobreexpresar ORAI1 en las células T de esos pacientes se 

restablecía la ECC. Asimismo, se realizó un análisis de cribado con RNA de interferencia en 

Drosophila que confirmó el papel de ORAI1 como un canal implicado en la ECC (Feske et al., 

2006). A continuación, ese estudio fue apoyado por otros grupos, ya que utilizando RNA de 

interferencia para silenciar ORAI1 mostraron una reducción tanto de la ECC como de la 

corriente operada por depósitos (Yeromin et al., 2006; Vig et al., 2006). 

También, se ha reportado que ORAI1 puede estar implicado en la entrada de Ca2+ 

independiente de depósitos. Así, su apertura puede estar regulada por la interacción en la 

superficie celular con la bomba ATPasa de la vía secretora SPCA2 (Feng et al., 2010). 

Además de su implicación en la inmunodeficiencia combinada severa, la deficiencia de 

ORAI1 ha sido relacionada con otras patologías como la miopatía congénita, la enfermedad 

pulmonar crónica y la displasia ectodérmica anidrótica (Berna-Erro et al., 2012). Por otro lado, 

ORAI1 juega un papel importante en el desarrollo de la hipertrofia cardíaca y en el fallo 

cardíaco (Horton et al., 2014). La participación de ORAI1 en el cambio fenotípico de las células 
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de músculo liso vascular indica que este canal está implicado en la aparición de algunas 

enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis (Ruhle y Trebak, 2013). En relación con 

el cambio fenotípico, una sobreexpresión del mismo puede provocar, incluso, asma (Spinelli et 

al., 2012). También, ORAI1 parece ser importante en la adquisición de diferentes 

características de las células tumorales en numerosos tipos de cáncer (Liu et al., 2011; 

Kondratska et al., 2014; Sun et al., 2014). 

 

4.1.2. ORAI2 y ORAI3 

ORAI2 y ORAI3 comparten con ORAI1 la misma estructura de cuatro dominios 

transmembrana con sus extremos N y C-terminal hacia el lado citosólico. Todas las isoformas 

de ORAI presentan una alta conservación del segmento transmembrana TM1 donde se 

encuentran los residuos que forman el poro del canal y el filtro de selectividad iónica. En 

cambio, ORAI2 y ORAI3 se diferencian bastante de ORAI1 en el extremo N-terminal, ya que 

ORAI2 y ORAI3 carecen del dominio rico en prolinas, así como de un tramo hidrofílico de unos 

18 aminoácidos, ambos importantes para la reactivación que tiene lugar tras la inactivación 

rápida dependiente de Ca2+. El lazo que une las regiones transmembrana TM3 y TM4 en ORAI3 

presenta mayor longitud que el de ORAI1 y ORAI2 (Hoth y Niemeyer, 2013). Por otro lado, las 

tres isoformas presentan un posible dominio coiled-coil en su extremo C-terminal, pero el que 

muestran ORAI2 y ORAI3 se predice con una probabilidad unas 5 ó 6 veces superior al de 

ORAI1 (Frischauf et al., 2008). Este extremo C-terminal de ORAI2 y ORAI3, también, presenta 

residuos importantes en la inactivación rápida dependiente de Ca2+ (Fig. 13) (Lee et al., 2009). 

 

 

Figura 13. Dominios de las proteínas de la familia ORAI. Todos los miembros de la familia ORAI 

contienen 4 dominios transmembrana (TM1-4). El tamaño de ORAI1 es bastante superior al de 

ORAI2 y tan solo ligeramente mayor al de ORAI3. ORAI1 se diferencia de ORAI2 y ORAI3, también, 

debido a que presenta un dominio rico en prolinas (P) en su extremo N-terminal que no aparece 

en los demás miembros de la familia ORAI. Además, contiene un posible dominio coiled-coil (cc) 

en el extremo C-terminal que se predice con mayor probabilidad que en el caso de ORAI2 y 

ORAI3. Por otro lado, la longitud el lazo que une TM3 y TM4 en ORAI3 es considerablemente 

superior en ORAI3 que en ORAI1 y ORAI2. aa, aminoácidos.  
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En 2006, Feske describió conjuntamente con ORAI1 dos genes homólogos a los que se 

les denominó ORAI2 y ORAI3. Su implicación en la ECC se observó al coexpresar cada uno de 

ellos con STIM1 en células HEK293, ya que como resultado se obtuvo un incremento de esta 

entrada de Ca2+. El aumento de la ECC fue mayor en el caso de la expresión de ORAI2 que en el 

de ORAI3, pero ambos fueron menores que al expresar ORAI1 (Mercer et al., 2006). También, 

se demostró que ORAI2 y ORAI3, al igual que ORAI1, presentan una alta selectividad a  Ca2+ en 

una solución extracelular fisiológica. Sin embargo, la permeabilidad a Na+ en un medio libre de 

iones divalentes es mayor en el caso de ORAI3, al compararla con la de las demás isoformas 

(Lis et al., 2007). Además, ORAI3 se diferencia de ORAI1 y ORAI2 en cuanto a la sensibilidad a 

2-APB, un antagonista de la ECC. A altas concentraciones de 2-APB (50 µM) se inhibe por 

completo la corriente mediada por ORAI1 y parcialmente la corriente de ORAI2, en cambio, se 

activa la de ORAI3 (Lis et al., 2007). ORAI2 y ORAI3 no muestran inactivación lenta dependiente 

de Ca2+ de manera significativa al contrario que ORAI1. En cuanto a la inactivación rápida por 

Ca2+, la que presenta ORAI3 es bastante superior a la de ORAI1 y ORAI2, estando la de ORAI2 

ligeramente por encima de la de ORAI1 (Lis et al., 2007). Este hecho puede ser debido a que 

hay tres residuos de glutamato conservados en el extremo C-terminal de ORAI2 y ORAI3 que 

están implicados en la inactivación rápida y uno de ellos desaparece en ORAI1 (Frischauf et al., 

2009). 

En contraste, se han reportado estudios en los que no se contempla la participación de 

ORAI2 y ORAI3 en la ECC. Así, por ejemplo, Takahashi y colaboradores muestran que la 

expresión de ORAI2 o de ORAI3 conjuntamente con STIM1 en células HEK293 no provoca 

ningún incremento en la ECC algo que, en cambio, se obtiene con la expresión de ORAI1 

(Takahashi et al., 2007a). Por otro lado, utilizando RNA de interferencia, el grupo de Golovina 

solo observa la implicación de ORAI1 en la ECC de las células de músculo liso de arteria 

coronaria humana, descartando un posible papel de ORAI2 y ORAI3 en la misma (Barishnikov 

et al., 2009). 

ORAI3 parece formar heterómeros con ORAI1 para dar lugar a una entrada de Ca2+ 

independiente de depósitos. Así, se ha descrito que ambas proteínas pueden formar un canal 

regulado por ácido araquidónico cuyas propiedades biofísicas son muy similares a las del canal 

SOC en cuanto a la alta selectividad a Ca2+. Sin embargo, el canal regulado por ácido 

araquidónico se diferencia del SOC por la falta de sensibilidad a 2-APB (Mignen et al., 2008b). 

Se ha descrito que estos canales regulados por ácido araquidónico están formados por 

pentámeros de tres subunidades de ORAI1 y dos de ORAI3 (Mignen et al., 2009). 

Apenas ha sido documentada la importancia de ORAI2 en alguna de las innumerables 

patologías humanas estudiadas hasta el momento. Tan solo hay un estudio muy reciente que 

muestra la sobreexpresión de ORAI2 en células de músculo liso de arteria pulmonar con 

fenotipo proliferativo, por lo que la alteración de su expresión puede estar relacionada con el 

desarrollo de resistencia vascular pulmonar en pacientes con hipertensión arterial (Fernández 
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et al., 2015). Sin embargo, hay varios trabajos que relacionan ORAI3 con el desarrollo de 

distintas enfermedades. De esta forma, por ejemplo, la expresión de ORAI3 se encuentra 

aumentada en las células de músculo liso con fenotipo proliferativo que están involucradas en 

la aparición de enfermedades vasculares (Gonzalez-Cobos et al., 2013). Además, puede estar 

implicado en el desarrollo de enfermedades autoinmunes e inflamatorias, puesto que tiene un 

papel funcional en la respuesta de las células T a los antioxidantes (Bogeski et al., 2010). 

Asimismo, se ha visto envuelto en hipertrofia cardiaca a través de su participación como canal 

de Ca2+ regulado por ácido araquidónico (Saliba et al., 2014). Por otra parte, ORAI3 ha sido 

relacionado con el desarrollo de algunos tipos de cáncer, destacando su implicación en el 

cáncer de mama (Fauzi et al., 2011; Motiani et al., 2010). 

 

4.1.3. STIM1 

Antes del descubrimiento de STIM1 como sensor de Ca2+ implicado en la ECC, su gen, 

denominado también GOK, había sido ya previamente identificado en humanos en la región 

cromosómica 11p15.5, la cual está asociada a la aparición de tumores (Parker et al., 1996). 

STIM1 es el acrónimo en inglés de Stromal interaction molecule 1, consiste en una proteína 

transmembrana tipo I de 685 aminoácidos (77 KDa) situada en la membrana del RE. Presenta 

un dominio mano-EF conjuntamente con un motivo alfa-estéril (SAM; del inglés, sterile-alpha 

motif) en su parte luminal (extremo N-terminal). El dominio mano-EF se trata de un motivo 

hélice-giro-hélice con residuos cargados negativamente que permiten la unión del Ca2+ 

dándole la capacidad de funcionar como sensor de Ca2+ del RE. Por supuesto, contiene un 

segmento transmembrana que permite su inserción en la membrana. En su parte citosólica, 

muestra tres dominios coiled-coil (CC1-3), un dominio de inactivación y una región rica en 

prolinas y serinas seguida de otra rica en lisinas en el extremo C-terminal (Muik et al., 2012). 

En este extremo citosólico se han descrito tres regiones solapadas esenciales para su 

oligomerización y la activación de ORAI1, la región de activación STIM1-ORAI1 (SOAR; del 

inglés, STIM1 ORAI1-activating region), el dominio de activación CRAC (CAD; del inglés, CRAC 

activation domain) y la región CCb9 (del inglés, coiled-coil domain containing region b9) 

(Covington et al., 2010). Estas regiones incluyen principalmente a los dominios CC2 y CC3 (Fig. 

14). CC1 parece interaccionar con CC2 y CC3 en el estado de reposo manteniendo a STIM1 en 

una conformación cerrada. Sin embargo, cuando se produce una disminución del Ca2+ 

contenido en los depósitos la conformación de STIM1 pasa a un estado abierto exponiendo los 

dominios CC2 y CC3 que interaccionan con ORAI1 provocando su activación (Korzenowski et 

al., 2011). 
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Figura 14. Topología y dominios de STIM1. STIM1 se encuentra insertado en la 

membrana del RE gracias a la presencia del un dominio transmembrana (TM). 

En su parte luminal presenta un dominio mano-EF (canónico y no canónico) y 

un motivo alfa estéril (SAM). En su parte citosólica contiene 3 dominios coiled-

coil (CC1-3), un dominio de inactivación (IDSTIM1), un dominio rico en prolinas y 

serinas (P/S) y un dominio rico en lisinas (K). Además presenta tres dominios 

funcionales solapados, el dominio de activación CRAC (CAD), la región de 

activación STIM1-ORAI1 (SOAR) y la región b9 conteniendo un dominio coiled-

coil (Ccb9).  

 

Por otra parte, la actividad de STIM1 puede ser regulada mediante fosforilación. Así, se 

ha descrito que la fosforilación puede activar o inactivar STIM1 dependiendo del tipo celular, la 

fase del ciclo celular en la que se encuentre o el residuo que está siendo modificado (Pozo-

Guisado y Martín-Romero, 2013). Además, STIM1 presenta otra modificación postraduccional, 

un par de N-glicosilaciones en su dominio SAM (Dziadek y Jonhstone, 2007). 

Aparte de encontrarse en la membrana del RE, aproximadamente del 10 al 20% del 

total de proteínas STIM1 se encuentran de forma constitutiva en la membrana plasmática. Esta 

fracción de STIM1 parece regular la entrada de Ca2+ a través de los canales operados por ácido 

araquidónico, una vía independiente de la ECC (Mignen et al., 2007). La fracción encontrada en 

el RE, además de modular la ECC puede regular la entrada de Ca2+ operada por voltaje. De esta 

forma, STIM1 puede inhibir la apertura del canal Cav1.2 (Park et al., 2010; Wang et al., 2010) e 

inhibir su expresión estimulando su internalización (Park et al., 2010). Este proceso podría ser 

relevante en células de músculo liso vascular donde conviven canales SOC y VOC y cuya 

importancia relativa depende del fenotipo celular contráctil o proliferativo (Muñoz et al., 

2013).  
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STIM1 ha sido implicado en numerosas patologías relacionadas con el sistema inmune 

debido a la importancia de la ECC en la función de las células T. La deficiencia en STIM1 da 

lugar tanto a inmunodeficiencias como a enfermedades autoinmunes. Así, por ejemplo, en 

modelos animales se ha determinado que STIM1 puede jugar un papel en el desarrollo de la 

esclerosis múltiple. Otras enfermedades relacionadas con STIM1 son la hipertensión, diabetes, 

infarto debido a su participación en la expresión de SGK-1 (serum and glucocorticoid inducible 

kinase 1) (Mukherjee y Brooks, 2014). Por otra parte, un estudio revela que diferentes 

mutaciones en STIM1 dan lugar a una miopatía congénita (Hedberg et al., 2014). Además, el 

cambio en la expresión de STIM1 es relevante en el remodelado fenotípico del músculo liso 

vascular importante en la aparición de enfermedades cardiovasculares (Lompre et al., 2013). 

Por ejemplo, un incremento en la expresión de STIM1 en las células de músculo liso de arteria 

coronaria humana puede dar lugar al desarrollo de aterosclerosis en esa arteria que 

incrementa el riesgo de infarto de miocardio (Muñoz et al., 2013). Por último, STIM1 ha sido 

relacionado con el desarrollo de numerosos tipos de cáncer (Chen et al., 2011; Liu et al., 2011; 

Umemura et al., 2014). 

 

4.1.4. STIM2 

El gen de STIM2 fue identificado realizando un cribado de secuencias relacionadas con 

STIM1 en humanos, en la región 4p15.1 (Williams et al., 2001). STIM2 se expresa de manera 

ubicua en todos los tipos celulares al igual que STIM1, siendo la isoforma predominante en 

neuronas (Berna-Erro et al., 2009) y células dendríticas (Bandyopadhyay et al., 2011). La 

proteína STIM2 se trata de una proteína transmembrana tipo I (al igual que STIM1) de 746 

aminoácidos (84 KDa). STIM2 presenta aproximadamente un 61 % de homología con STIM1 

(Muik et al., 2012). Así, los dominios mano-EF y SAM localizados en la región N-terminal 

muestran una alta homología con los de STIM1, por lo que su diferencia radica principalmente 

en la región C-terminal. En esta última, STIM2 contiene una región rica en prolinas e histidinas 

(P/H) que no se encuentra en STIM1. Por otro lado, no presenta el típico péptido señal N-

terminal de las proteínas que residen en el RE, sino que tiene un péptido señal más largo y 

altamente conservado en animales placentarios. Además, STIM2 presenta un dominio SAM 

con mayor estabilidad que en el caso de STIM1. Otra diferencia con STIM1 radica en que STIM2 

presenta un solo sitio de N-glicosilación en el dominio SAM en lugar de los dos que contiene 

STIM1 (Fig. 15) (López et al., 2012; Soboloff et al., 2012; Hoth y Niemeyer, 2013). Cuando el 

péptido señal no es eliminado de la secuencia inicial se genera una proteína denominada 

preSTIM2. Esto tiene lugar si la proteína una vez sintetizada no es transportada al RE, lo que 

provoca que permanezca en el citosol y no sea glicosilada. La cantidad citosólica de STIM2 es 

una fracción minoritaria del total de proteína y tiene la peculiaridad de activar ORAI1, pero a 

través de un modo independiente del vaciamiento de los depósitos (Graham et al., 2011). 
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Figura 15. Topología y dominios de STIM1 y STIM2. Ambas proteínas presentan en su 

extremo N-terminal un dominio mano EF y un motivo alfa-estéril (SAM) y están ancladas a la 

membrana del RE por medio de un dominio transmembrana. El SAM de STIM1 contiene dos 

glicosilaciones, mientras que STIM2 solo presenta una. Asimismo, STIM2 contiene un péptido 

señal con una longitud mayor que STIM1. En su extremo C-terminal tanto STIM1 como STIM2 

presentan dominios coiled-coil y un dominio rico en lisinas (K). Además, STIM1 contiene en 

ese extremo un dominio rico en serinas y prolinas (S/P), en cambio, STIM2 presenta un 

dominio rico en prolinas e histidinas (P/H). 

 

Al igual que STIM1, STIM2 participa en la ECC, sin embargo se ha descrito que su 

sobreexpresión reduce la entrada de Ca2+ mediada por STIM1 (Soboloff et al., 2006). En 

cambio, otros estudios muestran que la sobreexpresión de esta isoforma, también, produce un 

incremento en la ECC, pero provoca una activación de ORAI1 más lenta que la llevada a cabo 

por STIM1 (Parvez et al., 2008; Zhou et al., 2009). Además, STIM2 presenta menor afinidad por 

el Ca2+. De esta forma, STIM2 responde a disminuciones más leves de la [Ca2+]RE, lo que le 

permite actuar como un regulador de la [Ca2+]C y del RE. Así, se ha descrito que la EC50 de 

STIM2 es de 406 µM, mientras que la de STIM1 es de tan solo 210 µM  (Brandman et al., 2007). 

Esa menor afinidad por el Ca2+ permite a STIM2 mantener la ECC cuando los depósitos de Ca2+ 

se han rellenado tanto como para inactivar STIM1 (Oh-Hora et al., 2008). También, la 

diferencia de afinidad de ambos STIM es importante, ya que, da lugar a la activación de uno o 

del otro dependiendo del agonista que provoca oscilaciones de Ca2+ en cada momento (Kar et 

al., 2012). Así, STIM2 participa en las oscilaciones de Ca2+ generadas a consecuencia de un 

vaciamiento medio de los depósitos (Thiel et al., 2013). Por otra parte, se ha demostrado que 

la oligomerización de STIM2 es más lenta que la de STIM1, lo que podría explicar que la 

activación de ORAI1 por STIM2 fuera, también, más lenta (Soboloff et al., 2012). Muy 

recientemente, se ha descrito que las diferentes isoformas obtenidas por splicing de STIM2 

pueden presentar distinta función en la ECC. De esta manera, STIM2.2 interacciona con ORAI1 

tras el vaciamiento de los depósitos de Ca2+ dando lugar a su activación. En cambio, STIM2.1 
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presenta un papel inhibitorio en la ECC, ya que la interacción con ORAI1 no es suficiente para 

provocar la apertura del canal. Como consecuencia, este hecho podría arrojar más luz sobre la 

controversia acerca de la función de STIM2 en la ECC (Miederer et al., 2015). 

En cuanto a las patologías en las que se ha visto involucrado a STIM2 destacan algunas 

enfermedades en las que se encuentra afectado el sistema nervioso. Así, por ejemplo, una 

mutación de la presenilina-1, la cual provoca enfermedad de Alzheimer familiar, puede llevar a 

cabo su acción a través de STIM2 (Ryazantseva et al., 2013). Además, la expresión de STIM2 

parece estar incrementada en modelos animales de epilepsia crónica, así como en el lóbulo 

temporal de pacientes con epilepsia (Steinbeck et al., 2011). STIM2, también, puede estar 

implicado en enfermedades autoinmunes como la esclerosis múltiple según se desprende de 

estudios con modelos animales (Ma et al., 2010). Por otro lado, se ha apuntado una posible 

participación de STIM2 en la progresión de algunos tipos de cáncer (Motiani et al., 2010; 

Stanisz et al., 2014). 

 

4.2. Superfamilia de los canales TRPs 

El estudio de los canales iónicos de la superfamilia TRP (del inglés, transient receptor 

potencial) tiene su origen en la identificación de un canal implicado en la fototransducción en 

Drosophila donde fue clonado por primera vez. La existencia de una mutación en el gen trp 

que provoca la ceguera de la mosca permitió su identificación en la misma. Así, la absorción de 

un fotón por parte de la rodopsina activa una cascada de la fosfolipasa C que conduce a una 

primera despolarización mediada por Na+ seguida de una despolarización sostenida debida a la 

entrada de Na+ y Ca2+. La mutación en el gen trp de Drosophila impide que se produzca la 

despolarización sostenida durante la fototransducción, lo que sugería que trp estaba implicado 

en la entrada de Ca2+ que tiene lugar durante esa fase (Montel y Rubin 1989; Hardie y Minke, 

1993). 

Una vez que se descubrió que el canal trp presentaba una cierta selectividad para Ca2+ 

conjuntamente con la idea de que en Droshophila, este canal es activado a través de la acción 

de la fosfolipasa C se comenzó a especular sobre su posible participación en la ECC. Como 

consecuencia, el canal trp de Drosophila fue expresado en células de insecto Sf9, lo que 

provocó un aumento en la entrada de Ca2+ inducida por tapsigargina confirmando la 

implicación del canal en la ECC (Vaca et al., 1994; Parekh y Putney, 2005). Sin embargo, otros 

estudios en Drosophila descartan que el trp sea un canal operado por depósitos, ya que 

muestran que es activado por productos de la fosfolipasa C como el diacilglicerol. Este hecho 

aporta una gran controversia acerca de la participación del canal trp en la ECC (Hardie, 2003; 

Montell, 2003; Parekh y Putney, 2005), la cual todavía no ha sido resuelta 
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Figura 16. Árbol filogenético y estructura de los miembros de la superfamilia de canales TRP en 

humanos. El TRPC2 es un pseudogen en humanos y TRPN no está presente en mamíferos por lo 

que para la realización del árbol fue tomado el TRPC2 de Mus musculus y el TRPN1 del pez Danio 

rerio. Todos los TRPs comparten una estructura de 6 dominios transmembrana con el extremo 

amino y carboxilo terminal en el lado citosólico y el poro del canal entre el quinto y el sexto 

dominio transmembrana. Los canales de las familias TRPA, TRPC y TRPV presentan repeticiones 

de anquirina (RA). Además, los canales TRPCs contienen un dominio coiled-coil (CC). Los canales 

TRPCs y TRPMs presentan un dominio TRP que se compone de las cajas 1 y 2, sin embargo los 

TRPVs solo contienen la caja 1. La figura fue adaptada de Nilius et al., 2011 y de Venkatachalam 

et al., 2014. 

 

En mamíferos se han descrito 28 canales (27 en humanos) pertenecientes a la 

superfamilia TRP, los cuales tienen un papel esencial en la célula como sensores polimodales. 

Todos presentan una estructura común de seis segmentos transmembrana (S1-S6), 

conteniendo los residuos que forman el poro permeable a cationes  entre los segmentos S5 y 

S6. La longitud de los extremos C y N-terminal, así como los dominios estructurales que 

presentan varían de forma significativa entre las familias de canales (Owsianik et al., 2006). 

Asimismo, los TRPs se han clasificado en seis familias: TRPC (TRPC1-7), C de canónicos (o 

clásicos), llamados así por su similitud al trp de Droshophila; TRPV (TRPV1-6), V de vaniloides, 

por ser activados por compuestos vaniloides como la capsaicina; TRPM (TRPM1-8), M de 
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melastatina, que toma el nombre del gen del primer miembro descrito; TRPP (TRPP2-5), P de 

policistina, puesto que están mutados en la enfermedad renal poliquística; TRPML (TRPML1-3), 

M de mucolipina, por estar codificados por los genes de mucolipina; y TRPA (TRPA1), A de 

anquirina, haciendo referencia a que contienen varias repeticiones de anquirina, un dominio 

estructural (Fig. 16) (Flokerzi y Nilius, 2014). 

Desde que se describieron todos los miembros de la superfamilia de los canales TRPs 

arriba mencionados, hay numerosos trabajos en los que se estudia su participación en la ECC 

expresando o silenciando, para ello, estos canales en diferentes tipos celulares. En algunos de 

ellos queda clara la implicación de ciertos TRPs en la ECC, sin embargo, ésta parece ser 

descartada en otros a pesar de ser realizados en condiciones muy similares. La polémica en 

torno a la participación de los TRPs en la ECC surgió, en parte, por el uso de agonistas de 

receptores acoplados a la vía de la fosfolipasa C, que pueden activar SOCs debido a la 

formación de IP3, pero también, podrían activar canales de manera independiente de 

depósitos, por medio de otros segundos mensajeros generados como el diacilglicerol y el PIP2 

(Lewis, 2011). Además, por lo general, la selectividad iónica y las propiedades farmacológicas 

de la corriente mediada por los TRPs difieren de las de la corriente ICRAC característica de los 

canales ORAI (Parekh y Putney, 2005). En los siguientes subapartados nos centraremos en los 

estudios que relacionan a los TRPs con la ECC. 

 

4.2.1. TRPCs 

 

La familia de los canales TRPCs está formada por 7 proteínas en mamíferos. Sin 

embargo, en humanos incluye 6 miembros, los cuales se clasifican, a su vez, en dos subfamilias 

teniendo en cuenta su relación filogenética. Así, TRPC1, TRPC4 y TRPC5 se agrupan en una 

subfamilia y TRPC3, TRPC6 y TRPC7 en otra. TRPC2 es un pseudogen en humanos, pero se 

expresa en otras especies de mamífero como el ratón o la rata (Cheng et al., 2013). 

La implicación de TRPC1 en la ECC parece ser la más sólida, ya que es la que más apoyo 

presenta por parte de los innumerables trabajos centrados en el estudio de los TRPs como 

SOCs. La primera evidencia que se tuvo de la participación de TRPC1 en la ECC fue a través de 

un estudio en el que se expresó TRPC1 en células COS y se observó un incremento de la 

entrada de Ca2+ inducida por tapsigargina. Más tarde, la expresión de TRPC1 fue reducida en 

células ductales de glándula submandibular humana, lo que provocó una disminución en la 

ECC indicando que el TRPC1 endógeno, expresado por las células, está implicado en la ECC (Liu 

et al., 2000). Además, se ha reducido la ECC mediante el silenciamiento de TRPC1 confirmando 

su participación en dicha entrada de Ca2+ en otros tipos celulares como linfocitos B (Mori et al., 

2002), en músculo esquelético (Vandebrouck et al., 2002), liso (Lin et al., 2004), cardiaco (Ohba 

et al., 2007), en queratinocitos (Cai et al., 2006), en células epiteliales intestinales (Rao et al., 

2006), en endoteliales (Tiruppathi et al., 2006), y en HEK293 (Zagranichnaya et al., 2005). La 
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mutación de algunos de los residuos que forman el poro de TRPC1 provocó una reducción en la 

ECC, lo que sugiere que TRPC1 está involucrado directamente en esta entrada de Ca2+ 

aportando el poro del canal, no funciona solo como una proteína reguladora (Liu et al., 2003). 

Por otro lado, se ha reportado que TRPC1 permite la entrada de Ca2+ de una manera 

dependiente del vaciamiento de los depósitos a través de su interacción con STIM1. Esto fue 

demostrado mediante la co-inmunoprecipitación de STIM1 y TRPC1 tras el vaciamiento de los 

depósitos y a que el silenciamiento o la inhibición de STIM1 daba lugar a una reducción de la 

entrada de Ca2+ mediada por TRPC1 (Huang et al., 2006; López et al., 2006; Yuan et al., 2007). 

Incluso, se ha propuesto la formación de un complejo ternario entre STIM1, ORAI1 y TRPC1 

que podría mediar ECC en células glandulares salivares (Ong et al., 2007). Asimismo, se ha 

descrito un mecanismo que puede explicar la relación entre los miembros de ese complejo 

consistente en que la entrada de Ca2+ mediada por ORAI1 y STIM1 regulan la actividad de 

TRPC1 controlando la inserción de TRPC1 en la membrana plasmática (Cheng et al., 2011). 

TRPC4 y TRPC5, los cuales guardan una gran homología con TRPC1, también han sido 

relacionados con la ECC. En primer lugar, la expresión de TRPC4 provoca la activación de la 

corriente operada por depósitos en células HEK293 (Philipp et al., 1996) y en CHO (Warnat et 

al., 1999). Por otra parte, el silenciamiento de TRPC4 da lugar a una reducción de la corriente 

operada por depósitos en células de corteza adrenal bovina. En este caso, las propiedades de 

la corriente son similares a las de la ICRAC mediada por ORAI, lo que sugiere que TRPC4 también 

pudiera estar implicada en la misma (Philipp et al., 2000). Además el, silenciamiento de TRPC4 

provoca una disminución de la ECC en células mesangiales de ratón (Wang et al., 2004). TRPC5 

fue descrito por primera vez como un SOC mediante su expresión en células HEK293 y el 

registro tanto de la corriente como de la entrada de Ca2+ (Philipp et al., 1998). Su 

silenciamiento en monocitos humanos provoca una reducción en la ECC, apoyando la 

participación de TRPC5 en dicha entrada de Ca2+ (Liu et al., 2007). Es interesante destacar que 

la actividad de TRPC5 está regulada por la entrada de Ca2+ inducida por ORAI1 y STIM1, en 

cuanto que ésta es importante para mantener una actividad sostenida de TRPC5 (Gross et al., 

2009). Al igual que en el caso de TRPC1, STIM1 parece interaccionar con TRPC4 y TRPC5 

determinando su función como SOCs (Yuan et al., 2007). 

Los canales TRPCs pertenecientes a la otra subfamilia, TRPC3, TRPC6 y TRPC7 se 

pueden considerar como canales operados por segundo mensajero, ya que son activados por 

productos derivados de la actividad de la fosfolipasa C como el diacilglicerol. Sin embargo, 

unos pocos estudios apoyan su implicación en la ECC, principalmente en el caso de TRPC3 

(Dietrich et al., 2005; Eder et al., 2008). Así, uno de los estudios que apoyan la participación de 

TRPC3 en la ECC consistió en la expresión de este canal en células HEK293, lo que dio lugar a la 

activación de una corriente inducida por tapsigargina (Kiselyov et al., 1999). Además, otro 

trabajo muestra que la deleción de TRPC3 en un modelo de ratón reduce la ECC (Kim et al., 

2009). Por otro lado, se ha descrito que al expresar TRPC3 en células T se incrementa la 

corriente inducida por IP3 (Philipp et al., 2003). Por otra parte, el silenciamiento de TRPC6 
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produce una reducción de la entrada de Ca2+ inducida por CPA inducida por en células de 

músculo liso de arteria pulmonar, lo que indica que TRPC6 está participando en la ECC en esas 

células (Yu et al., 2003). Años más tarde, este hecho fue confirmado gracias al silenciamiento 

de TRPC6 en las mismas células que disminuyó el incremento de la ECC producido por hipoxia 

(Smith et al., 2015). Además, TRPC6 parece estar implicado, también, en la ECC de las 

plaquetas como muestra un ensayo con un anticuerpo anti-TRPC6 (Jardín et al., 2008). 

Mediante la expresión de TRPC7 en células HEK293 y su activación con tapsigargina se mostró 

que esta proteína puede funcionar como un canal operado por depósitos, además de operado 

por receptor (Lievremont et al., 2004). En cambio, un trabajo posterior del mismo laboratorio 

puso en duda que TRPC7 participe como canal en la ECC, ya que no fue activado ni con IP3, ni 

con ionomicina (DeHaven et al., 2009). 

También, se ha descrito que los canales TRPCs pueden estar compuestos por 

subunidades diferentes, formando heterómeros que están implicados en la ECC. De hecho, 

esto explicaría por qué en numerosos estudios de sobreexpresión de tan solo uno de los 

miembros de los canales TRPCs no se produce ningún efecto sobre la ECC. Esto podría ser 

debido a que el canal estudiado necesita de su heteromerización con otros miembros que no 

se expresan de manera suficiente de manera endógena en la célula (Parekh y Putney, 2005). 

Asimismo, los canales formados por TRPC1 y TRPC3 parecen participar en la ECC de las células 

ductales de glándula parótida humana (Liu et al., 2005), así como en líneas celulares de 

hipocampo de rata (Wu et al., 2004). Además, TRPC1 y TRPC4 dan lugar a heterómeros 

implicados en la ECC en células endoteliales (Sundivakkam et al., 2012) y TRPC1, TRPC3 y 

TRPC7 en células HEK293 (Zagranichnaya et al., 2005). 

 

4.2.2. TRPV4 y TRPV6 

En cuanto a la implicación de los TRPs vaniloides o TRPVs en la ECC, TRPV4 parece 

contribuir a la entrada de Ca2+ inducida por tapsigargina en células endoteliales a través de la 

formación de heterómeros con TRPC1 (Ma et al., 2011a).  

Otro miembro de la familia TRPV que también ha sido relacionado con la ECC es 

TRPV6, ampliamente conocido por su función en la absorción intestinal de Ca2+ (Peng et al., 

1999). Así, la expresión de TRPV6 en células CHO (línea celular de ovario de hámster chino) 

mostró que este canal está operado por depósitos, aunque solo durante las primeras horas 

tras la transfección. Además, las propiedades electrofisiológicas de la corriente mediada por el 

mismo son similares a las de la ICRAC (Yue et al., 2001). Por otro lado, el silenciamiento de 

TRPV6 reduce en un 50 % la ECC en células LNCaP, una línea celular derivada de cáncer de 

próstata, así como el aumento de su expresión en un 60 % con un tratamiento antiandrogénico 

provocó un 30 % de incremento de esa entrada de Ca2+. Como consecuencia, los autores del 
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estudio concluyen que TRPV6 puede formar parte de un canal operado por depósitos 

conjuntamente con otros TRPs (Vanden Abeele et al., 2003). 

 

4.2.3. TRPM8 

TRPM8 se trata de un canal con una clara función como receptor de frío en neuronas 

sensoriales. Uno de sus agonistas más conocidos es el mentol, el cual provoca sensación de frío 

como consecuencia de su papel como termoreceptor (Voets et al., 2007). Hasta el momento, 

no se ha descrito que este miembro de la superfamilia de los TRPs pueda funcionar como un 

SOC. Sin embargo, se ha tenido en cuenta la posibilidad de que pueda participar de otra forma 

en la ECC. En un principio, se observó que en células LNCaP el mentol no activaba la corriente 

clásica mediada por TRPM8, en cambio, inducía una corriente cuyas propiedades 

electrofisiológicas son similares a una corriente ICRAC. Este hecho se explica porque el TRPM8 

en estas células puede estar localizado en el RE en lugar de en la membrana plasmática. Por 

tanto, el mentol induce la liberación de Ca2+ a través de su nueva localización en la célula 

dando lugar a la activación de la ECC. De esta manera, el TRPM8 situado en el RE puede estar 

implicado en la ECC actuando como un canal que permite la liberación de Ca2+ (Thebault et al., 

2005). 

 

4.3. Corrientes operadas por depósitos 

Los SOCs median diferentes corrientes iónicas dependiendo de sus propiedades 

biofísicas que pueden ser medidas mediante técnicas electrofisiológicas como el patch-clamp. 

La primera corriente operada por depósitos (ISOC) descrita fue la corriente de Ca2+ activada por 

la liberación de Ca2+ conocida como ICRAC,  en mastocitos (Hoth y Penner, 1992). La ICRAC se trata 

de una corriente de Ca2+ no activada por voltaje. El protocolo de activación de la misma 

consiste en rampas que comienzan en -100 mV y van hasta +100 mV en 50 ms (Fig. 17A). Su 

relación corriente-voltaje muestra una amplitud de corriente máxima a potenciales negativos 

que se aproxima a cero a potenciales mayores a +60 mV. Además, presenta una gran 

rectificación entrante a voltajes negativos (Fig. 17B) (Parekh y Penner, 1997). Esta rectificación 

entrante es consecuencia de la diferencia en la [Ca2+] entre las soluciones interna y externa con 

las que se lleva a cabo el registro electrofisiológico, así como de la inactivación dependiente de 

Ca2+ que muestran los canales (Parekh y Putney, 2005). A pesar de que la activación de la ICRAC 

no tiene lugar tras una despolarización de la membrana, la magnitud de la corriente es 

dependiente del voltaje. De esta forma, la conductancia es menor a potenciales 

hiperpolarizantes que a potenciales despolarizantes (Bakowski y Parekh, 2000). Por otra parte, 

la ICRAC presenta una alta selectividad a Ca2+ que parece patente al aproximarse a cero a 

potenciales muy positivos. La selectividad a Ca2+ fue comprobada al sustituir el Na+ por un 
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catión orgánico de gran volumen como la N-metil-D-glucamina (NMDG+), ya que la amplitud y 

el potencial de reversión no varían (Hoth y Penner, 1993). En cambio, si el Ca2+ es sustituido 

por Na+ o Mg2+ la corriente desaparece por completo (Hoth y Penner, 1992; Zweifach y Lewis, 

1993; Fierro y Parekh, 2000). La alta selectividad a Ca2+ sobre Na+ viene dada por un ratio de 

permeabilidad Ca2+: Na+ de 1000: 1 (Parekh y Putney, 2005). Al reemplazar el Ca2+ por Ba2+ o 

Sr2+ se observa una reducción de la corriente, por lo que la permeabilidad del canal CRAC a 

estos dos iones divalentes es menor que a Ca2+ (Zweifach y Lewis, 1993). No se aprecia una 

corriente saliente llevada a cabo por K+, lo que dificulta establecer un potencial de reversión de 

la corriente (Parekh y Penner, 1997). La conductancia de la ICRAC es bastante baja comparada 

con otras corrientes de Ca2+, aproximadamente 0,02 pS en presencia de 110 mM de CaCl2 

(Parekh y Putney, 2005). El canal que media la ICRAC es prácticamente impermeable a Cs+ 

(Bakowski y Parekh, 2002) y, de acuerdo con la baja conductancia, su tamaño de poro fue 

situado en torno a 3,9 Å (Prakriya y Lewis, 2006). 

 

Figura 17. Registro electrofisiológico de la ICRAC. A. Rampa de voltaje de -100 mV a +100 

mV llevada a cabo para el registro de ICRAC. B. Relación corriente-voltaje de la ICRAC donde 

se aprecia que la amplitud de corriente máxima se alcanza a potenciales negativos y se 

aproxima a 0 a potenciales bastante positivos. Además, presenta una gran rectificación 

entrante a potenciales negativos. El registro fue tomado de Prakriya et al., 2006. 

 

Todas estas propiedades electrofisiológicas de la corriente ICRAC se ajustaron 

perfectamente  a la corriente mediada por ORAI1, lo que permitió identificarlo como un canal 

CRAC (Prakriya et al., 2006; Yeromin et al., 2006). A continuación, ORAI2 y ORAI3 también 

fueron clasificados como canales CRAC (Mercer et al., 2006; Lis et al., 2007). Previamente, 

TRPV6 fue propuesto como un canal CRAC por su alta selectividad a Ca2+ (Yue et al., 2001), 

pero fue descartado, ya que es más permeable a Cs+, puesto que presenta un tamaño de poro 

de 5,5 Å superior al del canal CRAC (Voets et al., 2001; Voets et al., 2004). 

Además de la corriente ICRAC, se han descrito otras corrientes operadas por depósitos 

caracterizadas por presentar mayor conductancia y una baja selectividad a Ca2+ (Parekh y 

Putney, 2005). Aquí, haremos referencia a algunas de ellas. Así, en células de carcinoma 

epidermoide A461, se ha caracterizado una ISOC con propiedades distintas a las de la ICRAC. La 
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permeabilidad para Ca2+ y Ba2+ es muy similar, pero 1000 veces mayor que para K+ y la 

conductancia es mayor que la de ICRAC, 1 pS en presencia de 100 mM de CaCl2 (Zaznacheyeva et 

al., 2000). En esas mismas células, otro grupo reportó una ISOC con una selectividad a Ba2+ 

mayor que a Ca2+ y con una conductancia de 2 pS con 160 mM de CaCl2 (Lueckhoff y Clapham, 

1994). En cambio, en células endoteliales de aorta bovina se registró una corriente con una 

alta conductancia, 11 pS en presencia de 10 mM de CaCl2, con un ratio de permeabilidad 

Ca2+/Na+ mayor de 10:1 y una selectividad a Na+ mayor que la ICRAC (Vaca y kunze, 1994). Por 

otra parte, en miocitos de aorta de ratón y de conejo aparece una ISOC con una conductancia de 

2,7 pS en presencia de 90 mM de CaCl2 cuya permeabilidad a Ca2+ es igual a la de Na+. Los 

canales que median esta corriente fueron selectivos para cationes, pero no discriminaban 

entre Na+, K+, Cs+, Ca2+, Ba2+ o Sr2+ (Trepakova et al., 2000; Trepakova et al., 2001). 

Las características de las corrientes operadas por depósitos distintas a ICRAC parecen ser 

mediadas en la mayoría de los casos por diferentes TRPs, en especial por miembros de la 

familia de los TRPCs. Éstos han sido clasificados como canales catiónicos no selectivos, ya que 

presentan una selectividad para el Ca2+ baja comparada con la de los canales CRAC. La relación 

corriente-voltaje de las corrientes mediadas por los TRPCs es relativamente lineal, muy 

diferente a la de la ICRAC, así como la conductancia que es bastante superior a ésta. Muestran 

potenciales de reversión próximos a 0 mV o ligeramente positivos siendo bastante más bajos 

que los de la ICRAC. Las propiedades de la corriente catiónica no selectiva varían dependiendo 

de los canales TRPCs que estén implicados en la misma (Cheng et al., 2013). Así, por ejemplo, 

la ISOC mediada por TRPC1 en células HSG presenta una ligera rectificación entrante con un 

potencial de reversión aproximadamente de +15 mV y una conductancia de 20 pS (Liu et al., 

2003). La sobreexpresión de TRPC1 en células HEK293 da lugar a una corriente con una 

relación corriente-voltaje prácticamente lineal, un potencial de reversión de +30 mV y una 

conductancia de 16-17 pS (Skopin et al., 2013). Por otro lado, el canal formado por la 

heteromerización de TRPC1 y TRPC3 en células de glándula salival parótida da lugar a una ISOC 

no selectiva a Ca2+ con una relación corriente-voltaje lineal y un potencial de reversión próximo 

a 0 mV (Liu et al., 2005). Otra corriente mediada por un heterómero es la del canal 

TRPC1/TRPC4, identificado en células endoteliales que da lugar a una corriente con una 

rectificación entrante y un potencial de reversión próximo a +40 mV cuando está 

interaccionando con ORAI1. Sin embargo, el silenciamiento de ORAI1 disminuye el potencial de 

reversión sugiriendo que ORAI1 contribuye a la selectividad a Ca2+ de ese canal TRPC1/TRPC4 

(Cioffi et al., 2012). También, los TRPCs pueden heteromerizar con otros miembros de la 

superfamilia de los TRPs para dar lugar a una corriente catiónica operada por depósitos no 

selectiva. Asimismo, la ISOC obtenida al coexpresar TRPC1 y TRPV4 en células HEK293 presenta 

una relación corriente-voltaje, de nuevo, bastante lineal con un potencial de reversión de 0 mV 

(Fig. 18) (Ma et al., 2011a). Además, muestra una gran conductancia, aproximadamente 83 pS 

para la corriente entrante y de 95 pS para la saliente (Ma et al., 2011b). 
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Figura 18. Corrientes operadas por depósitos (ISOC) no selectivas obtenidas al sobreexpresar TRPC1, 

TRPV4 o ambos en células HEK. A. Activación de las corrientes con tapsigargina. La corriente se ve 

incrementada considerablemente al sobreexpresar simultaneamente ambos canales. Presentan una 

baja selectividad a Ca
2+

, ya que al sustituir el Na
+
 por NMDG

+
 se inhibe la corriente sugiriendo que en 

gran medida se componen de Na
+
. B. Relación corriente-voltaje de las ISOC no selectivas a Ca

2+
. 

Presentan una relación corriente-voltaje altamente lineal con un potencial de reversión próximo a 0 

mV. Ambas características son propias de las corrientes operadas por depósitos no selectivas 

medidas por los TRPs. Figura procedente de Ma et al., 2011a.  

 

4.4. Control mitocondrial de la entrada capacitativa de Ca2+
 

La capacidad de la mitocondria para captar el Ca2+ de la célula permite que en 

condiciones fisiológicas éstas actúen como un tampón de Ca2+ regulando la ECC mediada por 

los canales CRAC. Por tanto, no solo los depósitos de Ca2+ controlan la ECC, sino también, la 

mitocondria que retira el Ca2+ proveniente de la entrada de este ión en la célula a través de los 

canales CRAC (Parekh, 2008). Este hecho queda patente al verse reducida la ECC cuando se 

despolariza la mitocondria con bloqueantes de la cadena respiratoria como la antimicina A 

(Glitsch et al., 2002; Malli et al., 2003) o con desacoplantes mitocondriales como el CCCP 

(Wasniewska et al., 2000) y el FCCP (Glitsch et al., 2002; Nuñez et al., 2006) que introducen 

protones en la misma. Esta reducción de la ECC, también, es observada al silenciar o al 

bloquear con rojo de rutenio el MCU (Tang et al., 2015). La regulación de los canales CRAC por 

parte de la mitocondria tiene lugar en varias etapas de la ECC. 

La primera etapa en la que actúa la mitocondria se trata de la activación de los canales 

CRAC. La mitocondria se localiza en lugares próximos a los depósitos de Ca2+, a menos de 20 

nm, donde detecta los microdominios de Ca2+ que se forman en torno a los receptores de IP3 

(Rizzuto et al., 1993; Rizzuto et al., 1998; Moreau et al., 2006). El incremento de la [Ca2+]C 

puede provocar la inactivación dependiente de Ca2+ de los receptores de IP3 (Taylor y Traynor, 

1995) y, por otra parte, permite a la SERCA bombear Ca2+ hacia el interior de los depósitos. 

Ambos procesos van a reducir la activación de los canales CRAC al oponerse al vaciamiento de 

los depósitos. Así, la simple estimulación de los receptores de la membrana plasmática o el uso 

0 pA/pF

A B
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de IP3 no son suficientes para la activación de la ICRAC en células dializadas a no ser que las 

mitocondrias sean mantenidas en un estado energetizado (Bakowski y Parekh, 2001; Glitsch et 

al., 2002). La captación mitocondrial de Ca2+ reduce la inactivación dependiente de Ca2+ de los 

receptores de IP3, así como la cantidad de Ca2+ disponible que puede ser reintroducido en los 

depósitos por parte de la SERCA. De esta forma, la mitocondria permite una mayor liberación 

de Ca2+ de los depósitos y se dificulta su rellenado, lo que favorece la activación de los canales 

CRAC (Gilabert et al., 2001). 

Además, se ha reportado que la mitocondria participa, también, en la inactivación 

lenta dependiente de Ca2+ de los canales CRAC. Así, la inactivación lenta se ve acelerada al 

inhibir la captación de Ca2+ por parte de la mitocondria, tanto despolarizando la misma con 

FCCP o antimicina A como bloqueando el MCU con rojo de rutenio. En cambio, la 

energetización de la mitocondria reduce esta inactivación lenta (Gilabert y Parekh, 2000). En 

células T jurkat se ha observado que la mitocondria se transloca hacia la membrana plasmática 

tras la entrada de Ca2+ a través de los canales CRAC, ya que previniendo la migración de la 

mitocondria con nocodazol, un despolimerizador de los microtúbulos, se acelera la 

inactivación lenta dependiente de Ca2+ (Quintana et al., 2007). Por tanto, la mitocondria se 

dirige hacia los canales CRAC cuando se activa la ECC y tampona el Ca2+ frenando la 

inactivación lenta dependiente de Ca2+ (Watson y Parekh, 2012). 

 

 

Figura 19. Regulación mitocondrial de la ECC mediante el tamponamiento de Ca
2+

. La 

mitocondria regula la ECC actuando como un tampón de Ca
2+

 de tres formas diferentes. 

En primer lugar, la captación mitocondrial a través del MCU reduce la inactivación 

dependiente de Ca
2+

 del IP3R lo que contribuye a la liberación de Ca
2+

 desde los 

depósitos y, como consecuencia, a la activación de la ECC (1). Además, la mitocondria 

compite con el RE por el Ca
2+

 disminuyendo el rellenado de los depósitos mediado por la 

SERCA lo que prolonga la activación y dificulta la finalización de la ECC (2). Por último, la 

captación de Ca
2+

 por parte de la mitocondria disminuye la inactivación dependiente de 

Ca
2+

 de los canales CRAC favoreciendo la ECC (3). 
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Por otra parte, la mitocondria parece controlar la ECC de una manera independiente 

de su acción como tampón de Ca2+. Asimismo, la despolarización de la mitocondria reduce la 

formación de la puncta de STIM1 en la membrana plasmática, sin impedir su oligomerización, 

en un proceso en el que interviene la mitofusina-2, una proteína situada en la membrana 

externa mitocondrial. Como consecuencia, este hecho sugiere que la mitocondria es necesaria 

para el movimiento de STIM1 hacia zonas próximas a la membrana plasmática (Singaravelu et 

al., 2011). También, la mitocondria podría regular la ECC a través de señales difusibles que 

pueden ser liberadas desde este orgánulo. El ATP procedente de la mitocondria puede ser 

utilizado por la SERCA para rellenar los depósitos de Ca2+, lo que contribuye a la desactivación 

de la ECC (Landolfi et al., 1998). Además, se ha descrito que el piruvato, un sustrato precursor 

de la respiración mitocondrial, reduce el alcance de la inactivación rápida dependiente de Ca2+ 

de los canales CRAC, regulando así la ECC (Bakowski y Parekh, 2007). 

 

4.5. Papel funcional de la entrada capacitativa de Ca2+ en la célula 

La función más evidente de la ECC en la célula es el rellenado de los depósitos tras la 

liberación del Ca2+ como consecuencia de la unión de un agonista a su receptor en la 

membrana plasmática. Por tanto, tiene un papel importante en el mantenimiento de la 

[Ca2+]RE, ya que una disminución prolongada de su concentración da lugar a estrés de retículo 

que puede desencadenar en apoptosis (Meldolesi, 1993; Parekh y Putney, 2005). Otra función 

bastante clara de esta entrada de Ca2+ es la de aumentar la señal de Ca2+ tras la estimulación 

con concentraciones bajas de agonistas fisiológicos (Putney, 2009). Además, la ECC parece ser 

clave en el mantenimiento de las oscilaciones de Ca2+ inducidas por esos agonistas (Bird y 

Putney, 2005). 

La ECC regula la actividad de diversas enzimas. En células endoteliales, activa la NO 

sintasa dando lugar a la producción de NO que funciona como un mensajero intra e 

intercelular (Lin et al., 2000). También, la ECC mediada por ORAI1 favorece la actividad de la 

fosfolipasa C y D regulando así, el TRPC6 en plaquetas (Chen et al., 2014c). Otra enzima 

regulada por la ECC es la adenilato ciclasa, ya que en células de glioma, la entrada de Ca2+ 

inducida por tapsigargina inhibe la forma tipo VI y estimula la tipo I (Cooper et al., 1998). 

Un incremento en la [Ca2+]C provoca secreción en algunos tipos celulares, como 

consecuencia, se ha reportado en varios trabajos que la ECC participa en la exocitosis. Así, la 

entrada de Ca2+ a través de los canales CRAC provoca exocitosis en células RBL, una línea 

celular de leucemia basofílica de rata (Artalejo et al., 1998). También, se observó que las 

células T mutantes que no presentan ICRAC muestran una respuesta secretora anormal 

sugiriendo que la ECC participa en la secreción de las células T (Fanger et al., 1995). Por otra 

parte, la ECC participa en el proceso de degranulación en mastocitos, por la que se secretan 

diversas sustancias importantes en la respuesta inmunoinflamatoria (Yang et al., 2012). Al 
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margen del sistema inmune, la ECC está implicada en la secreción de células excitables como 

las células adenohipofisarias (Villalobos y García-Sancho, 1995) y las células cromafines 

adrenales (Fomina y Nowycky, 1999). 

El incremento de la [Ca2+]C a consecuencia de la ECC activa la expresión de 

determinados genes en la célula a través de ciertos factores de transcripción dependientes de 

Ca2+. En linfocitos T, el Ca2+ que entra a través de los canales CRAC, como consecuencia de la 

estimulación de su receptor TCR, se une a la CaM en el citosol y, a continuación el complejo 

Ca2+-CaM activa la fosfatasa calcineurina. Ésta entra el núcleo y defosforila factores de 

transcripción como NFAT, NFκB y OctA, lo que da lugar a la expresión del gen de la 

interleuquina-2 (IL-2) y de su receptor provocando así la expansión clonal del linfocito T 

activado (Dolmetsch et al., 1998, Lewis, 2001). También, la ECC se ha visto implicada en la 

expresión del factor de transcripción c-fos en mastocitos, que a su vez, regula la expresión de 

varias quimioquinas como el factor de necrosis tumoral α (TNFα), importante que participan 

en la respuesta inmune (Kar y Parekh, 2013). Por otro lado, la expresión de ciclooxigenasa-2 

(COX-2) parece ser activada como consecuencia de la entrada de Ca2+ mediada por los canales 

operados por depósitos (Wang et al., 2012a; Wang et al., 2014b). La COX-2 está implicada en la 

síntesis de prostaglandinas por lo que participa en el proceso inflamatorio y en la liberación de 

citoquinas (Gilroy y Colville-Nash, 2000), así como en la carcinogénesis (Kojima et al., 2001). 

Otra función conocida en la que está implicada la ECC es la proliferación celular. Así, se 

ha reportado que la ECC participa en la expansión clonal de los linfocitos T caracterizada por la 

proliferación de estas células. Como se ha mencionado, este proceso tiene lugar tras la 

estimulación con un antígeno del receptor TCR de los linfocitos y la consecuente expresión de 

determinados genes como el IL-2 bajo el factor de transcripción NFAT (Feske et al., 2001; Lewis 

et al., 2001). Además, se ha observado que la ECC está implicada en la progresión del ciclo 

celular en el neuroepitelio de la retina (Sugioka y Yamashita, 2003). Por otro lado, la ECC y la 

expresión de TRPC1 es mayor en miocitos de arteria pulmonar que presentan capacidad para 

proliferar sugiriendo que la ECC, mediada posiblemente por TRPC1, puede que sea importante 

en la proliferación de estas células (Golovina et al., 2001). También, se ha descrito que la ECC 

llevada a cabo por STIM1 y ORAI1 está implicada en la proliferación de las células endoteliales 

(Abdullaev et al., 2008). En células madre embrionarias la ECC participa en la proliferación 

mediada por estrógenos (Wong et al., 2012). Por último, recientemente se ha reportado que la 

estimulación del receptor sensible a Ca2+ (CaSR; del inglés, Ca2+-sensing receptor) induce ECC, 

la cual contribuye a la proliferación de los osteoblastos (Hu et al., 2014). 

El Ca2+ es esencial en el proceso de activación de las plaquetas que tiene lugar en la 

hemostasia y la formación del coágulo. Como consecuencia, se ha propuesto a la ECC como 

una entrada de Ca2+ importante en la función plaquetaria. La ECC parece participar en las 

respuestas tardías de las plaquetas como son la estabilización del trombo, la retracción del 
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cuágulo, la actividad coagulante y el reclutamiento de otros tipos celulares hacia la zona donde 

se ha producido el daño (Varga-Szabo et al., 2009). 

También, la ECC parece ser importante en la reproducción a través de diferentes 

funciones. Por ejemplo, participa en la regulación de la motilidad del espermatozoide (Krasznai 

et al., 2010). Además, dirige la reacción del acrosoma en la que se produce la exocitosis de las 

vesículas acrosomales desde el espermatozoide hacia la zona pelúcida del ovocito que tiene 

lugar durante la fertilización (Breibarth, 2002). Asimismo, STIM1 y ORAI1 están implicados en 

el papel de la ECC en la maduración de los ovocitos, así como en el proceso de fertilización 

(Martín-Romero et al., 2012). 

Por otra parte, se ha descrito que la ECC puede participar en algunas funciones propias 

de las células musculares. Asimismo, STIM1, a través de su papel en la ECC, está implicado en 

el desarrollo y la función contráctil del músculo esquelético (Stiber et al., 2008). La ECC es unos 

cuantos órdenes de magnitud más rápida en el músculo esquelético que en las células no 

excitables (Launikonis y Ríos, 2007). De esta forma, se han propuesto modelos basados en la 

localización de STIM1 y ORAI1 en la triada muscular que explicarían esa cinética de activación 

más rápida que puede que sea importante en el proceso de acoplamiento excitación-

contracción (Dirksen, 2009; Launikonis et al., 2010). En cuanto al músculo liso, se ha observado 

que la ECC participa en la contracción del músculo de aorta (Tosun et al., 1998), de arteria 

coronaria (Dominguez-Rodriguez et al., 2012) y de los bronquios (Sweenwey et al., 2002). 

Además, la ECC puede activar canales de Cl- dependientes de Ca2+ en miocitos de arteria 

pulmonar, lo que permite la regulación del potencial de membrana y del tono muscular 

(Forrest et al., 2010). 

 

5. Participación del Ca2+ en la muerte celular 

La muerte celular ha sido estudiada ampliamente por su papel tanto en procesos 

fisiológicos como en diversas patologías. Actualmente, se han propuesto unos doce tipos 

diferentes de muerte celular y el Ca2+ está claramente implicado al menos en tres de ellos: 

necrosis, apoptosis y autofagia. (Zhivotovski y Orrenius, 2011). 

La necrosis se trata de un tipo de muerte celular relacionada con una perturbación de 

la homeostasis del Ca2+. En las células pancreáticas acinares se ha estudiado ampliamente la 

implicación del Ca2+ en el desencadenamiento de la necrosis. Así, niveles altos de 

colecistoquinina, ácidos biliares o ésteres etílicos de ácidos grasos en estas células provocan un 

elevado estrés en la célula que desencadena el proceso necrótico. Como consecuencia, el 

elevado estrés provoca una liberación de Ca2+ desde los depósitos y un incremento global y 

sostenido de la [Ca2+]C debido a la posterior entrada de Ca2+ en la célula. Esto conlleva al 

colapso del potencial mitocondrial, lo que produce una pérdida irreversible de la función 
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mitocondrial que, a su vez, da lugar a una  fuerte disminución de la síntesis de ATP en la célula. 

La caída de los niveles de ATP paraliza las bombas de Ca2+ y desencadena la necrosis. Por otra 

parte, la necrosis también se induce debido a la activación prematura de enzimas digestivas a 

consecuencia del incremento de la [Ca2+]C (Criddel et al., 2007).  

Además, es bastante conocida la participación del Ca2+ en las diferentes etapas de la 

apoptosis, la cual ha sido descrita como una forma de suicidio celular. Este tipo de muerte 

celular se caracteriza morfológicamente por la condensación de la cromatina, la fragmentación 

del núcleo, la compactación del citoplasma y la formación de los cuerpos apoptóticos (Kerr et 

al., 1972). La principal diferencia con la necrosis consiste en que este tipo de muerte celular 

normalmente no lleva asociado un proceso inflamatorio. Existen dos vías de señalización de la 

apoptosis, la vía extrínseca, activada por la estimulación de los receptores de muerte, y la vía 

intrínseca, en la que la mitocondria tiene un papel central (Elmore, 2007). La vía intrínseca de 

la apoptosis puede ser desencadenada a consecuencia de una sobrecarga del Ca2+ en la 

mitocondria. Ésta provoca la apertura del PTP, lo que produce la pérdida del ∆Ψmit y la 

liberación de proteínas proapoptóticas como el citocromo c. El citocromo c se une a otras 

proteínas para formar el apoptosoma que da lugar a la activación de la caspasa iniciadora 

caspasa-9, la cual activa las caspasas efectoras como la caspasa-3. El Ca2+, también, puede 

inducir apoptosis a través de la pérdida del ∆Ψmit y liberación del citocromo c por medio de 

unas proteasas de cisteína dependientes de este ión denominadas calpainas. Estas proteasas 

van a provocar la escisión y activación de la proteína proapoptótica BID, así como una 

reducción de las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL (Kondratskyi et al., 2014). El RE tiene 

un papel importante en la inducción de la apoptosis de manera dependiente de la mitocondria 

debido al estrecho contacto entre ambos orgánulos a través de las membranas asociadas a la 

mitocondria (MAMs; del inglés, mitochondria-associated membranes). Así, se ha observado 

que distintos estímulos apoptóticos provocan una liberación de Ca2+ desde el RE por medio de 

los IP3Rs, lo que conduce a un aumento de la entrada de Ca2+ en la mitocondria y, como 

consecuencia, se induce apoptosis (Hajnockzky et al., 2006). En relación con esto, algunas 

proteínas pueden controlar la apoptosis a través de la regulación del contenido de Ca2+ del RE 

y de la liberación a través de los IP3Rs. De esta forma, las proteínas proapoptóticas Bax y Bak 

parece que favorecen el mantenimiento de la [Ca2+]RE basal (Scorrano et al., 2003), así como la 

liberación de Ca2+ a través de los IP3R (Zong et al., 2003; Jones et al., 2007). Sin embargo, las 

proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL reducen la [Ca2+]RE (Foyouzi-Youssefi et al., 2000) e 

inhiben la liberación de Ca2+ por medio de la interacción con los IP3Rs (Chen et al., 2004; White 

et al., 2005; Rong et al., 2009). Se ha descrito que Bcl-2 puede que disminuya el contenido de 

Ca2+ del RE al provocar un incremento del leak de Ca2+ de este orgánulo (Pinton et al., 2000). 

Por otro lado, una alteración de la homeostasis de Ca2+ del RE que conduce a un estrés de 

retículo puede activar a la caspasa 12 y desencadenar apoptosis de una manera independiente 

de la mitocondria (Nakagawa y Yuan, 2000; Morishima et al., 2002). La ECC parece ser una 

entrada de Ca2+ implicada en la apoptosis. Aunque hay estudios que apoyan que esta entrada 
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de Ca2+ induce apoptosis, otros, sin embargo, muestran que presenta un papel antiapoptótico. 

Asimismo, la inhibición de la ECC o el silenciamiento de STIM1 reducen la apoptosis inducida 

por H2O2 al evitar una sobrecarga de Ca2+ en el citosol en células HT22, una línea celular de 

neuronas de hipocampo (Rao et al., 2013). En contraposición, el silenciamiento de STIM1 y 

ORAI1 incrementan la apoptosis inducida por sustancias quimioterapéuticas en líneas celulares 

de adenocarcinoma de páncreas (Kondratska et al., 2014). 

 

 

Figura 20. Participación del Ca
2+ 

en la apoptosis. Tanto la liberación de Ca
2+

 a través de los IP3R y 

RyR como la entrada de Ca
2+

 desde el exterior celular pueden desencadenar la vía intrínseca de la 

apoptosis cuando se produce una sobrecarga de Ca
2+

 en la mitocondria, como consecuencia, de 

la elevada entrada de Ca
2+

 en este orgánulo mediante el MCU. La sobrecarga de Ca
2+

 en la 

mitocondria provoca la apertura del poro de permeabilidad transitoria (PTP) y la liberación al 

citosol del citocromo c. El citocromo c se une a una serie de proteínas para formar el apoptosoma 

que da lugar a la activación de la caspasa-9 que, a su vez, activa la caspasa-3. Esta última se trata 

de una caspasa efectora que lleva a cabo el proceso apoptótico. Las proteínas proapoptóticas Bax 

y Bak favorecen el mantenimiento de la [Ca
2+

]RE y la liberación de Ca
2+

 a través de los IP3Rs 

incrementando la susceptibilidad de la célula a la apoptosis. Por el contrario, las proteínas 

antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL parece que reducen la [Ca
2+

]RE e inhiben la liberación de Ca
2+

 a 

través de los IP3Rs aumentando así, la resistencia a la apoptosis. Además, la excesiva disminución 

de [Ca
2+

]RE puede provocar estrés de retículo lo que conduce a la activación de la caspasa-12. La 

activación de esta caspasa desencadena la apoptosis a través de la caspasa-3. RE: retículo 

endoplásmico. mit: mitocondria. 
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La disminución de los niveles de energía de la célula da lugar a un proceso de muerte 

celular conocido como autofagia que se caracteriza por la formación de autofagosomas. Este 

proceso tiene lugar para producir energía a través de la fagocitosis de orgánulos celulares y 

proteínas (Levine y Klionsky, 2004). El Ca2+ regula la autofagia de manera diferente 

dependiendo del estado en el que se encuentre la célula. En condiciones óptimas, se produce 

una liberación constitutiva de Ca2+ desde el RE a través de los IP3Rs hacia la mitocondria, lo que 

permite una normal producción de ATP en esta última. Cuando se interrumpe el flujo de Ca2+ 

entre el RE y la mitocondria se reduce la síntesis de ATP. Con ello, se incrementa el ratio 

AMP/ATP, lo que provoca la activación de la proteína quinasa activada por AMP (AMPK; del 

inglés, AMP- activated protein kinase) y se induce la autofagia. Sin embargo, en condiciones de 

estrés, cuando se produce un incremento de la [Ca2+]C se pueden activar una variedad de 

proteínas estimuladoras de la autofagia como la proteína quinasa de la quinasa dependiente 

de Ca2+-CaM β (CaMKKβ; del inglés, Ca2+-calmodulin-dependent kinase kinase β) que activa la 

AMPK (Decuypere et al., 2011a). 

 

6. Papel del transporte de Ca2+ en el cáncer 

Las células tumorales presentan seis características adquiridas según Hanahan y 

Weinberg (Hanahan y Weinberg, 2000) que les confieren grandes ventajas de supervivencia 

frente a las células normales: 

1. Capacidad para evadir la apoptosis. 

2. Señalización de crecimiento autosuficiente. 

3. Potencial de división sin límite. 

4. Insensibilidad a señales que se oponen al crecimiento. 

5. Capacidad para invadir y metastatizar. 

6. Promoción de la angiogénesis. 

En varios trabajos se ha reportado que la señalización del Ca2+ podría estar implicada 

de manera directa o indirecta en muchos, si no en todos estos procesos característicos de las 

células cancerosas (Monteith et al., 2012). Como consecuencia, numerosos estudios muy 

recientes, la mayoría de ellos publicados durante el desarrollo de esta tésis doctoral, sugieren  

que durante la carcinogénesis tiene lugar un remodelado del Ca2+ intracelular. Probablemente 

este remodelado sea consecuencia de los cambios que se producen en el genoma, la influencia 

de la epigenética, los factores ambientales o las respuestas adaptativas que inicia el cáncer. Sin 

embargo, las alteraciones que se producen en el transporte de Ca2+ son procesos clave en la 

progresión del mismo, puesto que son necesarios para la proliferación, resistencia a la 

apoptosis y la expansión del tumor (migración, invasión y angiogénesis) (Chen et al., 2013; 

Prevarsakaya et al., 2014). El remodelado del transporte de Ca2+ en el cáncer puede consistir 

en un cambio de expresión de los canales y las bombas de Ca2+ que de manera normal 
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aparecen en la célula. Además, puede producirse una alteración en la actividad de los 

participantes moleculares del transporte de Ca2+ a consecuencia de mutaciones génicas y 

modificaciones postraduccionales (Monteith et al., 2012). Todos estos cambios podrían 

contribuir a la progresión del cáncer a través de la alteración de la [Ca2+]C (Lee et al., 2011). 

 

6.1. Extrusión de Ca2+ y cáncer 

Las distintas isoformas de la PMCA, encargada de la extrusión del Ca2+ hacia el exterior 

celular, han sido relacionadas con el desarrollo de diferentes tipos de cáncer. Así, se han 

observado varios cambios de expresión de esta bomba de Ca2+ en algunos tumores (tabla 1). La 

primera vez que se tuvo constancia de este hecho fue en 1997 al mostrar una reducción de 

expresión de la PMCA en fibroblastos de piel y pulmón transformados con el virus SV40 para 

inducir tumorogénesis con respecto a los fibroblastos control (Reisner et al., 1997). Más tarde, 

se observó que la PMCA tiene un papel en la regulación de la proliferación de las células de 

cáncer de mama MCF-7, ya que al inhibir la PMCA tiene lugar una reducción en la proliferación 

de esta línea celular (Lee et al., 2005b). Además, es posible que la PMCA2 aumente la 

resistencia a la apoptosis de las células tumorales como demuestra su sobreexpresión en 

células de cáncer de mama. La pérdida de expresión de PMCA2 aumenta los niveles de Ca2+ 

citosólico y hace más sensibles a la apoptosis a las células epiteliales mamarias. Por el 

contrario, su sobreexpresión reduce el Ca2+ intracelular protegiendo de la apoptosis a las 

células de cáncer de mama T47D (VanHouten et al., 2010). De nuevo en células de cáncer de 

mama, la PMCA2 induce resistencia a la apoptosis mediante la interacción con la calcineurina y 

la inhibición de NFAT, lo que reduce la expresión de proteínas proapoptóticas (Baggot et al., 

2012).  

El silenciamiento de la PMCA1 provoca un aumento en la necrosis inducida por 

ionomicina en células de cáncer de mama. En esas mismas células el silenciamiento de PMCA4 

incrementa la apoptosis inducida por un inhibidor de la proteína antiapoptótica Bcl-2. Estos 

resultados sugieren que ambas isoformas de la PMCA regulan la muerte celular de las células 

tumorales de mama (Curry et al., 2012). Por otro lado, la PMCA puede contribuir a la 

tumorogénesis a través de una reducción en su expresión como sugiere la disminución de la 

expresión de PMCA1 en cáncer oral (Saito et al., 2006) y de PMCA4 en cáncer de colon (Aung 

et al., 2009). De esta forma,  la sobreexpresión de PMCA4 reduce la proliferación en células de 

adenocarcinoma de colon HT29, mientras que su silenciamiento no afecta a la regulación de la 

apoptosis. Por tanto, la reducción de la expresión de PMCA4 en las células tumorales de colon 

disminuye la extrusión de Ca2+, lo que puede contribuir a la proliferación de estas células sin 

hacerlas más sensibles a la apoptosis (Aung et al., 2009). Además, la diferenciación de las 

células tumorales MCF-7 provoca un incremento en la expresión de la PMCA4b, lo que acelera 

el regreso de la [Ca2+]C a su estado basal tras la estimulación de esas células. Esto es 
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consistente con el hecho de que una reducción en la expresión de PMCA4 puede conducir a la 

aparición de un fenotipo tumorogénico (Varga et al., 2014). También, la PMCA4 puede estar 

implicada en la angiogénesis del tumor, ya que reduce ésta a través de la interacción con la 

calcineurina inhibiendo la vía de NFAT (Baggott et al., 2014). 

 

Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

PMCA1 

Mama Líneas celulares ↑ mRNA Lee et al., 2002 

Oral 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↓ mRNA y proteína Saito et al., 2006 

PMCA2 Mama 

Líneas celulares ↑ mRNA Lee et al., 2005a 

Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA y proteína VanHouten et al., 2010  

PMCA4 

Colon 

Diferenciación de línea celular y 

muestras de tejido de pacientes 
↓ mRNA Aung et al., 2009 

Diferenciación de línea celular ↓ mRNA y proteína Ribiczey et al., 2007 

Gástrico Diferenciación de línea celular ↓ mRNA y proteína Ribiczey et al., 2007 

Mama Diferenciación de línea celular ↓ proteína Varga et al., 2014 
 

Tabla 1. Cambios de expresión de las distintas isoformas de PMCA en cáncer respecto a células o 

tejido normal. ↑, aumento y ↓, disminución de expresión. 

 

6.2. Secuestro de Ca2+ hacia los depósitos y cáncer 

El contenido de Ca2+ de los depósitos puede ser modificado a consecuencia de los 

cambios de expresión de la bomba que introduce Ca2+ en el RE, la SERCA. La disminución de la 

expresión de la SERCA podría reducir el contenido de Ca2+ de los depósitos aumentando la 

resistencia a la apoptosis de las células tumorales (Prevarskaya et al., 2014). Así, por ejemplo, 

la expresión de SERCA2 está disminuida en células de carcinoma escamoso oral como 

consecuencia de una metilación aberrante (Endo et al., 2004). También, la expresión de la 

SERCA3 se reduce durante la tumorogénesis en cáncer de mama (Papp y Brouland, 2011). 

Estos y otros cambios de expresión que tienen lugar en el cáncer se recogen en la tabla 2. La 

importancia de la expresión de la SERCA en la resistencia a la apoptosis queda patente al 

sobreexpresar la proteína antiapoptótica Bcl-2 en células LNCaP, puesto que se reduce la 

expresión de la SERCA2b (Vanden Abeele et al., 2002). Por otra parte, la proteína oncogénica 

KRAS regula la expresión precisamente de esa isoforma de la SERCA, ya que la supresión de 

KRAS aumenta la expresión de SERCA2b (Pierro et al., 2014). Además, la proteína supresora 

tumoral p53 regula la apoptosis precisamente a través de su unión a la SERCA modificando su 

estado de oxidación aumentando así, la carga de Ca2+ en el RE (Giorgi et al., 2015).  
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Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

SERCA2 

Colorrectal 

Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA Chung et al., 2006 

Diferenciación de línea celular y 

muestras de tejido de pacientes 
↑ proteína Fan et al., 2014a 

Colon Muestras de tejido de pacientes ↓ mRNA Korosec et al., 2006 

Oral 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↓ mRNA y proteína Endo et al., 2004 

Tiroides Líneas celulares ↓ mRNA y proteína Pacifico et al., 2003 

Pulmón Muestras de tejido de pacientes ↓ mRNA Korosec et al., 2006 

SERCA3 

Mama Muestras de tejido de pacientes ↓ proteína Papp et al., 2011 

Pulmón Diferenciación de línea celular ↓ proteína Arbabian et al., 2013 

Colon 
Diferenciación de línea celular y 

muestras de tejido de pacientes 
↓ proteína Gélébart et al., 2002 

Colorrectal 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↓ mRNA y proteína Gou et al., 2014 

 

Tabla 2. Cambios de expresión de las distintas isoformas de SERCA en cáncer respecto a células o 

tejido normal. ↑, aumento y ↓, disminución de expresión. 

 

También, se ha observado un incremento de la expresión de la SERCA, por lo que en 

ese caso puede tener un papel importante en la tumorogénesis distinto al relacionado con la 

resistencia a la apoptosis. La expresión de la SERCA2 es superior en células de cáncer de colon 

HT29 desdiferenciadas que en las diferenciadas. Asimismo, la sobreexpresión de la SERCA2 en 

células SW480, otra línea celular tumoral de colon, aumenta la proliferación y migración de las 

mismas, sin embargo, su silenciamiento reduce ambos procesos (Fan et al., 2014a). Por tanto, 

el incremento de la SERCA en los tumores puede contribuir a su progresión aumentando la 

capacidad proliferativa y migratoria de sus células. Por otro lado, es importante tener en 

cuenta la variación de la expresión de unas isoformas de la SERCA con respecto a otras. La 

diferenciación de las células de adenocarcinoma de pulmón reduce el contenido de Ca2+ de los 

depósitos debido a un cambio en la expresión de la SERCA3. Esta alteración se explica debido a 

que la expresión de la SERCA3 en las células diferenciadas aumenta con respecto a las 

desdiferenciadas, teniendo en cuenta que la afinidad por el Ca2+ de esta isoforma es menor 

que la de la SERCA2, la cual no varía. Así, el aumento de la isoforma con una menor afinidad 

por el Ca2+, la SERCA3, con respecto a la isoforma con una afinidad mayor, la SERCA2, se 

traduce en una disminución del contenido de los depósitos en las células diferenciadas 

(Arbabian et al., 2013). En cambio, la transición epitelio-mesenquimal de las células de cáncer 

de mama, un proceso por el cual las células adquieren un fenotipo más invasivo, provoca un 

incremento de la expresión de la SERCA2 y un descenso de la SERCA3 (Davis et al., 2013). 
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Otra bomba de Ca2+ implicada en el remodelado del transporte de Ca2+ en el cáncer es 

la SPCA, presente en el aparato de Golgi. La SPCA1 tiene un papel importante en la 

proliferación de las células de cáncer de mama, puesto que su silenciamiento en las mismas 

disminuye su proliferación. La inhibición de la proliferación puede ser debida a una alteración 

en los niveles de Ca2+ del lumen del aparato de Golgi, donde el Ca2+ está implicado en la 

regulación de las enzimas que contiene y que pueden participar en el procesamiento de 

proteínas importantes en la progresión tumoral (Grice et al., 2010). También, se ha visto 

implicada en el remodelado del transporte de Ca2+ a la SPCA2, aunque parece participar en la 

tumorogénesis de manera diferente a la SPCA1. El silenciamiento de la SPCA2 en células MCF-7 

reduce su proliferación y el crecimiento in vitro e in vivo. En contraposición a su papel de 

introducir Ca2+ en el interior del aparato de Golgi, el incremento de la expresión de SPCA2 en 

este caso contribuye a la entrada de Ca2+ de manera independiente de depósitos a través de su 

interacción con ORAI1 (Feng et al., 2010). Los estudios que tratan el remodelado de la 

expresión de las isoformas de la SPCA aparecen reflejados en la tabla 3. 

 

Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

SPCA1 Mama 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA Grice et al., 2010 

SPCA2 Mama 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA y proteína Feng et al., 2010 

 

Tabla 3. Cambios de expresión de las distintas isoformas de SPCA en cáncer respecto a células o 

tejido normal. ↑, aumento y ↓, disminución de expresión. 

 

6.3. Liberación de Ca2+ desde los depósitos y cáncer 

La disminución de la liberación de Ca2+ mediante la reducción de la expresión o de la 

actividad del IP3R provoca un aumento de la resistencia a la apoptosis de las células tumorales. 

Así, el silenciamiento de IP3R1 en células de cáncer de vejiga aumenta la resistencia a la 

apoptosis de estas células (Tsunoda et al., 2005). En cáncer colorrectal puede darse un 

remodelado de las isoformas de los IP3R mediado por la proteína oncogénica KRAS. Así, la 

delección de esta proteína provoca un incremento de la liberación de Ca2+ como consecuencia 

de un aumento de la expresión de IP3R3 y una disminución de IP3R1. Por tanto, en las células 

tumorales, KRAS podría reducir la expresión de IP3R3 y aumentar la de IP3R1 dando lugar a una 

disminución de la liberación de Ca2+, lo que podría incrementar la resistencia a la apoptosis de 

las células de cáncer colorrectal (Pierro et al., 2014).  

Por otro lado, la proteína antiapoptótica Bcl-2, sobreexpresada en algunos cánceres y 

considerada oncogénica, ejerce su acción a través de la interacción con el IP3R inhibiendo su 

apertura, lo que reduce la liberación de Ca2+ desde el RE (Rong et al., 2009). Este proceso tiene 
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lugar, por ejemplo, en la leucemia linfocítica crónica (Zhong et al., 2011). Además, la 

sobreexpresión de Bcl-2 aumenta el leak de Ca2+ del RE, lo que disminuye su contenido en este 

ión incrementando, de esta forma, la resistencia a la apoptosis de las células tumorales (Pinton 

et al., 2000; Palmer et al., 2004).  

El supresor tumoral BRCA1, también, se une al IP3R aumentando la sensibilidad a su 

ligando y favoreciendo así la liberación de Ca2+ que puede dar lugar a la apoptosis. Esto sugiere 

que la disminución de BRCA1 en los tumores reduce la liberación de Ca2+, lo que aumenta la 

resistencia a la apoptosis (Hedgepeth et al., 2015). En cambio, IP3R3 parece expresarse solo en 

muestras de cáncer colorrectal al compararlas con muestras de mucosa normal y se ha 

observado una correlación entre su expresión y la agresividad del tumor. Asimismo, el 

silenciamiento de esta isoforma del IP3R en células de cáncer de colon caco-2 aumenta la 

apoptosis, sugiriendo que su expresión en los tumores confiere resistencia a la apoptosis 

(Shibao et al., 2010). De otra forma, el incremento de la expresión del IP3R en las células 

tumorales puede tener un efecto sobre el aumento de su proliferación. De esta manera, el 

incremento de la expresión de IP3R3 de las células MCF-7 tratadas con estradiol podría explicar 

el aumento de la proliferación de las mismas (Szatkowski et al., 2010). El incremento de la 

expresión de IP3R3 puede estar implicado, también, en el aumento de la invasión de las células 

tumorales como se ha demostrado en glioblastoma, ya que ésta disminuye al inhibir este 

receptor con cafeína (Kang et al., 2010). También, la expresión de IP3R3 conjuntamente con la 

de IP3R1 aumenta durante la transición epitelio-mesenquimal de las células de cáncer de 

mama,  por la cual las células adquieren un fenotipo más invasivo (Davis et al., 2013). Además, 

los IP3Rs pueden estar implicados en la angiogénesis, puesto que la expresión de todas sus 

isoformas disminuye en las células progenitoras endoteliales procedentes de pacientes con 

carcinoma renal con respecto a las procedentes de pacientes control (Lodola et al., 2012; 

Moccia y Poletto, 2014).  

La tabla 4 muestra el remodelado de las distintas isoformas del IP3R encontrado en el 

cáncer.  

 

Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

IP3R1 Glioblastoma Muestras de tejido de pacientes ↓ mRNA Kang et al., 2010 

IP3R3 

Glioblastoma Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA Kang et al., 2010 

Colorrectal 

Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA y proteína Sakakura et al., 2003 

Muestras de tejido de pacientes ↑ proteína Shibao et al., 2010 
 

Tabla 4. Cambios de expresión de las distintas isoformas del IP3R en cáncer respecto a células o 

tejido normal. ↑, aumento y ↓, disminución de expresión. 
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La implicación de los RyRs en el cáncer ha sido menos estudiada que los IP3Rs, ya que 

se expresan principalmente en células excitables, sin embargo, hay algunos trabajos que los 

relacionan con la progresión tumoral. Así, se ha observado que las células de cáncer de 

próstata LNCaP expresan dos isoformas de RyRs, RyR1 y RyR2, capaces de movilizar Ca2+ desde 

los depósitos y de controlar la apoptosis sugiriendo un posible papel en estas células tumorales 

(Mariot et al., 2000). Además, en cáncer de mama la expresión de los RyRs se ha 

correlacionado con la agresividad del tumor (Abdul et al., 2008). Asímismo, la isoforma RyR2 

aumenta su expresión de manera considerable mediante la transición epitelio-mesenquimal de 

las células de cáncer de mama (Davis et al., 2013). 

 

6.4. Transporte de Ca2+ en la mitocondria y cáncer 

Aunque la identificación del MCU es bastante reciente, ya se ha reportado que este 

canal de Ca2+ situado en la mitocondria puede participar en la carcinogénesis. En el cáncer de 

colon parece sobreexpresarse un microRNA que se dirige específicamente al MCU, el miR-25. 

Este hecho provoca una reducción de la expresión del MCU disminuyendo la entrada de Ca2+ 

en la mitocondria y, como consecuencia, se incrementa la resistencia a la apoptosis (Marchi et 

al., 2013). Por el contrario, el silenciamiento del MCU potencia la muerte independiente de 

caspasas en células de cáncer de mama. De manera consistente, el MCU se encuentra 

sobreexpresado en los cánceres de mama con peor pronóstico, lo que ofrece un incremento 

de la supervivencia de sus células, puesto que les confiere cierta resistencia a la muerte (Curry 

et al., 2013). Además, a consecuencia del papel de la regulación de la ECC por parte de la 

mitocondria se ha descrito que el MCU contribuye a la migración dependiente de esta entrada 

de Ca2+ en células de cáncer de mama. Así, la expresión de MCU se correlaciona con el grado 

de invasión y de metástasis del cáncer de mama (Tang et al., 2015). También, la proteína 

reguladora del uniportador MICU1 puede tener un papel importante previniendo la apoptosis 

en las células tumorales de ovario (Arvizo et al., 2013). 

En cuanto el transporte de Ca2+ hacia el exterior de la matriz mitocondrial, la proteína 

intercambiadora LETM1 se encuentra sobreexpresada en cáncer de mama, esófago, estómago, 

colon, recto, ovario, útero, hígado y pulmón con respecto al tejido normal según un estudio 

realizado mediante inmunohistoquímica (Piao et al., 2009). Además, parece ser importante en 

la progresión del cáncer de escamoso de cara y cuello, ya que el incremento de su expresión 

está relacionada con un peor pronóstico del mismo (Chen et al., 2014b). También, la 

sobreexpresión de LETM1 ha sido asociada con la progresión del cáncer de mama triple 

negativo, así como con un peor pronóstico de la enfermedad (Wang et al., 2015a). 
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6.5. Entrada de Ca2+ en la célula y cáncer 

6.5.1. Canales de Ca2+ operados por voltaje 

La expresión de algunos de los canales operados por voltaje se ha visto alterada en 

diferentes cánceres (tabla 5). Por ejemplo, en cáncer de colon la expresión del canal tipo L 

Cav1.2 parece estar aumentada (Wang et al., 2000), mientras que en los cánceres gástrico y 

colorrectal disminuye la expresión del canal tipo T Cav3.1 (Toyota et al., 1999). Este último 

podría funcionar como un supresor tumoral en determinados cánceres. La sobreexpresión de 

Cav3.1 en células de cáncer de mama MCF-7 disminuye la proliferación de las mismas, mientras 

que su inhibición o silenciamiento la incrementa. Además, la sobreexpresión de este canal 

provoca un aumento de la apoptosis. Estos resultados sugieren que su expresión reduce la 

proliferación y promueve la apoptosis de las células tumorales de mama. (Ohkubo y Yamakazi, 

2012). Otro canal tipo T que puede ser importante en la progresión del cáncer es el Cav3.2, ya 

que está implicado en la proliferación de células de cáncer próstata formando un 

acoplamiento funcional con canales de K+ de larga conductancia (Gackière et al., 2013). Este 

resultado es consistente con el aumento de expresión del Cav3.2 reportado, precisamente, en 

cáncer de próstata (Gackière et al., 2008). Sin embargo, este canal parece no participar en la 

proliferación de las células de cáncer de mama (Ohkubo y Yamakazi, 2012). 

 

Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

Cav1.1 Colorrectal 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA Zhang et al., 1997 

Cav1.2 Colon 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA Wang et al.., 2000 

Cav3.1 

Colorrectal 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↓ mRNA Toyota et al.,1999 

Gástrico 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↓ mRNA Toyota et al.,1999 

Cav3.2 Próstata Muestras de tejido de pacientes ↑ proteína Gackière et al., 2008 

 

Tabla 5. Cambios de expresión de los VOCs en cáncer respecto a células o tejido normal. ↑, 

aumento y ↓, disminución de expresión. 

 

6.5.2. Canales TRPs 

Los canales iónicos de la superfamilia TRP han sido ampliamente relacionados con 

procesos clave en las células tumorales como son la proliferación, la resistencia a la apoptosis, 

la migración e invasión y la angiogénesis (Chen et al., 2014a). Además, se ha reportado la 

existencia de un remodelado de los TRPs en diversos tipos de cáncer (tablas 6 y 7). 
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Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

TRPC1 Mama Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA y proteína 
Dhennin-Duthille et al., 

2011 

TRPC3 
Ovario Muestras de tejido de pacientes ↑ proteína Yang et al., 2009b 

Mama Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA Aydar et al., 2009 

TRPC4 Renal Líneas celulares ↓ mRNA Veliceasa et al., 2007 

TRPC6 

Esófago Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA y proteína 
Shi et al., 2009 

Zhang et al., 2013 

Gástrico Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA y proteína Cai et al, 2009 

Glioma Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA y proteína Ding et al., 2010 

Hígado Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA y proteína El Boustany et al., 2008 

Mama 

Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA y proteína 

Aydar et al., 2009 

Dhennin-Duthille et al., 

2011 

Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA y proteína Guilbert et al., 2008 

Próstata Líneas celulares ↑ mRNA Wang et al., 2014a 

 

Tabla 6. Cambios de expresión de las distintas isoformas de TRPC en cáncer respecto a células o 

tejido normal. ↑, aumento y ↓, disminución de expresión. 

 

TRPC1 está implicado en la proliferación de algunos tipos de cáncer. Así, el 

silenciamiento de TRPC1 reduce la ECC y la proliferación en células de glioma dando lugar a 

una división celular incompleta, así como disminuye el tamaño de los gliomas (Bomben y 

Shontheimer, 2010). En células de carcinoma pulmonar microcítico la reducción de la 

expresión de TRPC1 provoca un arresto del ciclo celular en la fase G0/G1, lo que se traduce en 

una disminución de la proliferación dependiente del factor de crecimiento epitelial (EGF; del 

inglés, epithelial growth factor) (Tajeddine y Gailly, 2012). Su silenciamiento en células de 

cáncer de ovario, también, reduce su proliferación (Zeng et al., 2013). Además, TRPC1 parece 

estar implicado en la migración e invasión de las células tumorales. La entrada de Ca2+ mediada 

por este TRPC e inducida por TGFβ (del inglés, transforming growth factor β) es importante en 

la invasión de células de cáncer de páncreas (Dong et al., 2010). TRPC1 en asociación con 

balsas lipídicas en la membrana plasmática es esencial para la migración quimiotáctica de los 

gliomas tras la estimulación con EGF (Bomben et al., 2011). También, en células de glioma, 

está implicado en la migración celular a través de la activación de corrientes de Cl- (Cuddapah 

et al., 2013). Por otra parte, el silenciamiento de TRPC1 disminuye la invasión de células 

tumorales de nasofaringe posiblemente a través de la reducción de la ECC (He et al., 2012). 

Asimismo, TRPC1 está implicado en angiogénesis, puesto que parece sufrir un remodelado en 

células progenitoras endoteliales derivadas de pacientes con carcinoma renal, ya que su 

expresión está aumentada en éstas. Se ha observado que lleva a cabo su papel en la 

angiogénesis a través de la ECC, puesto que su supresión bloquea esta entrada de Ca2+, la cual 
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participa en la proliferación de esas células progenitoras, así como en el proceso de 

tubulogénesis (Lodola et al., 2012; Moccia y Poletto et al., 2014). 

TRPC3 se encuentra relacionado con la progresión del cáncer de pulmón, ya que su 

expresión puede ser un indicador de pronóstico favorable en pacientes con adenocarcinoma 

de pulmón (Saito et al., 2011). Sin embargo, su expresión se correlaciona con un peor 

pronóstico en cáncer de ovario (Tao et al., 2013). Además, contribuye a la progresión de este 

último, ya que la reducción de la expresión de TRPC3 en células de cáncer de ovario disminuye 

su proliferación, así como la formación de tumores tras su inyección en ratón (Yang et al., 

2009b; Zeng et al., 2013). 

TRPC4 está implicado en la proliferación de las células de cáncer de ovario, puesto que 

su silenciamiento o bloqueo reduce la proliferación, mientras que su sobreexpresión aumenta 

la formación de colonias (Zeng et al., 2013). Asimismo, la expresión de TRPC4 está disminuida 

en células de carcinoma renal pudiendo así aumentar la angiogénesis en el tumor al verse 

reducida la secreción de un inhibidor de este proceso (Veliceasa et al., 2007). 

TRPC5 participa en la resistencia a diferentes agentes quimioterapéuticos que 

presentan algunas células tumorales. Así, este canal parece sobreexpresarse en células de 

cáncer de mama resistentes a quimioterapia induciendo la producción de glicoproteína P, una 

bomba implicada en eliminar drogas citotóxicas en las células tumorales (Ma et al., 2012). 

También, aumenta su expresión en células de cáncer de colon resistentes en las que induce 

una mayor expresión de otra bomba que exporta sustancias tóxicas para la célula, la ABCB1 

(del inglés, ATP-binding cassette, subfamily B, member 1) (Wang et al., 2015b). 

TRPC6 tiene un papel importante en la proliferación celular de distintos tipos de 

cáncer. De esta forma, en células de cáncer de próstata se ha observado que promueve la 

proliferación a través de NFAT (Thebault et al., 2006). En células de cáncer hepático contribuye 

a la proliferación posiblemente controlando la ECC (El Boustany et al., 2008). Además, se 

encuentra sobreexpresado en cáncer de mama y su silenciamiento reduce la proliferación de 

las células de cáncer de mama MDA-MB-231 (Aydar et al., 2009). Su expresión, también, está 

aumentada en cáncer esofágico y glioma. Por otra parte, su silenciamiento en líneas celulares 

de estos cánceres provoca una disminución en su proliferación, a consecuencia, en este caso, 

del arresto del ciclo celular en la transición G2/M (Shi et al., 2009; Ding et al., 2010). La 

disminución de la proliferación a causa del arresto en G2/M tiene lugar, además, en células de 

cáncer de riñón (Song et al., 2013) y de cáncer gástrico (Cai et al., 2009). Por otro lado, TRPC6, 

también, participa en el proceso de invasión y angiogénesis del tumor. Así, el aumento de 

expresión de TRPC6 en células de cáncer de próstata está implicado en la invasión y metástasis 

de estas células (Wang et al., 2014a). Además, está implicado en la invasión de células de 

carcinoma escamoso de cabeza y cuello (Bernaldo de Quirós et al., 2013). Asimismo, TRPC6 es 

requerido para la progresión del glioblastoma, ya que su silenciamiento inhibe el crecimiento, 

la invasión, así como la angiogénesis del glioma (Chigurupati et al., 2010). Por último, es 
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importante en la angiogénesis mediada por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF; 

del inglés, vascular endothelial growth factor), ya que su inhibición reduce la proliferación de 

las células endoteliales arrestando el ciclo celular en G2/M (Ge et al., 2009). 

TRPV4 participa en la migración de células endoteliales derivadas de cáncer de mama. 

Estas células muestran mayor entrada de Ca2+ inducida por un forbol agonista de TRPV4, 

además de presentar una mayor expresión de este canal. Por tanto, parece tener un papel 

clave en la angiogénesis de tumores de mama (Fiorio Pla et al., 2012). En cambio podría 

funcionar como un supresor tumoral, ya que la disminución de su expresión puede ser 

importante en la progresión del cáncer de piel no melanoma (Fusi et al., 2014) y de vejiga 

(Mizuno et al., 2014). 

TRPV6 controla la proliferación en células de cáncer de próstata a través de la vía de 

NFAT y la entrada de Ca2+ a través del mismo está implicada en la resistencia a la apoptosis de 

esas células como muestra su silenciamiento (Lehen'kyi et al., 2007; Zhao et al., 2010). Este 

resultado es apoyado por un estudio en el que, expresando TRPV6 en otra línea celular de 

cáncer de próstata, se incrementa la proliferación y la resistencia a la apoptosis de la misma. 

En este caso, un mecanismo mediado por ORAI1 permite la translocación de TRPV6 a la 

membrana (Raphaël et al., 2014). En cáncer de mama el silenciamiento de TRPV6, también, 

provoca una disminución en la proliferación. La expresión de TRPV6 parece ser superior en 

líneas celulares de cáncer de mama malignas. Además, una mayor expresión del mismo está 

asociada con un peor pronóstico de supervivencia de los pacientes (Peters et al., 2012). En 

relación con la resistencia a la muerte, la expresión de TRPV6 en células de cáncer de mama 

podría aumentar su viabilidad celular, ya que ésta se ve reducida por el silenciamiento del 

canal (Bolanz et al., 2008). Además, TRPV6 contribuye a la invasión en cáncer de mama como 

muestra su sobreexpresión en tejido invasivo y la reducción de este proceso como 

consecuencia de su silenciamiento (Dhennin-Duthille et al., 2011). 

TRPM8 fue de los primeros TRPs en relacionarse con el remodelado de los canales que 

tiene lugar en el cáncer, de hecho, fue identificado al verse sobreexpresado en cáncer de 

próstata, así como en cáncer de mama, colon, pulmón y piel (Tsavaler et al., 2001). 

Recientemente, se ha observado que ese incremento de la expresión de TRPM8 en cáncer de 

próstata podría explicarse por una reducción de la presencia de ciertos microRNAs (Erdmann 

et al., 2014). Además, la expresión de este canal parece estar regulada por hormonas tanto en 

cáncer de próstata como en cáncer de mama dependientes de éstas. Así, en el cáncer de 

próstata su expresión se incrementa con andrógenos (Bidaux et al., 2005), mientras que en el 

cáncer de mama, aumenta por la presencia de estrógenos (Chodon et al., 2010). Por otro lado, 

los niveles de expresión de TRPM8 en el cáncer de próstata disminuyen cuando el tumor pasa 

a ser independiente de andrógenos y se incrementa su agresividad (Henshall et al., 2003; 

Prevarskaya et al., 2007). Primero, se reportó que TRPM8 era requerido para la supervivencia 

de las células de cáncer de próstata (Zhang y Barritt, 2004). Asimismo, la presencia de TRPM8 
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en el RE de las células de cáncer de próstata podría incrementar la resistencia a la apoptosis 

reduciendo el contenido en Ca2+ (Bidaux et al., 2007; Monteith et al., 2012). Otra evidencia de 

la implicación de TRPM8 en procesos de muerte celular en el cáncer es la inducción de muerte 

en células de cáncer de vejiga mediada por el tratamiento con mentol, el agonista más clásico 

de este canal, a través de la despolarización de la membrana plasmática (Li et al., 2009). El 

bloqueo o silenciamiento de TRPM8 en cualquier tipo de células de cáncer de próstata 

disminuye su proliferación, lo que sugiere que este canal es necesario para la misma (Valero et 

al., 2012). Por el contrario, otro grupo observó que la sobreexpresión de TRPM8 en células de 

cáncer de próstata independiente de andrógenos parece reducir la proliferación mediante el 

arresto del ciclo celular en fase G0/G1, lo que indica que en este tipo de cáncer la disminución 

de su expresión favorece la proliferación celular (Yang et al., 2009c; Zhu et al., 2011). También, 

la activación con mentol de TRPM8 en células de ese tipo de cáncer independiente de 

andrógenos reduce la proliferación de las mismas (Wang et al., 2012b). La expresión de TRPM8 

es requerida para la proliferación en células de cáncer de páncreas como muestra su 

silenciamiento en las mismas (Yee et al., 2010). Por otra parte, TRPM8 parece reducir la 

progresión del cáncer a través de su papel en la migración de algunos cánceres. La activación 

de TRPM8 disminuye la motilidad de las células de cáncer de próstata como consecuencia de 

su estimulación por el antígeno específico de próstata (PSA; del inglés, prostate specific 

antigen) (Gkika et al., 2010). La sobreexpresión de TRPM8 reduce la migración en células de 

cáncer de próstata independiente de andrógenos (Yang et al., 2009c). Este resultado es 

consistente con el encontrado en células de adenocarcinoma pancreático ductal donde TRPM8 

parece inhibir la migración, puesto que su silenciamiento aumenta la misma, mientras que su 

activación la reduce (Cucu et al., 2014). En contraposición, otro laboratorio muestra que 

TRPM8 contribuye a la invasión del cáncer de páncreas (Yee et al., 2014). También, TRPM8 

contribuye a la migración e invasión de las células de cáncer escamoso oral, ya que ambas se 

inducen mediante su activación, mientras que disminuyen tras el bloqueo de este canal 

(Okamoto et al., 2012). TRPM8 puede promover la metástasis en el cáncer de mama regulando 

la transición endotelial-mesenquimal (Liu et al., 2014). TRPM8 participa, también, en la 

angiogénesis del tumor, puesto que su sobreexpresión causa la reducción de este proceso en 

cáncer de próstata independiente de andrógenos. Este resultado sugiere que la reducción de la 

expresión que tiene lugar en el mismo favorece la angiogénesis clave en la progresión del 

cáncer (Zhu et al., 2011). 

 

Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

TRPV4 

Piel 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↓ mRNA y proteína Fusi et al., 2014 

Vejiga 
Muestras de tejido y 

línea celular de ratón 
↓ mRNA y proteína Mizuno et al., 2014 

 

La tabla continúa en la página siguiente. 
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Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

TRPV6 

Mama 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ mRNA y proteína 

Zhuang et al., 2002 

Bolanz et al., 2008 

Dhennin-Duthille et al., 2011 

Próstata 

Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ mRNA 

Peng et al., 2001 

Wissembach et al., 2001 

Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ proteína Zhuang et al., 2002 

Tiroides 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ proteína Zhuang et al., 2002 

Colon 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ proteína Zhuang et al., 2002 

Ovario 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ proteína Zhuang et al., 2002 

Pulmón 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↓ mRNA y proteína Fan et al., 2014b 

TRPM8 

Páncreas 

Líneas celulares y 

muestras de tejido de 

pacientes 

↑ mRNA y proteína Yee et al., 2010 

Próstata 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ mRNA y proteína 

Tsavaler et al., 2001 

Fuessel et al., 2003 

Smhmidt et al., 2006 

Prevarskaya et al., 2007 

Próstata 

independiente 

de andrógenos 

Muestras de tejido de 

pacientes 
↓ mRNA Prevarskaya et al., 2007 

Mama 

Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ mRNA y proteína 

Tsavaler et al., 2001 

Dhennin-Duthille et al., 2011 

Líneas celulares y 

muestras de tejido de 

pacientes 

↑ mRNA y proteína Chodon et al., 2010 

Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ mRNA y proteína Tsavaler et al., 2001 

Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ mRNA Tsavaler et al., 2001 

Líneas celulares y 

muestras de tejido de 

pacientes 

↑ proteína Liu et al., 2014 

Colorrectal 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ mRNA Tsavaler et al., 2001 

Pulmón 
Muestras de tejido de 

pacientes 
↑ mRNA Tsavaler et al., 2001 

 

Tabla 7. Cambios de expresión de TRPV4, TRPV6 y TRPM8 en cáncer respecto a células o tejido 

normal. ↑, aumento y ↓, disminución de expresión. 
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6.5.3. Entrada capacitativa de Ca2+ mediada por STIM/ORAI 

 

El primer estudio en el que se mostró un remodelado de la ECC en el cáncer data del 

2003, antes de la identificación de ORAI y STIM como sus principales participantes 

moleculares. En el mismo, se observan diferencias en la ECC entre una línea celular tumoral y 

otra no tumoral de células de mama. Así, las células tumorales de mama presentaban una 

cinética de decaimiento de la ECC más retardada que las células normales (Baldi et al., 2003). 

Más tarde, se mostraron otros casos en los que se produce un remodelado de la ECC asociado 

a un cambio en la expresión de sus componentes moleculares y que tiene como consecuencia 

una alteración en los procesos implicados en la carcinogénesis. El remodelado de las distintas 

isoformas de ORAI y de STIM en diferentes tipos de cáncer se recoge en la tabla 8. 

 

Isoforma 
Tipo de 

cáncer 
Modelo de estudio Cambio Referencia 

ORAI1 

Mama Líneas celulares ↑ mRNA 
McAndrew et al., 

2011 

Glioblastoma 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA Motiani et al., 2013a 

Glioma Muestras de tejido de pacientes ↑ proteína Zhu et al., 2014b 

Melanoma Líneas celulares ↑ proteína Umemura et al., 2014 

Renal Muestras de tejido de pacientes ↑ proteína Kim et al., 2014 

ORAI3 

Mama 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA Faouzi et al., 2011 

Próstata 
Muestras de tejido de pacientes ↓ mRNA Holzmann et al., 2013 

Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA Dubois et al., 2014 

STIM1 

Glioblastoma Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA Scrideli et al., 2008 

Cervix Muestras de tejido de pacientes ↑ proteína Chen et al., 2011 

Mama Líneas celulares ↑ mRNA 
McAndrew et al., 

2011 

Pulmón Muestras de tejido de pacientes ↑ proteína Li et al., 2013b 

Hepático 
Líneas celulares y muestras de 

tejido de pacientes 
↑ mRNA Yang et al., 2013 

Melanoma Líneas celulares ↑ proteína Umemura et al., 2014 

Colon Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA y proteína Wang et al., 2014b 

STIM2 
Glioblastoma Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA Ruano et al., 2006 

Colon Muestras de tejido de pacientes ↑ mRNA Aytes et al., 2012 
 

Tabla 8. Cambios de expresión de las isoformas de ORAI y STIM en cáncer respecto a células o 

tejido normal. ↑, aumento y ↓, disminución de expresión. 

 

ORAI1 está implicado en la proliferación de las células procedentes de distintos tipos 

de cáncer. Por ejemplo, muy recientemente se ha observado que ORAI1 se sobreexpresa en 

células de cáncer de pulmón y su inhibición disminuye ECC y la proliferación celular (Hou et al., 
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2011). Por otro lado, el silenciamiento de ORAI1 reduce esta entrada de Ca2+ y, como 

consecuencia, la proliferación en células de glioblastoma (Liu et al., 2011), de carcinoma renal 

(Kim et al., 2014), de carcinoma escamoso esofágico (Zhu et al., 2014a) y de melanoma 

(Umemura et al., 2014). Por tanto, ORAI1 contribuye a la proliferación celular en todas estas 

células tumorales a través de su papel en la ECC.  

ORAI1, también, parece regular la apoptosis de las células tumorales. Así, la 

disminución de su expresión en células de cáncer de próstata independiente de andrógenos 

reduce la ECC e incrementa la resistencia a la apoptosis de las mismas (Flourakis et al., 2010). 

En contraposición, el silenciamiento de ORAI1 disminuye la ECC y aumenta la sensibilidad a 

apoptosis de las células de glioblastoma, lo que sugiere que su expresión y, por tanto, la ECC 

contribuyen a la resistencia a la apoptosis. (Liu et al., 2011). También, ORAI1, por medio de la 

ECC, favorece la resistencia a la apoptosis en células de adenocarcinoma pancreático 

(Kondratska et al., 2014). Este hecho podría ser debido a que la entrada de Ca2+ mediada por 

ORAI1 permite el rellenado de los depósitos y evita el estrés de retículo que conduce a la 

apoptosis (Prevarskaya et al., 2014).  

Por otra parte, ORAI1, a través de la ECC, favorece la migración, invasión y la 

metástasis en cáncer de mama como muestra su silenciamiento (Yang et al., 2009a). Otro 

estudio, también, en cáncer mama, propone que ORAI1 regula la migración celular a través del 

canal de K+ ether à gogo 1 (Hammadi et al., 2012). Igualmente, el silenciamiento de Oct-4, un 

factor de transcripción relacionado con las células madre, aumenta la migración e invasión de 

las células de cáncer de mama al inducir la transición epitelio-mesenquimal aumentando la 

expresión de ORAI1 (Hu et al., 2011). Además, el silenciamiento de ORAI1 provoca una notable 

reducción de la ECC e ICRAC, así como de la invasión en células de glioblastoma indicando que la 

expresión de este canal es esencial en la invasión de estas células (Motiani et al., 2013a). La 

participación de ORAI1 en la migración e invasión en células de glioma fue confirmada en otro 

trabajo en el que observaron que la ECC regula la renovación de las adhesiones focales y la 

transición epitelio-mesenquimal, procesos clave en la invasión, a través de la fosforilación de 

tirosina quinasa rica en prolina 2 (Pyk2) (Zhu et al., 2014b). La expresión de ORAI1, también, es 

importante en la migración de células de melanoma (Stanisz et al., 2014; Umemura et al., 

2014) y de carcinoma renal (Kim et al., 2014). Asimismo, este canal media la oscilación de Ca2+ 

que permite la formación del invadopodio y la invasión en células de melanoma (Sun et al., 

2014). Como consecuencia, el incremento de la expresión de ORAI1 en las células con un 

fenotipo invasivo con respecto a las que presentan un fenotipo proliferativo parece ser clave 

en el desarrollo de metástasis en melanoma (Stanisz et al., 2014). Por otra parte, el bisfenol A, 

un disruptor endocrino presente en algunos recipientes, incrementa la ECC y la migración 

mediante el aumento de la expresión de ORAI1 en células de cáncer de próstata (Derouiche et 

al., 2013). Por último, ORAI1 ha sido implicado en la angiogénesis asociada a carcinoma renal, 

ya que media la ECC que está incrementada en las células endoteliales progenitoras 
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procedentes de pacientes con ese carcinoma (Lodola et al., 2012; Moccia y Poletto et al., 

2014). 

Al contrario que las demás isoformas de ORAI, ORAI2 apenas ha sido relacionado con 

el desarrollo del cáncer. De hecho, solo hay un estudio en el que muestra que la expresión de 

ORAI2 está modificada en tumores paratiroides tras la activación del receptor de estrógenos 

ERβ1 (Haglund et al., 2012). 

ORAI3, de manera similar a ORAI1, está implicado en la ECC de las células de 

determinados tumores, principalmente de mama, siendo importante en su progresión. La 

primera vez que se tuvo constancia de ello, fue en las células de cáncer de mama positivas 

para el receptor de estrógenos donde ORAI3 participa en la ECC y en la ICRAC, y su expresión 

está incrementada. En cambio, ORAI1 parece mediar la ECC en células de cáncer mama 

receptor de estrógenos negativo (Motiani et al., 2010). Más tarde, se observó que la expresión 

de ORAI3 se incrementa con la estimulación del receptor de estrógenos α, lo que además, 

aumenta la ECC. Igualmente, el silenciamiento de ORAI3 inhibe la fosforilación de ERK, la 

quinasa de adhesión focal y la actividad de NFAT solo en las células receptor de estrógenos 

positivo. (Motiani et al., 2013b). 

Asimismo, la expresión de ORAI3 contribuye a la proliferación de las células MCF-7, 

una línea de cáncer de mama positiva para el receptor de estrógenos, puesto que su 

silenciamiento provoca el arresto del ciclo celular en fase G0/G1 (Fauzi et al., 2011). ORAI3 

parece regular la proliferación de estas células a través de la vía del oncogen MYC (Faouzi et 

al., 2013). También, está implicado en la proliferación de las células de cáncer de pulmón no 

microcítico a través de la ECC. La reducción de su expresión produce, de nuevo, un arresto en 

fase G0/G1 (Ay et al., 2013).  

Por otra parte, ORAI3 confiere resistencia a la apoptosis en células de cáncer de mama 

MCF-7, ya que la reducción de su expresión induce este proceso de muerte (Faouzi et al., 

2011). En contraposición, tipifarnib, un fármaco utilizado en quimioterapia, puede inducir 

apoptosis por medio de la entrada de Ca2+ a través de ORAI3 en células de leucemia mieloide y 

de mieloma múltiple. De esta forma, la expresión de ORAI3 está disminuida en las células 

resistentes a tipifarnib (Yanamandra et al., 2011). El aumento de expresión de ORAI3 en 

células de cáncer de próstata puede reducir la ECC por el incremento de la formación de 

heterómeros ORAI1/ORAI3 y, como consecuencia, aumentar la resistencia a la apoptosis. 

Además, la sobreexpresión de ORAI3 provoca un aumento de la proliferación celular, pero 

debido a un incremento de la entrada de Ca2+ independiente de depósitos a consecuencia 

precisamente del aumento de la formación de heterómeros ORAI1/ORAI3 (Dubois et al., 2014). 

STIM1 fue identificado en un principio como un supresor tumoral, ya que su 

sobreexpresión causa una disminución del crecimiento en algunas células tumorales (Sabbioni 

et al., 1997; Manji et al., 2000). Más tarde, en cambio, se ha observado que STIM1 contribuye 
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a la proliferación de determinados tumores a través de su implicación en la ECC. Así, STIM1 

participa en la proliferación de células de cáncer cervical, ya que la reducción de su expresión 

da lugar a un arresto del ciclo celular en las fases S y G2/M (Chen et al., 2011). El silenciamiento 

de STIM1 reduce la proliferación de las células de glioblastoma y hepatocarcinoma provocando 

un arresto del ciclo celular en fase G1/G0 indicando que su expresión contribuye a la 

proliferación (Liu et al., 2011; Li et al., 2013a; Wu et al., 2015). A través de la ECC, también, 

está implicado en la proliferación de las células de cáncer epidermoide (Yoshida et al., 2012), 

renal (Kim et al., 2014) y de melanoma (Umemura et al., 2014) como indica su silenciamiento 

en todas estas células. 

Además, STIM1 participa en la apoptosis de las células tumorales. De esta forma, 

STIM1 contribuye a la resistencia a la apoptosis en células de glioblastoma, puesto que la 

reducción de su expresión aumenta este proceso de muerte celular inhibiendo la ECC (Liu et 

al., 2011). De manera similar, la expresión de STIM1 favorece la resistencia a la apoptosis 

inducida por dos agentes antitumorales, la cisplatina en células de cáncer de pulmón no 

microcítico (Li et al., 2013b) y el 5-fluoracilo en células de cáncer pancreático (Kondratska et 

al., 2014). También, contribuye a la resistencia a la apoptosis en células de cáncer de próstata, 

ya que su silenciamiento reduce la apoptosis disminuyendo el ratio Bcl-2/BAX, la expresión de 

la proteína survivina y activando la vía de la caspasa-3 (Gu et al., 2014). Sin embargo, el 

silenciamiento de STIM1 reduce la ECC y la apoptosis inducida por butirato de sodio en células 

de cáncer de colon, lo que sugiere que la reducción de su expresión aumenta la resistencia a la 

apoptosis de estas células (Sun et al., 2012).  

Por otro lado, STIM1 promueve la migración y la invasión que dan lugar a la metástasis 

de distintos tumores. En cáncer de mama, el silenciamiento de Oct-4 provoca un incremento 

de la capacidad de migración e invasión por medio del aumento de expresión de STIM1 (Hu et 

al., 2011). En cáncer cervical, STIM1 está implicado en la activación de la calpaina, una 

proteasa regulada por Ca2+ clave en procesos de invasión, así como de la quinasa Pyk2 que 

regula las adhesiones focales que tienen lugar en la migración (Chen et al., 2011). En el mismo 

tipo de cáncer, STIM1 media la ECC que controla la fuerza contráctil en la migración celular 

promoviendo la fosforilación de la cadena ligera de miosina y la reorganización de la 

actimiosina (Chen et al., 2013). En cáncer hepático, participa en la migración e invasión de las 

células favoreciendo la renovación de las adhesiones focales, puesto que la reducción de su 

expresión aumenta estas adhesiones inhibiendo la defosforilación de la quinasa FAK (del 

inglés, focal adhesion kinase) (Yang et al., 2013). Igualmente, STIM1 media la ECC en células de 

glioblastoma y favorece su invasión (Motiani et al., 2013a; Shi et al., 2015). También, participa 

en la migración celular en cáncer epidermoide (Yoshida et al., 2012) y renal (Kim et al., 2014), 

así como en la migración y metástasis en melanoma (Umemura et al., 2014) como muestra su 

silenciamiento. La reducción de la expresión de STIM1 inhibe la metástasis de melanoma en 

pulmón. Está implicado en la invasión de las células de melanoma regulando la actividad 

proteolítica del invadopodio (Sun et al., 2014). Asimismo, STIM1 contribuye a la diseminación 



I. INTRODUCCIÓN 

76 
 

del tumor a través de su implicación en la angiogénesis. De esta manera, tiene un papel 

importante en la angiogénesis en cáncer cervical (Chen et al., 2011) y en cáncer renal (Lodola 

et al., 2012; Moccia y Poletto et al., 2014). 

STIM2 parece ser importante en la tumorogénesis del glioblastoma multiforme, ya que 

muestra una dosis génica cinco veces mayor, lo que se traduce en una expresión más alta que 

en el tejido normal (Ruano et al., 2006; Hoth y Niemeyer, 2013). En cáncer de mama, STIM2 

está implicado solo en la ECC de las células receptor de estrógenos positivo, lo que implica que 

puede tener un papel clave en la progresión de este tipo de cáncer (Motiani et al., 2010). Es 

importante tener en cuenta su expresión con respecto a la expresión de STIM1, puesto que el 

ratio STIM1/STIM2 se correlaciona con un peor pronóstico en el cáncer mama. (McAndrew et 

al., 2011). Un estudio del estroma del cáncer de próstata muestra que STIM2 está situado en 

una zona que presenta pérdida de heterozigosidad y desequilibrio alélico, lo que indica que 

puede ser clave para la progresión de ese cáncer. Además, los autores apuntan que su 

expresión disminuye en la transición de grado de Gleason de moderado a alto (más agresivo, 

su apariencia difiere totalmente de la del tejido normal) sugiriendo que podría actuar como un 

supresor tumoral (Ashida et al., 2012). Por otro lado, STIM2 regula de forma inversa el 

crecimiento y la migración de las células de melanoma por medio del control de la [Ca2+]C 

basal. Su silenciamiento reduce la [Ca2+]C basal provocando un aumento de la proliferación 

celular y una reducción de su potencial migratorio e invasivo. Además, STIM2 parece 

sobreexpresarse en la zona más invasiva del melanoma, por lo que puede ser asociado con un 

fenotipo invasivo del tumor (Stanisz et al., 2014). 

 

6.6. Remodelado de la entrada capacitativa de Ca2+ en el cáncer colorrectal 

 

Se han publicado tan solo dos trabajos acerca del remodelado de algunos de los 

componentes moleculares de la ECC en el desarrollo del cáncer colorrectal y ambos durante el 

desarrollo de esta Tesis Doctoral.  

En 2012, Aytes y colaboradores estudiaron el papel de STIM2 en este tipo de cáncer. 

Observaron que STIM2 se sobreexpresaba a nivel de mRNA de manera significativa en los 

tumores primarios colorrectales con respecto a la mucosa normal de colon del mismo 

paciente. Este cambio de expresión no fue debido a la presencia de mutaciones somáticas en 

el gen ni a un patrón anormal en la metilación del mismo. Sin embargo, STIM2 presentaba una 

alta expresión en más de la mitad de los tumores analizados, los cuales estaban asociados con 

un fenotipo menos invasivo. Además, el silenciamiento de STIM2 en células de cáncer de colon 

DLD-1 aumentó su proliferación. Por otro lado, la sobreexpresión de STIM2 en células SW480 

disminuyó el crecimiento celular tanto in vitro como in vivo. Por tanto, a pesar de que STIM2 se 

encuentre sobreexpresado en los tumores colorrectales parece funcionar como un supresor 
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tumoral. Este aumento de la expresión de STIM2 puede tratarse de una característica que 

resulta en la supresión del crecimiento celular (Aytes et al., 2012). 

Recientemente, Wang y colaboradores investigaron la implicación de STIM1 en la 

progresión del cáncer colorrectal. Mostraron que STIM1 se sobreexpresaba en tejido con 

cáncer colorrectal respecto al tejido normal. Asimismo, el aumento de expresión de STIM1 se 

correlacionaba con la invasión del tumor, el tamaño del mismo y la metástasis de los gánglios 

linfáticos. Además, el silenciamiento de STIM1 en distintas líneas celulares de cáncer 

colorrectal disminuyó tanto la ECC como su migración. Por otra parte, la expresión exógena de 

STIM1 incrementaba los niveles de COX2 y la producción de prostaglandina E2 sugiriendo que 

este sensor de Ca2+ contribuye a la migración celular controlando la expresión de COX2. Este 

hecho fue confirmado por el rescate del efecto del silenciamiento de STIM1 sobre la migración 

con la expresión de la COX-2 o el tratamiento con prostaglandina E2. Como consecuencia, 

estos resultados sugieren que STIM1 es importante en la progresión del cáncer colorrectal a 

través de la ECC (Wang et al., 2014b). 
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El Ca2+ participa en numerosos procesos fisiológicos de la célula por lo que la alteración 

de su homeostasis se encuentra relacionada con numerosas patologías entre las que destaca el 

cáncer. De esta forma, determinados procesos importantes en el desarrollo y la progresión del 

cáncer como son la proliferación celular, la resistencia a la apoptosis, la migración e invasión 

celulares a otros tejidos están regulados, al menos en parte, por el Ca2+ intracelular (Monteith 

et al., 2012). Sin embargo, no están del todo claras cuáles son las bases moleculares y 

funcionales de la participación del Ca2+ intracelular en el desarrollo del cáncer. En los últimos 

años, se han publicado varios trabajos acerca del remodelado de la señal de Ca2+ en diferentes 

tumores. No obstante, apenas hay estudios sobre la alteración del transporte de Ca2+ en el 

cáncer de colon que en España se trata del cáncer más frecuente y la segunda causa de muerte 

por esta enfermedad. Como consecuencia, nuestra hipótesis de trabajo es que en el cáncer de 

colon se produce un remodelado del transporte de Ca2+ clave para el desarrollo de esta 

patología y centrado en la alteración de la entrada capacitativa de Ca2+ (ECC). 

Para contrastar la hipótesis anterior nos planteamos como objetivo general 

caracterizar el remodelado del Ca2+ intracelular en el cáncer de colon y las bases celulares y 

moleculares del mismo. Como modelo experimental utilizaremos diversas líneas celulares 

humanas de epitelio normal de colon y líneas celulares de adenocarcinoma de colon humano 

bien caracterizadas con las que nos proponemos alcanzar los siguientes objetivos específicos: 

 

1. Comparar la ECC, la liberación y entrada de Ca2+ inducida por agonistas y el contenido de 

Ca2+ de los depósitos intracelulares de las células normales y tumorales de colon y 

determinar su posible contribución a las características de las células tumorales.  

2. Estudiar el posible remodelado de la captación mitocondrial de Ca2+ en las células 

tumorales con respecto a las normales y, si así fuera, estudiar sus causas. 

3. Caracterizar las corrientes iónicas operadas por depósitos presentes en las células 

normales y tumorales de colon y su contribución a la ECC y a las características de las 

células tumorales. 

4. Estudiar los cambios en la expresión de los posibles componentes moleculares de la ECC, 

así como su contribución al remodelado del Ca2+ intracelular y a la adquisición de 

características tumorales en el cáncer de colon. 

 



 

 
 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. MATERIAL  

Y MÉTODOS 
  



 

 
 

 



III. MATERIAL Y MÉTODOS 

85 
 

1. Métodos 

1.1. Cultivos celulares 

NCM460: Es una línea celular normal derivada de epitelio de mucosa de colon humano. 

Proceden de un varón hispano de 68 años y fue seleccionada para crecimiento in vitro sin ser 

infectada o transfectada con ningún ácido nucleico exógeno. Estas células expresan 

citoqueratinas y villina, así como otros antígenos de epitelio de colon y no crecen en agar lo 

que confirma su condición de célula normal o no tumorogénica (Moyer et al., 1996). La línea 

celular fue subcultivada tan solo aproximadamente 10 veces tras su descongelación, ya que su 

cultivo durante grandes periodos de tiempo puede dar lugar a una transformación de sus 

características. Por tanto, la proliferación celular fue controlada en cada subcultivo mediante 

conteo celular en una cámara de Neubauer. 

NCM356: Se trata de una línea celular normal derivada de epitelio de mucosa de un varón 

negro de 65 años con adenocarcinoma rectal. Estas células no fueron infectadas ni 

transfectadas con información genética exógena. Expresa ciertos antígenos de mucosa de 

colon como citoqueratinas y villina. Además, algunas de las células son positivas para algunos 

antígenos asociados a tumores como mutantp53 y TAG72, pero no crecen en agar por lo que 

se pueden considerar células no tumorales (Stauffer et al., 1995). Esta línea celular no fue 

subcultivada más de 10 veces para prevenir la adquisición de características de células no 

diferenciadas. 

HT29: Es una línea celular de adenocarcinoma colorrectal humano. Deriva de un tumor 

primario de colon en estadio C de Dukes y procedente de una mujer caucásica de 44 años 

(Fogh y Tempre, 1975). Presenta mutaciones en los genes relacionados con el cáncer BRAF, 

PIK3CA, TP53 (Ahmed et al., 2013) y APC (Brocardo et al., 2005). 

SW480-ADH: Es una línea celular de adenocarcinoma colorrectal humano. Procede de la línea 

celular SW480 que deriva de un tumor primario de colon en estadio B de Dukes de un varón 

caucásico de 50 años (Leibovitz et al., 1976) y con mutaciones en el oncogen KRAS y los  genes 

supresores tumorales TP53 (Ahmed et al., 2013) y APC (Nishisho et al., 1991). Estas células se 

caracterizan por expresar el receptor de la vitamina D (Pálmer et al., 2001). 

SW480-R: Se trata de una línea celular de adenocarcinoma colorrectal humano que procede de 

la línea celular SW480, la cual deriva de un tumor primario de colon en estadio B de Dukes de 

un varón caucásico de 50 años (Leibovitz et al., 1976). Se diferencian de las células SW480-ADH 

en la ausencia de expresión del receptor de la vitamina D y por presentar un aspecto más 

redondeado (Palmer et al., 2001). 

A549: Se trata de una línea celular de carcinoma de pulmón humano derivada de tejido 

carcinomatoso de pulmón procedente de un varón de 58 años (Giard et al., 1973). 
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hCASMC: Se trata de un cultivo primario de células de músculo liso de artera coronaria 

humana procedente de un varón caucásico de 21 años sin ninguna patología vascular 

conocida. 

Todas las células arriba referenciadas son adherentes y fueron cultivadas en frascos de 

25 cm2 a excepción de las hCASMCs que, también, se cultivaron en frascos de 75 cm2. 

Las células NCM460, NCM356, HT29, SW480-ADH y SW480-R fueron cultivadas en 

medio DMEM (del inglés, Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) con glucosa 1 g/l  

suplementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS; del inglés, fetal bovine serum), L-glutamina 

2 mM y una mezcla de penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 U/ml) y fueron incubadas a 

37 oC en una atmosfera con 90 % de aire y 10 % de CO2. Las células A549 fueron cultivadas en 

medio RPMI1640 con la misma suplementación utilizada en el caso del medio DMEM y 

mantenidas a 37 oC en una atmósfera con 95% de aire y 5 % de CO2. Además, las células 

NCM460 y NCM356, también se cultivaron para su mantenimiento y congelación en medio 

M3:10TM suplementado de igual forma e incubadas a 37 oC y atmósfera con 95 % aire y 5 % de 

CO2. Para su subcultivo, todas estas células fueron lavadas con PBS y levantadas tras una 

incubación con tripsina-EDTA a 37 oC durante 3 min. Finalmente las células fueron 

centrifugadas a 290 g durante 4 min y el sedimento celular se resuspendió en medio de cultivo. 

Por otro lado, las hCASMCs se cultivaron en medio SmBulletKit a 37 oC y atmósfera con 5 % de 

CO2. Para su subcultivo, las células se lavaron con tampón fosfato salino (PBS; del inglés 

phosphate buffered saline) e incubaron con tripsina-EDTA a 37 oC durante 30 s. Las células se 

sembraron tras ser centrifugadas a 200 g durante 4 min. 

 

1.2. Proliferación celular 

Las células NCM460, NCM356, HT29, SW480-ADH y SW480-R fueron sembradas por 

triplicado en placas de 6 pocillos en medio DMEM completo a una densidad aproximada de 105 

células/pocillo, siendo el volumen final del pocillo 3 ml. Al comienzo del ensayo se tomó una 

muestra de las células sembradas en cada pocillo para su conteo. Las células se mantuvieron 

en cultivo durante 72 h. Transcurrido ese tiempo, fueron levantadas de las placas mediante su 

incubación con tripsina-EDTA a 37 oC y contadas. El conteo de las células al inicio y final del 

experimento de proliferación fue llevado a cabo en una cámara de Neubauer con un 

microscopio invertido Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Tokio, Japón). Se utilizó azul de tripano al 

0,4 % en NaCl a una dilución 1:2 para diferenciar las células viables de las muertas, ya que 

estas últimas toman una coloración azul característica a consecuencia de la entrada del 

reactivo a través de la membrana plasmática. Para estimar la proliferación celular solo tuvimos 

en cuanta las células viables. La proliferación fue determinada como el número de divisiones 

en 72 h aplicando el siguiente algoritmo: 
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𝑛º 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 (72ℎ) =
log (𝑛º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑛º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑒𝑠)⁄

log 2
 

 

1.3. Registro de  Ca2+ citosólico mediante imagen de fluorescencia 

La monitorización de la [Ca2+]C en tiempo real se llevó a cabo mediante imagen de 

fluorescencia utilizando la sonda fluorescente fura-2/AM. Esta molécula es un derivado 

acetoximetil éster del fura-2 que consiste en un quelante de Ca2+ unido a un resto fluorescente 

(Grynkiewicz et al., 1985). El fura-2 al ser una molécula polar y altamente cargada no puede 

atravesar la membrana plasmática, por lo que no es posible su penetración en el interior 

celular. Sin embargo, el fura-2/AM gracias a la presencia del grupo éster es hidrófobo lo que le 

permite atravesar las membranas celulares. Una vez en el citosol es de-esterificado por 

esterasas intracelulares liberando la molécula de fura-2 ácido, impermeable a la membrana 

celular por presentar carga neta negativa (Fig. 21).  

 

Figura 21. De-esterificación del fura-2/AM dando lugar al fura-2 en el citoplasma. Se 

aprecian las cargas negativas de la molécula de fura-2 las cuales impiden su salida de la 

célula. 

 

La unión de Ca2+ al fura-2 aumenta la emisión de fluorescencia al excitar a longitudes 

de onda de 340 nm, pero dicha emisión disminuye  al excitar a 380 nm (Fig. 22). Este hecho 

permite obtener una medida de fluorescencia ratiométrica 340/380 nm, la cual le confiere al 

fura-2 una serie de ventajas respecto a otros colorantes que, también, permiten monitorizar la 
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[Ca2+]C. Así, este método fluorimétrico presenta una gran sensibilidad, elimina artefactos y 

permite medidas independientes de la carga de colorante de la célula. 

 

 

Figura 22. Espectro de excitación del fura-2 a diferentes concentraciones de Ca
2+

 (20nM-

0,1 mM). Se observa que la variación de la [Ca
2+

] provoca un cambio en el espectro de 

excitación del fura-2, éste se desplaza hacia la izquierda a medida que la concentración del 

ión disminuye. Así, un aumento en la [Ca
2+

] citosólica se ve traducido en una incremento 

de la fluorescencia cuando excitamos la molécula de fura-2 a 340 nm y una disminución al 

excitar a 380 nm, lo que provoca una aumento más acusado del ratio 340/380. Modificado 

de Grynkiewicz et al., 1985. 

 

Para las medidas de calcio citosólico, también, fue utilizado fura-4F/AM, una sonda de 

Ca2+ similar al fura-2/AM, pero que permite monitorizar concentraciones mayores de este ión 

sin saturarse, ya que presenta menor afinidad por el catión. Así, la KD del fura-2 es 140 nM, 

mientras que la del fura-4F es de 770 nM. Por tanto, el fura4F/AM fue usado en los 

experimentos en los que el fura-2/AM se saturaba debido a la elevada [Ca2+]C. Los espectros de 

emisión y excitación son muy similares a los del fura-2/AM por lo que el protocolo de medida 

de Ca2+ es el mismo. 

Las células fueron sembradas en forma de gota en cubreobjetos de cristal de 12 mm 

de diámetro previamente tratados con poli-L-lisina (0,01 mg/ml) a una densidad de 15.000 

células/ml y depositadas en placas de 4 pocillos. Al día siguiente, las células se incubaron con 

fura-2/AM o fura-4F/AM 4 µM preparado en medio externo completo (MEC) durante 1 h a 

temperatura ambiente y en oscuridad para evitar que se produzca el foto-apagamiento o 

photobleaching de la sonda.  

A continuación, los cubreobjetos con las células sembradas fueron montados en una 

cámara de perfusión con MEC conteniendo CaCl2 1 mM o libre de Ca2+ según correspondiera 

en cada caso. La cámara fue fijada en la platina de un microscopio de fluorescencia invertido 

Zeiss Axiovert S100TV. El microscopio se encuentra equipado con un sistema de perfusión 
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(Warner Instruments, Hamden, CT) por el que se hace pasar a las células el medio deseado a 

una velocidad constante y a una temperatura de 37 oC. Una lámpara halógena Zeiss X-Cite 

Series 120 ilumina con luz monocromática alternativamente a 340 y 380 nm gracias a una 

rueda de filtros de excitación sincronizada (Sutter Instruments, Novato, CA), mientras que un 

espejo dicroico desvía la luz hacia la cámara que contiene las células. La fluorescencia emitida 

es recogida a través de un objetivo 40x (1.3 de apertura numérica e inmersión en aceite), 

atraviesa el espejo dicroico que refleja luz de longitudes de onda superiores a 520 nm y es 

filtrada por un filtro de emisión a 520 nm. Por último, las imágenes fueron capturadas con una 

cámara Orca-ER de Hamamatsu Photonics (Hamamatsu, Japón) (Fig. 23). 

 

Figura 23. Esquema del equipo de imagen de fluorescencia para monitorizar la [Ca
2+

]C y 

sus partes más relevantes. (1) Lámpara de fluorescencia, (2) rueda de filtros 

monocromados de excitación, (3) espejo dicroico, (4) Objetivo 40x de aceite de inmersión, 

(5) cámara portadora de células, (6) filtro de emisión, (7) cámara Orca-ER. 

 

En los experimentos en los que se registró la ECC inducida por tapsigargina, las células 

fueron incubadas en MEC libre de Ca2+ conteniendo tapsigargina 1 µM durante 10 min antes 

de llevar a cabo las medidas de calcio citosólico. Posteriormente, los experimentos se iniciaron 

en MEC libre de Ca2+ y el registro de la ECC se llevó a cabo tras la incubación de las células en 

MEC con Ca2+ 1 mM. Por otro lado, la liberación de Ca2+ y la ECC inducida por agonistas 

fisiológicos fue determinada utilizando ATP 200 µM o carbacol 100 µM. Además, el contenido 

de Ca2+ de los depósitos fue estudiado usando ionomicina a baja concentración (400 nM) o 

ácido ciclopiazónico 30 µM en MEC libre de Ca2+. 

Los resultados fueron analizados utilizando el software Aquacosmos 2.6 (Hamamatsu 

Photonics, Hamamatsu, Japón). En cada experimento realizamos el registro individual de Ca2+ 
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citosólico de 10-40 células. La mayoría de los resultados procedentes del análisis de los 

registros se presentan como la media de mínimo 3 experimentos independientes. 

 

1.4. Medida de la liberación de Ca2+ con IP3 enjaulado 

El IP3 enjaulado o caged-IP3 es una molécula compleja que contiene IP3 en su interior, 

el cual es liberado mediante una reacción de fotólisis. La producción de IP3 en la célula en 

condiciones fisiológicas se trata de un proceso rápido. De esta forma, la gran ventaja de este 

compuesto precisamente es la posibilidad de obtener una gran cantidad de IP3 en el interior de 

la célula de manera prácticamente inmediata mediante su iluminación e independientemente 

de la activación de un receptor o la fosfolipasa C correspondiente, lo que permite liberar el 

Ca2+ de los depósitos simulando una estimulación fisiológica de los IP3R. 

 

 

Figura 24. Estructura molecular del IP3 enjaulado utilizado en el ensayo (D-2,3-O-Isopropilideno-

6-O-(2-nitro 4,5-dimetoxi)bencil-mio-Inositol 1,4,5-trifosfato-Hexakis(propionoximetil)Ester). 

 

La molécula de IP3 enjaulado utilizada en este caso fue denominada por el fabricante 

como caged-Ins(1,4,5)P3/PM. Se trata de una molécula de IP3 unida por su grupo 6-hidroxilo a 

un grupo nitrodimetoxibencilo el cual previene su actividad biológica. Además, sus grupos 

fosfatos se encuentran protegidos por un grupo propionoximetilo (PM) unido por un enlace 

éster lo que permite a la molécula enjaulada atravesar la membrana plasmática en modo 

inactivo (Fig. 24). Así, el IP3 enjaulado atraviesa la membrana plasmática y es atacado por 

esterasas, las cuales rompen el enlace éster que une la molécula a los grupos PM en un 

período de 30-180 min. A continuación, el caged-Ins(1,4,5)P3 es iluminado con un láser 

aproximadamente a 400 nm lo que provoca la fotólisis de la molécula y la libera del grupo 

nitrodimetoxibencilo transformándola en una molécula biológicamente activa con capacidad 

para unirse al receptor/canal de IP3 y liberar el Ca2+ almacenado en los depósitos intracelulares 

de Ca2+ (Fig. 25). 
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Figura 25. Proceso de liberación de Ca
2+

 utilizando IP3 enjaulado (caged-Ins(1,4,5)P3/PM). 

 

La medida de la [Ca2+]C para estudiar la liberación de Ca2+ se llevó a cabo con la sonda 

fluo-4/AM que presenta un máximo de excitación a 494 nm y un máximo de emisión a 506 nm 

cuando une Ca2+. Además, el registro del Ca2+ se realizó en un equipo de microscopía confocal 

Leica TCS SP5X que permite tener un control adecuado de la iluminación láser y, por tanto, de 

la fotoliberación de IP3. 

Para las medidas, las células NCM460 y HT29 fueron sembradas en placas de Petri con 

fondo de cristal. A las 24 h de la siembra, las células se cargaron con fluo-4/AM 2 µM y caged-

Ins(1,4,5)P3/PM 0,5 µM durante 1 h en MEC. Una vez cargadas las células se llevaron a cabo 3 

lavados con MEC. El registro de la [Ca2+]C fue realizado en un microscopio confocal Leica TCS 

SP5X (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania) usando un objetivo 40x. El fluo-4 fue 

excitado con un láser a 488 nm y la luz emitida entre 503 y 571 nm fue recogida cada 3 s. La 

fotólisis del caged-Ins(1,4,5)P3/PM fue llevada cabo con un láser a 405 nm. Las imágenes 

tomadas fueron analizadas con el software LAS AF Lite (Leica Microsystems, Mannheim, 

Alemania). El fondo fue substraído de todas las imágenes y la intensidad de fluorescencia (F) 

fue normalizada con respecto a la intensidad de fluorescencia basal F0. Los cambios en F/F0 

fueron interpretados como medida de la [Ca2+]C. 

 

1.5. Ensayo de muerte celular con anexina V-FITC y yoduro de propidio 

La anexina V es una proteína de 35-36 kDa con capacidad para unirse a los residuos de 

fosfatidilserina (PS) de una manera dependiente de Ca2+. Uno de los procesos iniciales que 

tienen lugar durante la apoptosis es la pérdida de asimetría de la membrana plasmática. De 

esta forma, los residuos de PS que en condiciones normales se encuentran en la cara interna 

de la membrana plasmática se exponen en su cara externa (Martin et al., 1995). Este hecho es 

↑ Ca2+

Esterasas
Láser

IP3R

IP3

Propionoximetilo (PM)

Nitrodimetoxibencilo

IP3 enjaulado RE
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aprovechado para la detección de células en las primeras fases de la apoptosis utilizando para 

ello anexina V. La anexina V se encuentra marcada con isotiocianato de fluoresceína (FITC; del 

inglés, fluorecein isothiocyanate). Además, la anexina V-FITC es acompañada de yoduro de 

propidio (PI; del inglés, propidium iodide) para la detección de células en apoptosis o necrosis. 

El yoduro de propidio no es capaz de introducirse en las células intactas. Sin embargo, éste 

permea a través de las membranas de las células que han sufrido procesos de muerte, ya que 

esas células pierden la integridad de su membrana (Vermes et al., 1995; van Engeland et al., 

1996). Así, las células viables no unen anexina V-FITC ni dejan penetrar el PI. Las células que se 

encuentran en la fase de apoptosis temprana exponen PS en el lado externo de su membrana, 

lo que a provoca la unión de la anexina V-FITC, en cambio no permean el PI. Asimismo, las 

células en apoptosis tardía o necrosis pierden por completo la integridad de su membrana por 

lo que unen anexina V-FITC y permean PI (Fig. 26). 

 

Figura 26. Marcaje con anexina V-FITC y yoduro de propidio para el análisis de la 

muerte celular. Figura modificada de BD Biosciences. 

 

El análisis de la muerte celular utilizando anexina V y PI fue llevado a cabo mediante 

citometría de flujo. La citometría de flujo permite analizar el marcaje de cada célula de forma 

individual con una gran especificidad y una alta fiabilidad. El citómetro consta de distintos 

láseres que excitan los fluoróforos utilizados célula a célula, así como, de detectores que 

recogen la luz emitida por los fluoróforos. Como consecuencia, cada detector emite un pulso 

de voltaje que depende de la señal óptica recibida, el cual es amplificado y digitalizado por un 

ordenador. El análisis de las células mediante citometría de flujo permite clasificar de forma 

Viable
Apoptosis
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Apoptosis
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Necrosis

Membrana plasmática
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sencilla a las células en tres grupos en función de su marcaje con anexina V y PI como se 

describe anteriormente. Las células anexina V negativas y PI negativas pertenecen al grupo de 

las células viables, las células anexina V positivas y PI negativas se encuentran en apoptosis 

temprana y las células anexina V positivas y PI positivas, en apoptosis tardía o necrosis (Fig. 

27). 

 
Figura 27. Representación Dot-Plot del ensayo de muerte celular con anexina V-FITC y PI 

(yoduro de propidio) de células HT29. Cada punto del gráfico se corresponde con un evento 

(célula) analizado mediante citómetría de flujo. Las células son clasificadas según el marcaje 

fluorescente que presenten. Las células viables son anexina V-/PI-, las células en apoptosis 

temprana son anexina V+/PI- y las células en apoptosis tardía o necrosis son anexina V+/PI+. 

 

En los ensayos realizados la muerte celular fue inducida con H2O2 y comparada con la 

que se produce en condiciones basales (control). El tratamiento consistió en la incubación de 

las células con H2O2 1 mM durante 30 min en los experimentos en los que se estudió el efecto 

del silenciamiento de STIM2 sobre la muerte celular en células NCM460 y con H2O2 2 mM 

durante 150 min, en los que se comparó la resistencia a la muerte celular entre células 

NCM460 y HT29. Tanto las células NCM460 como las HT29 se levantaron del frasco de cultivo 

con tripsina-EDTA y fueron centrifugadas a 290 g. A continuación, se lavaron con PBS y se 

centrifugaron, de nuevo, a 290 g. Seguidamente, el sedimento fue resuspendido en tampón de 

unión obteniendo una densidad celular de 1 x 106 células/ml. Se tomaron 1 x 105 células a las 

que se añadieron 5 µl de anexina V-FITC y 10 µl de PI (50 µg/ml) y se incubaron durante 15 min 

en oscuridad. Por último, se añadieron otros 400 µl de tampón de unión. Las células fueron 

analizadas en un citómetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Brea, CA). En nuestro caso, tanto 

la anexina V-FITC como el PI se excitaron con un láser de argón de 488 nm (azul). Además, para 

la anexina V-FITC se utilizó un detector que capta luz a 525 nm (FL1) y para el IP, un detector 

que capta a 620 nm (FL3). Los resultados fueron procesados y representados con el software 

de análisis Kaluza (Beckman Coulter, Brea, CA). 

Anexina V +

Anexina V -

PI - PI +

Viables

Apoptosis

temprana

Apoptosis 

tardía/ 

Necrosis



III. MATERIAL Y MÉTODOS 

94 
 

1.6. Nucleofección 

La transfección es una técnica que permite introducir ácidos nucleicos como ADN y 

ARN en el interior celular. Hay diferentes métodos de tranfección, pero en este trabajo se ha 

elegido el método de la nucleofección, ya que es el más eficiente para las líneas celulares 

estudiadas, NCM460 y HT29. La nucleofección es un método físico de transfección que utiliza 

células en suspensión. Consiste en someter a las células conjuntamente con el ácido nucleico 

que se quiere introducir a un pulso eléctrico lo que da lugar a la formación de poros 

temporales en la bicapa de fosfolípidos de la membrana. Así, el potencial eléctrico generado 

permite a los ácidos nucleicos entrar en el interior de la célula. La nucleofección no solo 

permite la entrada del ácido nucleico en el citoplasma, sino también en el núcleo de la célula 

(Lenz et al., 2003; Maahaso et al., 2004). 

Las células NCM460 o HT29 fueron levantadas del frasco de cultivo con tripsina-EDTA. 

1 x 106 células y centrifugadas a 290 g. El sedimento celular fue resuspendido en 100 µl de 

mezcla de nucleofección (solución A y solución B). La cantidad adecuada de ácido nucleico que 

se deseaba introducir en las células (plásmido GFP-AEQmit o siRNA) fue añadida a la mezcla. La 

suspensión celular conteniendo el ácido nucleico fue trasladada a una cubeta de 

nucleofección. La nucleofección fue llevada a cabo con un Nucleofector II de Amaxa 

Biosystems (Colonia, Alemania) seleccionando el programa W-017 diseñado para transfectar 

células HT29 con alta eficiencia. A continuación, se añadieron 900 µl de medio completo 

DMEM a la cubeta y las células fueron sembradas a la densidad deseada dependiendo del 

experimento a desarrollar. 

 

1.7. Monitorización del Ca2+ mitocondrial mediante imagen de bioluminiscencia 

El registro de la [Ca2+]mit se lleva a cabo con una fotoproteína denominada aequorina 

(AEQ) dirigida en este caso a la mitocondria. La AEQ se trata de una proteína bioluminiscente 

presente en la medusa Aequorea victoria que tiene la peculiaridad de emitir luz azul en 

presencia de Ca2+ (Fig. 28). Contiene tres sitios de unión a Ca2+ de tipo mano EF con 

aminoácidos ácidos (glu y asp) (Shimomura et al., 1965; Shimomura 1995). En un principio la 

AEQ se aislaba de la medusa, se purificaba y se microinyectaba en las células para medir las 

señales de Ca2+ intracelulares. Más tarde, con el desarrollo de las técnicas de ingeniería 

genética el DNA complementario de la AEQ fue clonado y se añadieron secuencias de 

direccionalidad lo que permitió dirigir la AEQ hacia distintos compartimentos subcelulares. Así, 

se han obtenido AEQs dirigidas al interior de las mitocondrias (Rizzuto et al., 1992), al retículo 

endoplásmico (Montero et al., 1995), al aparato de Golgi (Pinton et al., 1998), al núcleo (Brini 

et al., 1993) y a vesículas de secreción (Pouli et al., 1998). 
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Figura 28. Estructura tridimensional de la aequorina. Imagen tomada de RCSB PDB 

(www.rcsb.org) de PDB ID 1EJ3 (Head et al., 2000). 

 

La reacción de la AEQ por la que emite luz tras la unión a Ca2+ requiere previamente la 

reconstitución a su forma activa. Para ello, en presencia de O2, la apoaequorina se une 

mediante ataque peroxidativo a su cofactor celenterazina. Esta molécula que actúa como un 

cofactor atraviesa las membranas celulares con facilidad debido a su gran lipofilicidad (Blinks 

et al., 1976). Cuando se une a Ca2+, la AEQ reconstituida emite luz azul con una λmáx de 465 nm 

y se obtienen como productos de la reacción apoaequorina, celenteramida y CO2 (Fig. 29). De 

esta forma, la cantidad de luz emitida es función de la [Ca2+] del medio. Esta reacción puede 

considerarse prácticamente irreversible, puesto que una vez que la celenterazina se oxida 

dando lugar a la celenteramida, la unión de la AEQ a una nueva molécula de celenterazina es 

un proceso demasiado lento. Así, la [Ca2+] es proporcional a la velocidad relativa del consumo 

de la AEQ, ya que la cantidad de proteína disponible para la medida de Ca2+ va disminuyendo 

progresivamente. 

 

 

Figura 29. Reacción de bioliminiscencia de la aequorina. La celenterazina se une a la apoaequorina en 

presencia de O2 para dar lugar a la aequorina. Cuando la aequorina se une a Ca
2+

 la celenterazina se 

oxida a celenteramida y emite luz a 465 nm. 

 

La AEQ utilizada para monitorizar el Ca2+ mitocondrial se trata de la nativa (wt) y se 

encuentra clonada en un plásmido que presenta una secuencia de direccionamiento a la 

mitocondria, así como, otra secuencia para GFP (GFP-AEQmit). Las células NCM460 y HT29 
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fueron transfectadas con este plásmido mediante nucleofección. Por cada nucleofección se 

usaron aproximadamente 5 µg de DNA. Una vez transfectadas las células fueron sembradas en 

forma de gota sobre cubreobjetos de cristal de 12 mm de diámetro tratados con poli-L-lisina 

(0,01 mg/ml) depositados en placas de cuatro pocillos a una densidad de 15000 células/cristal. 

A las 24 h de la transfección con el plásmido GFP-AEQmit las células fueron incubadas en 

oscuridad y a temperatura ambiente durante 2 h en MEC conteniendo celenterazina para la 

reconstitución de la AEQ. En el caso de los experimentos con células intactas en los que 

estudiamos la captación mitocondrial de Ca2+ proveniente de la ECC se usó celenterazina 

nativa (wt) y en los que estudiamos la entrada mitocondrial de Ca2+ proveniente de la 

liberación con ATP, celenterazina h. La celenterazina h permite aumentar la intensidad de 

luminiscencia 16 veces con respecto a la celenterazina wt, lo que permite aumentar la 

sensibilidad del registro de Ca2+. Sin embargo, para los experimentos en células 

permeabilizadas se utilizadó celenterazina n que reduce la intensidad lumínica de la reacción 

por lo que disminuye la sensibilidad de la medida de Ca2+ (Shimomura et al., 1993; Teranishi y 

Shimomura, 1997). Las células fueron tratadas con tapsigargina 1 µM en medio libre de Ca2+ en 

los experimentos en los que se registro el Ca2+ mitocondrial proveniente de la ECC. 

Tras la reconstitución de la enzima, los cubreobjetos fueron montados en una cámara 

que se acopló a un microscopio invertido Zeiss Axiovert S100TV (Zeiss, Jena, Alemania) 

equipado por un sistema de perfusión (Warner Instruments). En los experimentos con células 

intactas se perfundió en primer lugar MEC libre de Ca2+ y en los experimentos con células 

permeabilizadas, MEC conteniendo 1 mM de CaCl2 y seguidamente medio interno con baja 

concentración de Ca2+ (200 nM), antes de permeabilizar las células con digitonina 10 µM.  

Las células transfectadas fueron seleccionadas en el campo en base a la expresión de 

GFP que ponemos de manifiesto mediante imagen de fluorescencia con un filtro FITC y una 

cámara Hamamatsu C2400-35 ICCD (Hamamatsu photonics, Hamamatsu, Japón). Las imágenes 

de bioluminiscencia fueron tomadas con una cámara Hamamatsu VIM (Hamamatsu photonics, 

Hamamatsu, Japón) capaz de captar los fotones emitidos por la AEQ acoplada a un procesador 

Argus-20. Este sistema de imagen nos permitió monitorizar la bioluminiscencia en célula única. 

La emisión de fotones se integra en periodos de 10 s. Al final de cada experimento se 

perfundió MEC conteniendo digitonina 100 µM y CaCl2 10 mM con el objetivo de medir toda la 

luminiscencia residual de la AEQ utilizada para la cuantificación de la [Ca2+]mit.  

La emisión de fotones de la AEQ fue analizada con el software Aquacosmos 2.6 de 

Hamamatsu. La transformación de los valores de luminiscencia en [Ca2+]m se llevó a cabo 

mediante el método descrito por Brini y colaboradores (Brini et al., 1995). Este método se basa 

en la relación existente entre la [Ca2+] y la luminiscencia emitida por la AEQ medida en cuentas 

por segundo registradas en un momento dado en el experimento menos el fondo (L) con 

respecto a las que se registrarían si toda la AEQ de la célula se expone de repente a una [Ca2+] 

saturante (Lmáx). Así, la [Ca2+] (M) se obtiene a través del siguiente algoritmo matemático: 
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[Ca2+] (M) =
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L
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En esta ecuación:  

 KTR es la proporción de sitios de unión a Ca2+ en estado T frente al estado R de la 

AEQ. La emisión de bioluminiscencia tiene lugar cuando todos los sitios de unión a 

Ca2+ se encuentran en estado R que es al que se une el Ca2+. 

 KR es la constante de asociación a Ca2+. 

 n es el número de sitios de unión a Ca2+. 

 λ es la constante de velocidad de consumo de AEQ a una [Ca2+] saturante 

Este algoritmo matemático deriva de un modelo propuesto para explicar la 

dependencia de la emisión de luz de la AEQ con la [Ca2+], sin embargo, puede utilizarse como 

una simple transformación matemática que ajusta valores de luminiscencia a cada [Ca2+] (Allen 

et al., 1977). 

 

1.8. Estudio del potencial mitocondrial con TMRM 

TMRM o tetrametilrodamina metil éster es un fluoróforo lipofílico capaz de permear a 

través de las membranas y de acumularse en la mitocondria debido a su carga neta positiva en 

función del potencial mitocondrial (Fig. 30). Por tanto, permite estimar diferencias o cambios 

en el potencial mitocondrial de una célula, ya que cuanto mayor es su acumulación en la 

mitocondria más negativo es el potencial mitocondrial (Scaduto et al., 1999). La determinación 

de su acumulación en este orgánulo subcelular es llevado a cabo mediante microscopía de 

fluorescencia. 

 

Figura 30. Estructura química del TMRM. 

 

Las células NCM460 y HT29 fueron sembradas en cristales de poli-L-lisina (0,01 mg/ml) 

a una densidad de 15000 células/cristal. A las 24 h de la siembra, fueron incubadas en MEC 
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conteniendo TMRM 50 nM durante 15 min a temperatura ambiente para llevar a cabo la 

estimación del potencial mitocondrial. El cristal se trasladó a una cámara de microscopio con 

medio MEC. Las imágenes de fluorescencia fueron tomadas en un microscopio invertido Zeiss 

Axiovert S100TV (Zeiss, Jena, Alemania) equipado con una cámara digital Hamamatsu OrcaER 

(Hamamatsu photonics, Hamamatsu, Japón) con el objetivo 40 x y utilizando un filtro de 

rodamina. Se tomaron tres imágenes por campo al azar. A continuación, fueron analizadas con 

el software Aquacosmos 2.6 (Hamamatsu photonics, Hamamatsu, Japón). El fondo fue 

substraído de todas las imágenes. 

 

1.9. Ensayo de invasión in vitro 

Los ensayos de invasión in vitro permiten evaluar la invasión de las células tumorales 

en función de su capacidad para desplazarse a través de una matriz proteica. El ensayo de 

invasión elegido consiste en una cámara provista de una membrana PET que contiene poros de 

8 µm con una fina capa de Matrigel depositada de manera uniforme. El Matrigel simula la 

matriz extracelular y se trata de una mezcla proteica extraída del sarcoma de ratón Engelbreth-

Holm-Swarm (EHS) compuesta principalmente por laminina, colágeno IV, proteoglicanos 

heparán sulfato y entactina (Kleinman et al., 1982). Esta matriz constituye una barrera para las 

células no invasivas, sin embargo, las células con cierta capacidad de invasión pueden 

atravesar los poros de la membrana, penetrar y hacerse paso por el Matrigel (Fig. 31). Las 

cámaras de invasión se depositan en placas de 6 pocillos para llevar a cabo el ensayo. 

 

Figura 31. Invasión celular en cámaras de invasión con Matrigel. A. Esquema de una cámara de 

invasión en el que se destaca la membrana PET porosa y la capa de Matrigel (Figura modificada 

de Corning). B. Imagen de microscopía electrónica en la que se muestran células de 

fibrosarcoma humano (HT-1080) migrando a través de un poro de la membrana PET de la 

cámara de invasión (Imagen tomada de Corning). 
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En el ensayo se utilizaron cámaras de invasión BD BioCoatTM MatrigelTM (BD 

Biosciences, Bedford, UK). Las células HT29 fueron sembradas en la parte superior de la 

cámara de invasión. Se sembraron 1 x 106 células en medio DMEM sin FBS en cada cámara. En 

el pocillo se añadió medio DMEM completo conteniendo un 20 % de FBS. De esta forma, se 

establece un gradiente de FBS que funciona como un quimioatrayente para las células. Es 

decir, las células invaden desde la zona donde la concentración de FBS es menor hacia donde 

es mayor. La duración del ensayo fue de 48 h. Una vez transcurrido ese tiempo, las células 

fueron fijadas en metanol y teñidas con una solución de azul de toluidina 1 % DC. Las células 

son contadas por campo en un microscopio invertido Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Tokio, Japón) 

de un total de 5 campos por cámara de invasión. 

 

1.10. Registros electrofisiológicos mediante la técnica de patch-clamp planar 

La técnica de patch-clamp se utiliza para registrar las corrientes iónicas de una célula lo 

que permite estudiar los canales presentes en la misma. Tiene su origen en la técnica de 

fijación de voltaje (en inglés, voltage-clamp) que permitió estudiar los potenciales de acción de 

las células excitables. Se denominó fijación de voltaje debido a que permite fijar el potencial de 

membrana de una célula a un voltaje determinado (Hodgkin et al., 1952). Inicialmente la 

fijación de voltaje se basaba en el uso de dos electrodos intracelulares, uno de ellos medía el 

potencial de membrana y el otro inyectaba corriente en la célula. Además, requería del uso de 

un amplificador que comparaba el potencial de membrana medido con el voltaje al cuál se 

desea mantener la célula. El circuito inyectaba en la célula una corriente igual, pero de sentido 

contrario a la corriente que circulaba a través de la membrana con el objetivo de llevar el 

potencial al valor deseado. Así, la técnica de fijación de voltaje nos permite entender cómo las 

corrientes iónicas que fluyen a través de la membrana determinan el potencial de membrana 

de la célula. 

En la década de los 70, Neher y Sakmann desarrollaron la técnica de patch-clamp 

(Neher y Sakmann, 1976). Esta técnica utiliza tan solo un electrodo que se encuentra en el 

interior de una pipeta de vidrio con un diámetro de punta muy reducido. En este caso la punta 

de la pipeta se dirige hacia la célula que se desea registrar hasta que se pone en contacto con 

la misma y se aplica una pequeña succión para formar un sello de alta resistencia. A través del 

electrodo de la pipeta se inyecta la corriente necesaria para alcanzar el potencial deseado y se 

registran las corrientes que resultan del protocolo de estimulación aplicado mediante un 

amplificador electrónico conectado a la pipeta. 

Más recientemente, ha surgido una variante de la técnica de patch-clamp denominada 

patch-clamp planar. Ésta se caracteriza porque en lugar de utilizar una pipeta como en la 

técnica convencional se usa un chip de borosilicato que presenta en su parte central un orificio 

de aproximadamente 1 µm de diámetro. Las células que se van a registrar se encuentran en 
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suspensión en lugar de encontrarse adheridas a la superficie (Fig. 32). El equipamiento tan solo 

consta de una pequeña unidad de registro que funciona como una caja de Faraday y sistema 

antivibratorio integrado en la que se inserta el chip, una unidad de succión, un amplificador y 

un software de registro. En este caso, los registros se llevaron a cabo con el sistema Port-a-

pach (Nanion tecnologies, Munich, Alemania) (Fig. 33). 

 

Figura 32. Diferencias entre el registro mediante patch-clamp convencional y planar. En el 

patch-clamp convencional se utiliza una pipeta que es dirigida hacia la célula que se desea 

registrar, la cual se encuentra adherida a una superficie. Sin embargo, en el patch-clamp 

planar, la célula en suspensión es atraída hacia un chip utilizando presión negativa. La figura 

fue modificada de Klemic et al., 2005. 

 

 

Figura 33. Equipamiento utilizado para registro electrofisiológico mediante la 

técnica de patch-clamp planar. 

 

En la técnica de patch-clamp planar la solución interna de registro se deposita en la 

parte inferior del chip. Éste se inserta en la unidad de registro y se añaden las células 

contenidas en la solución externa en su parte superior. La unidad de succión aplica una presión 

Patch-clamp convencial Patch-clamp planar

Unidad de succión

Unidad de registro

Software de registro

Amplificador



III. MATERIAL Y MÉTODOS 

101 
 

negativa hasta atrapar una célula en el orificio del chip. A continuación, el software permite 

regular la presión para conseguir un sello de alta resistencia dando lugar a la configuración cell-

attached. Los registros realizados en este trabajo fueron llevados a cabo en la configuración 

whole-cell, la cual se alcanza aplicando una ligera succión una vez adquirida la configuración 

cell-attached. De esa forma, se rompe el parche de membrana comprendido en el orificio del 

chip permitiendo la entrada de la solución interna de registro en el interior de la célula (Fig. 

34). Así, registramos la corriente que circula a través de la totalidad de la membrana celular. 

Además, los registros se realizaron en configuración voltage-clamp, es decir fijando el voltaje. 

 

Figura 34. Pasos previos para el registro de patch-clamp planar en configuración whole-

cell. A. Depósito de la solución interna en la parte inferior del chip. B. Adición de la 

suspensión celular en la parte superior del chip insertado en la unidad de registro. C. Una 

vez alcanzada la configuración de cell-attached se aplica una pequeña succión para 

obtener la configuración whole-cell. Las imágenes A y B fueron tomadas de Brüggemann et 

al., 2008. 

 

Para su registro las células NCM460 o HT29 fueron levantadas del frasco de cultivo 

mediante su incubación con Detachin a 37 oC y resuspendidas en la solución externa de 

registro alcanzando una densidad de 1 – 5 x 10-6 células/ml. La solución interna fue depositada 

en el interior de un chip NPC©1 de Nanion (Nanion thecnologies, Munich, Alemania) que 

presenta una resistencia de 2-3 MΩ. Una vez alcanzada la configuración whole-cell se midieron 

en cada registro la capacitancia de la célula y la resistencia en serie (˂10 Ω). Estos parámetros 

fueron revisados continuamente para asegurarse de que no variaban considerablemente 

desde el inicio del registro. Si su variación era ≥10 % respecto de su valor inicial el experimento 

era descartado. 

La ISOC fue registrada utilizando una solución interna con 20 mM de EGTA para vaciar 

los depósitos. En otros experimentos, la ISOC fue activada usando tapsigargina 1 µM o ATP 200 

Succión

CELL-ATTACHED WHOLE-CELL

A B

C
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µM en la solución externa y una solución interna conteniendo EGTA 0,2 mM suplementada con 

un cóctel mitocondrial. El cóctel mitocondrial favorece la respiración de la mitocondria lo que 

produce una potenciación de la corriente obtenida con una concentración de EGTA baja 

(Gilabert y Parekh, 2000). Asimismo, se llevaron a cabo rampas de voltaje de -100 mV a +100 

mV en 200 ms aplicadas cada 5 s desde un voltaje de mantenimiento de 0 mV. Las corrientes 

fueron adquiridas con un amplificador EPC-10 (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Alemania). El 

potencial de membrana en reposo fue estimado registrando el potencial de la célula 

inmediatamente después de la ruptura de la membrana en la configuración current-clamp. Las 

corrientes de fuga fueron eliminadas sustrayendo la media de las primeras 5 rampas de 

corriente obtenidas después de adquirir la configuración whole-cell a todas las corrientes 

siguientes. La corriente entrante fue medida a -80 mV y la corriente saliente, a +80 mV. Los 

resultados fueron normalizados respecto a la capacitancia de la célula. La diferencia de 

potencial de las soluciones externa e interna, así como las corrientes capacitativas fueron 

canceladas por el sistema de compensación automático del amplificador EPC-10. Además, los 

registros fueron filtrados a una frecuencia de 10 kHz y muestreados a 5 kHz. 

Los resultados fueron analizados con el software Patchmaster (Nanion tecnologies, 

Munich, Alemania) y con el Origin7 (OriginLab, Northampton, MA). 

 

1.11. Extracción de RNA, RT-PCR y qRT-PCR 

La extracción de RNA se realizó mediante el método del fenol-cloroformo a partir de 

células sembradas en placas de cultivo de 10 cm de diámetro y cultivadas hasta alcanzar una 

densidad cercana a la confluencia. En el caso de las células NCM460, HT29 y A549 se 

sembraron aproximadamente 106 células/placa. Sin embargo, en el caso de las células 

hCASMCs, 3 x 105 células/placa. La extracción fue llevada a cabo utilizando TRIzol y las células 

fueron levantadas de la placa con un scraper. El ARN fue separado con cloroformo, precipitado 

con isopropanol, lavado con etanol al 75% y disuelto en H2O DEPC (dietilpirocarbonato) a 55-

60 oC. 

La calidad del ARN fue determinada en el espectrofotómetro NanoDrop (Thermo 

Scientific, Waltham, MA) a través de la medida de densidad óptica (DO) a 260 y 280 nm y 

electroforesis en geles de agarosa. La cuantificación del RNA fue llevada a cabo, también, en el 

NanoDrop mediante la medida de la DO a 260 nm. La contaminación del ARN por DNA 

genómico fue descartada mediante electroforesis. 

La transcripción reversa (RT; del inglés reverse transcription) consiste en transformar el 

RNA extraído en cDNA. Se realizó en un termociclador Tgradient (Biometra) utilizando el 

siguiente programa: 25 oC (600 s), 37 oC (7200 s) 85 oC (5s) y 4 oC (fin de la síntesis). La reacción 

tuvo lugar en presencia de transcriptasa reversa, tampón 10x, mezcla de dNTPs, cebadores al 
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azar 10x e inhibidor de RNAasa (incluidos en High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 

Applied Biosystems) y H2O grado PCR. Por cada reacción, se añadieron 10 µl de la mezcla 

anterior a 10 µl de muestra RNA (0,2 ó 0,8 µg/µl). 

Para evidenciar la expresión de un determinado gen realizamos una PCR convencional. 

Esta PCR fue llevada a cabo preparando una solución master mix conteniendo una Taq DNA 

polimerasa (recombinante), tampón de reacción, CaCl2, dNTPs y los cebadores específicos para 

el gen estudiado y H2O con grado PCR. Se añadieron 23 µl de master mix a 2 µl de cDNA (0,2 ó 

0,8 µg/µl) por reacción. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 

 

 temperatura (
o
C) tiempo (s) nº de ciclos 

Desnaturalización inicial 94 180 1 

 

Amplificación 

94 60  

35 57 60 

72 30 

Extensión final 72 600 1 

 

El producto de la PCR fue identificado mediante electroforesis en un gel de agarosa al 

1 % utilizando Redsafe o bromuro de etidio. El cDNA fue cargado en el gel con tampón de 

carga 6x. El gel fue sometido a 100 mV durante aproximadamente 1 h. Las imágenes de las 

correspondientes bandas en el gel fueron tomadas en un equipo GelDoc XR system (Bio-Rad, 

Hercules, CA) con luz UV. 

Para determinar los niveles de expresión de un determinado gen llevamos a cabo una 

PCR cuantitativa (qPCR). La qPCR fue llevada a cabo en un equipo LightCycler 480 (Roche, 

Mannheim, Alemania) que requiere placas de 96 pocillos. Las amplificaciones fueron realizadas 

en un volumen final de 20 µl, 1µl de muestra y 19 µl de solución master mix. La master mix 

contenía KAPA SYBR FAST qPCR Kit, los cebadores directo y reverso y H2O grado PCR. Las 

condiciones de la amplificación fueron las siguientes: 

 temperatura (
o
C) tiempo (s) nº de ciclos 

Pre-incubación 95 300 1 

 

Amplificación 

95 15  

45 60 ó 57 (*) 20 

72 5 

 

Curva de Melting 

95 5  

1 55 60 

95 --- 

Cooling 40 10 1 
 

(*) 60 ºC para la β-actina y TRPC1 y 57 ºC para el resto de genes. 
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La cuantificación de la expresión del gen deseado es posible gracias al SYBR Green I 

contenido en el kit de qPCR KAPA SYBR FAST, un fluoróforo que al unirse al DNA de doble 

cadena aumenta considerablemente la emisión de fluorescencia comprendida entre 465 y 510 

nm que es detectada, posteriormente, por el equipo. Así, a medida que avanza el proceso de 

amplificación durante la qPCR aumenta la emisión de fluorescencia. El número de copias 

sintetizadas durante la reacción, y por tanto la fluorescencia, es directamente proporcional al 

mRNA de partida del gen diana y al cDNA obtenido a partir de éste. También, es 

indirectamente proporcional al valor Ct, que se define como el número de ciclos de reacción 

necesarios para producir un aumento significativo de la fluorescencia respecto a la señal basal. 

Para determinar que este aumento es significativo, el equipo establece un umbral de 

fluorescencia. Por tanto, cuanto mayor sea la expresión del gen diana, mayor será el número 

de copias amplificadas durante la qPCR, así como la cantidad de fluorescencia emitida por el 

SYBR Green I, y menor, el valor Ct (Fig. 35). 

 

Figura 35. Variación de la fluorescencia respecto al ciclo de reacción. A medida que aumenta el 

número de ciclos se incrementa el número de copias del cDNA sintetizadas y con él la 

fluorescencia. En la figura aparece el umbral a partir del cual el cambio en la fluorescencia es 

significativo respecto a la línea base y, también, aparece señalado el valor Ct. 

 

En este estudio realizamos una cuantificación relativa utilizando como control 

endógeno la β-actina, ya que su expresión en las células NCM460 y HT29 no varía. El control 

endógeno permite cuantificar la expresión del gen diana en el caso de que las 

concentraciones de cDNA de las muestras a comparar no sean exactamente las mismas. 

Para normalizar los valores de expresión de cada gen diana frente al control endógeno 

calculamos 2-∆Ct para cada muestra donde ∆Ct= Ctdiana-Ctβ-actina. De este modo, llevamos a 

cabo una cuantificación relativa frente al control endógeno. Si lo que queremos es llevar a 

cabo la cuantificación relativa de cada gen objeto de estudio en las células HT29 respecto a  

las células NCM460 hallamos 2-∆∆Ct donde ∆∆Ct= ∆CtHT29-∆CtNCM460. 
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Cuando se realiza una qPCR utilizando SYBR Green I es necesario comprobar si los 

cebadores se unen específicamente a las regiones deseadas de cDNA, dado que éste se une 

sin más al DNA de doble cadena. Para ello, el equipo LightCycler 480 nos permite  llevar a 

cabo una curva de melting para cada una de las muestras. Así, se representa la derivada de 

la fluorescencia respecto al tiempo con signo negativo a distintas temperaturas. Lo ideal es 

la obtención de un único pico de melting, que indica la presencia de un solo amplicón. Por 

el contrario, si apareciera más de un pico en esta representación indicaría que los 

cebadores se unen a regiones del cDNA de forma no específica. Este hecho podría ser 

debido, también, a la formación de dímeros o estructuras secundarias por parte de los 

cebadores. En estos casos, deberíamos ajustar la temperatura de anillamiento de los 

cebadores o, si fuera necesario, incluso, diseñarlos de nuevo. Así, todas las qPCRs 

presentadas en el estudio mostraron un único pico de melting. 

 

1.12. Extracción de proteínas y Western-blotting 

El estudio de la expresión de proteínas se llevó a cabo mediante la técnica western-

blotting por la que las proteínas son separadas realizando una electroforesis SDS-PAGE y 

puestas de manifiesto con anticuerpos específicos. 

Las proteínas fueron extraídas a partir de placas de cultivo de 10 cm de diámetro en 

las que se sembraron aproximadamente 106 células NCM460 o HT29 y fueron cultivadas 

hasta acercarse a la confluencia. Para ello, se añadieron a cada placa 3 ml de una solución 

que contiene RIPA, pepstatina, PMSF y un cóctel de inhibidores de proteasas y las células 

fueron levantadas con un scraper. Las proteínas fueron cuantificadas mediante el método 

de Bradford. 

Para realizar el western-blotting las muestras de proteínas fueron mezcladas con 

tampón de carga 2x a partes iguales y se incubaron a 100 oC para romper los puentes 

disulfuro y desnaturalizar las proteínas. La separación de las proteínas fue llevada a cabo 

mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) al 8 ó 

10 % dependiendo del peso molecular de la proteína objeto de estudio. A continuación, las 

proteínas fueron transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF). 

Tanto la electroforesis como la transferencia fueron realizadas utilizando el sistema Bio-Rad 

(Hercules, CA). Una vez finalizada la transferencia, la membrana fue incubada durante 1 h 

con una soluciónde bloqueo conteniendo 5% leche en polvo desnatada diluida en solución 

de lavado TTBS (Tween20-TBS). Seguidamente, se realizaron tres lavados de 10 min con 

TTBS a temperatura ambiente y, posteriormente, la membrana fue incubada durante toda 

la noche a 4 oC con el anticuerpo primario obtenido en ratón o en conejo, el cual se une 

específicamente a la proteína diana. Al día siguiente, la membrana fue lavada, de nuevo, 

con TTBS e incubada durante 1 h con un anticuerpo secundario conjugado con la 
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peroxidasa de rábano. En el caso de las membranas incubadas con el anticuerpo primario 

obtenido en ratón se utilizó un anticuerpo secundario conejo anti-ratón y para las 

incubadas con el anticuerpo primario de conejo se usó un anticuerpo secundario cabra-

anti-conejo. 

Las bandas de proteína de interés se pusieron de manifiesto con la mezcla de dos 

sustratos ECL mediante quimioluminiscencia y la detección de éstas fue llevada a cabo en 

un equipo VersaDoc 4000 (Bio-Rad, Hercules, CA). La cantidad de proteína fue determinada 

mediante el análisis de densitometría de las bandas utilizando el software Quantity One 

(Bio-Rad, Hercules, CA). La proteína β-actina fue utilizada como control de carga. Los 

resultados de expresión de las proteínas estudiadas fueron normalizados respecto a ésta. 

En alguna ocasión, las membranas se incubaron más de una vez con distintos 

anticuerpos primarios por lo que fue necesario realizar stripping. Esta técnica consistió en 

incubar las membranas durante 40 min con la solución de stripping. A continuación, se 

llevaron a cabo tres lavados de 5 min. Tras los cuales, tuvo lugar el bloqueo y los pasos 

siguientes fueron los mismos descritos anteriormente. 

 

1.13. Silenciamiento génico con siRNA 

La técnica de silenciamiento génico consiste en la reducción de la expresión de un 

determinado gen a nivel transcripcional o traduccional. Una de las formas de silenciamiento 

génico más utilizadas es la del uso del RNA pequeño de interferencia (siRNA; del inglés small 

interfering RNA). El siRNA consiste en una molécula de RNA de doble cadena con una longitud 

aproximada de 21-25 pares de bases. Este tipo de RNA actúa a nivel postranscripcional 

mediante la degradación del mRNA lo que impide su traducción a proteína. En particular, el 

siRNA se une al complejo RISC (RNA-induced silencing complex), el cual selecciona la cadena 

antisentido para que hibride de manera específica con el mRNA diana. A continuación, el 

mRNA diana hibridado es degradado por acción de la actividad endonucleasa del complejo 

RISC (Agrawal et al., 2003; Filipowicz et al., 2005). 

La introducción del siRNA en células NCM460 y HT29 fue llevada a cabo mediante 

nucleofección. Por cada nucleofección se transfectaron 1 x 106 células y se añadieron 5 µl de 

siRNA 10 µM (50 pmol de siRNA). Los experimentos de imagen o electrofisiológicos se 

realizaron 48 h después de la nucleofección con el siRNA. Como control del silenciamiento 

específico de un gen se utilizó siRNA control, el cual no se une a ningún gen conocido. La 

efectividad de cada silenciamiento fue comprobada mediante qRT-PCR. 
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1.14. Análisis estadístico 

La comparación de 2 medias fue llevada a cabo utilizando el test t de Student y las 

diferencias fueron consideradas significativas cuando resultó un valor p˂0,05. Por otro lado, 

la significación estadística de la correlación entre dos variables fue comprobada mediante 

el análisis de varianza ANOVA de la regresión lineal. La correlación fue considerada 

estadísticamente significativa cuando p˂0,05. 

 

2. Materiales 

2.1. Líneas celulares 

Las células NCM460 y NCM356 fueron obtenidas a partir de un acuerdo de 

transferencia con INCELL Corporation (San Antonio, TX). Las células HT29 fueron 

amablemente cedidas por el Dr. J.C. Fernández Checa (CSIC, Barcelona, España). Las células 

SW480-ADH y SW480-R fueron donadas por el por el Dr. A. Muñoz (CSIC, Madrid, España). 

Las células A549 fueron cedidas por el Dr. C.M. Galmarini (PharmaMar S.A., Colmenar Viejo, 

Madrid, Spain). Las células de arteria coronaria de músculo liso humanas (hCASMCs) fueron 

suministradas por LONZA (Basilea, Suiza). 

 

2.2. Medios, reactivos y materiales de cultivo celular 

Los medios de cultivo DMEM con glucosa 1 g/l y RPMI1640 y SMBulletKit, el FBS, los 

antibióticos (Penicilina/Estreptomicina), L-glutamina, el PBS y la tripsina-EDTA fueron 

suministrados por LONZA (Verbiers, Bélgica). El Detachin procede de Gelantis (San Diego, 

CA). La poli-L-lisina y los cubreobjetos de 12 mm de diámetro son de Marlenfeld GmbH 

(Lauda-Könlgshofen, Alemania). Los frascos de cultivo de 25 cm2 y las placas de cultivo de 4 

y 6 pocillos proceden de NUNC (Thermo Scientific, Waltham, MA). Los frascos de cultivo de 

75 cm2, las placas cultivo de 10 cm de diámetro, así como los scrapers son de Corning 

(Corning, NY). Las placas de cultivo con fondo de cristal utilizadas para microscopía confocal 

son de MaTtek Corporation (Ashland, MA). 

 

2.3. Sondas y colorantes 

Las sondas de Ca2+ fura-2/AM, fura-4F/AM y fluo-4/AM, y el TMRM utilizado para la 

estimación del potencial mitocondrial, así como las celenterazinas fueron obtenidos de 

Invitrogen (Eugene, OR). El plásmido GFP-AEQmit para monitorización de la [Ca2+]mit fue 

donado por el Dr. P. Brulet (Instituto Pasteur, Gif-sur-Yvette, París). El azul de tripano 
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utilizado para determinar la viabilidad celular procede de Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemania). El azul de toluidina 1% DC es de (Panreac, Barcelona, España). 

 

2.4. Agonistas, antagonistas, inhibidores y otros compuestos 

El ATP, el carbacol, el ácido ciclopiazónico, la ionomicina y la digitonina son de 

Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). La tapsigargina fue obtenida de Alomone Labs 

(Jerusalén, Israel). El IP3 enjaulado fue suministrado por Sichem GmbH (Bremen, Germany). 

El 2-APB es de Calbiochem (San Diego, CA). 

 

2.5. siRNAs 

Los siRNAs Control, ORAI1, ORAI2, ORAI3, TRPC1, STIM1 y STIM2 proceden de Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (Heidelberg, Alemania). 

 

2.6. Soluciones y materiales de nucleofección 

Solución A: KH2PO4 88 mM, NaHCO3 14 mM, D-glucosa 2 mM. 

Solución B: ATP 0,36 M, MgCl 0,6 M. 

Las cubetas de nucleofección fueron suministradas por Scarab Genomics (Madison, WI). 

 

2.7. Medios de imagen 

Medio externo completo (MEC): NaCl 145 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 1 mM, D-

glucosa 10 mM, HEPES 10 mM, pH 7,42. 

MEC libre de Ca2+: NaCl 145 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 0,5 mM, D-glucosa 10 mM, 

HEPES 10 mM, pH 7,42. 

Medio interno: KCl 130 mM, MgCl2 2 mM, succinato sódico 5 mM, HEPES 20 Mm, NaCl 5 

mM, KH2PO4 2 mM, EGTA-Tris 0,45 M, H-EDTA-Na 0,1 M en Tris 1 M, ATP 1 mM, pH 6,8. 

 

2.8. Soluciones de electrofisiología 

Solución externa: NaCl 145 mM, KCl 2,8 mM, MgCl2 2mM, CaCl2 10mM, HEPES 10 mM, D-

glucosa 10 mM, pH 7,4. 



III. MATERIAL Y MÉTODOS 

109 
 

Solución interna: CsCl 50 mM, CsF 60 mM, NaCl 10 mM, EGTA 20 mM, HEPES 10 mM, Na+-

ATP 2 mM, pH 7,72 (ajustado con CsOH). 

Cóctel mitocondrial: Ácido pirúvico 2 mM, ácido málico 2 mM, NaH2PO4 1 mM. 

 

2.9. Soluciones y reactivos para ensayo de muerte 

Tampón de unión 10x: HEPES 0,1 M pH 7,4, NaCl 1,4 M, CaCl2 25 mM. 

El marcador anexina V-FITC es de BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ) y el yoduro de 

propidio, de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). 

 

2.10. Reactivos y materiales de PCR 

El TRIzol y el H2O DEPC son de Invitrogen (Carlsbad, CA), el cloroformo, de Sigma-

Aldrich (Steinheim, Alemania) y el isopropanol, de Merck (Darmstadt, Alemania). El kit de 

transcripción reversa High Capacity cDNA Reverse Transcription fue obtenido de Applied 

Biosystems (Foster city, CA). La Taq DNA polimerasa recombinate, el tampón de reacción, el 

CaCl2, los dNTPs, el tampón de carga 6x y la DNA ladder usados en la PCR convencional son 

de Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA). El Redsafe es de iNtRON Biotecnology, 

(Kyungki-Do, Korea) y el bromuro de etidio, de Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). 

El kit utilizado en la qPCR KAPA SYBR FAST qPCR Kit  es de Kapa Biosystems (Boston, MA). El 

H2O grado PCR es de Ambion (Austin, TX). 

Los cebadores utilizados se detallan en la siguiente tabla: 

 
La tabla continúa en la siguiente página. 

Gen Cebadores (5´→3´)
Tamaño de amplicón

(pb)

TRPC1
F: TACTTGCACAAGCCCGGAAT

R: ACCCGACATCTGTCCAAACC
209

TRPC3
F: TGTTCAATGCCTCAGACAGG

R: AGTGTCACTTCACTGAGGTC
343

TRPC4
F: GCTGCTGGCATCTCGCTGGT

R: TGAAGCCCAGGACCCACGGT
317

TRPC5
F: AACTCCCTCTACCTGGCAACTA

R: GGATATGAGACGCAACGAACTT
159

TRPC6
F: CAAGTCCGGCTTACCTGTCA

R: TCACCACTCTGGAGCGTTTC
229
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F: Cebador directo. R: Cebador reverso. 

Los cebadores de Orai1, Orai2 y Orai3 fueron tomados de Takahashi et al., 2007a, 

de STIM1, de Takahashi et al., 2007b y de TRPC7, de Beck et al., 2006. Los cebadores de la 

β-actina fueron modificados de Wang et al., 2000. El resto fueron diseñados utilizando el 

software Primer-BLAST (Ye et al., 2012). La mayoría de los cebadores están diseñados en 

distintos exones dentro del gen diana como control de contaminación por DNA genómico. 

 

2.11. Soluciones, reactivos y anticuerpos para western blotting 

Tampón de muestra 2x: Tris-HCl pH6,8 62,5 mM, SDS 2%, glicerol 10%, 2-Mercaptoetanol 

5%, azul de bromofenol 0,05%. 

Tampón de electroforesis 10x: Trizma base 0,25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3. 

Gen Cebadores (5´→3´)
Tamaño de amplicón

(pb)

TRPC7
F: GTCCGAATGCAAGGAAATCT

R: TGGGTTGTATTTGGCACCTC
478

TRPV4
F: GGGTGGATGAGGTGAACTGG

R: GTCCGGGTTCGAGTTCTTGT3
182

TRPV6
F: CTGGCTCTGCCAAGTGTAAC

R: GAGGAGACTCCCAGATCCTCTT
364

TRPM8
F: GATTCCAAGGCCACGGAGAA

R: GGACTGCGCGATGTAGATGA
345

ORAI1
F: AGCAACGTGCACAAATCTCAA

R: GTCTTATGGCTAACCAGTGA
344

ORAI2
F: CGGCCATAAGGGCATGGATT

R: TTGTGGATGTTGCTCACGGC
333

ORAI3
F: CTCTTCCTTGCTGAAGTTGT

R: CGATTCAGTTCCTCTAGTTC
380

STIM1
F: AGGGTACTGAGAATGAGCGGA

R: CACAGAGGATCTCGATCTGT
399

STIM2
F: TGTCACTGAGTCCACCATGC

R: GGGCGTGTTAGAGGTCCAAA
469

MCU
F: TCCTGGCAGAATTTGGGAGC

R: GGTGGTCGTACGTGGTATGT
320

MICU1
F: CTCGCAGCCTCCCTAAGATG

R: GGAGACAGGGAACTTTGGGG
215

β-actin
F: TACGCCAACACAGTGCTGTCTGG

R: TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT
206
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Tampón de trasferencia (tris-glicina-metanol): Trizma base 25 mM, glicina 192 mM y 

metanol 20%, pH 8,3. 

TBS 10x: Tris-HCl 25 mM y NaCl 0,9%, pH 7,5. 

TTBS: Tris-HCl 2,5 mM y NaCl 0,09%, Tween20 0,1 %. 

SDS-PAGE: Bis/Acrilamida 8 ó 10%, Tris HCl 375 mM pH 8,9, SDS 0,1%, APS 0,05% y TEMED. 

Solución de stripping: Tris-HCl 62,5 mM, SDS 2 %, 2-mercaptoetanol 100 nM. 

La Bis/Acrilamida 30% es de (Bio-Rad Hercules, CA). La membrana de PVDF es de Millipore 

(Bedford, MA). El RIPA y los sustratos ECL son de Thermo Scientific (Waltham, MA). La 

pepstatina, el PMSF, el cóctel inhibidor de proteasas y el Tween20 son de Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemania). El APS y el TEMED son de Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Alemania). 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes: 

 

 

El anticuerpo segundario conejo anti-ratón IgG (ABcam, Cambridge, UK) fue 

utilizado a una dilución 1:1000 en el caso de STIM2 y a 1:10000 para la β-actina. Por otra 

parte, el anticuerpo secundario cabra anti-conejo IgG (Alomone labs, Jerusalén, Israel) fue 

usado a una dilución 1:1000 para poner de manifiesto el resto de proteínas estudiadas. 

Tanto los anticuerpos primarios como los secundarios fueron diluidos en una 

solución TTBS con BSA 0,5 %. 

 

Anticuerpos primarios Tipo Dilución Casa comercial

Conejo anti-ORAI1 Policlonal 1:200 Alomone-Labs

Conejo anti-ORAI2 Policlonal 1:200 Alomone-Labs

Conejo anti-ORAI3 Policlonal 1:200
Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.

Conejo anti-TRPC1 Policlonal 1:200 Alomone-Labs

Ratón anti-TRPC4 Policlonal 1:200
Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.

Conejo anti-STIM1 Policlonal 1:200 Alomone-Labs

Conejo anti-STIM2 Monoclonal 1:200
Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.

Ratón anti-β-actina Monoclonal 1:5000 ABcam
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2.12. Reactivos de las soluciones 

NaCl, NaOH, CaCl2, KCl, MgCl2 6 H2O, CaCl2, NaH2PO4, NaHCO3, D-glucosa son de 

Merck (Darmstadt, Alemania). HEPES, HCl, metanol, 2-mercaptoetanol, glicina, SDS, 

succinato sódico, ácido pirúvico, ácido málico, LaCl3, BaCl2 2H2O, EGTA, EDTA, azul de 

bromofenol, glicerol y N-metil D-glucamina fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemania). CsCl y CsF son de Fisher Scientific (Loughborough, UK). 
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1. Remodelado del Ca2+ intracelular en células de carcinoma de colon y 

sus posibles consecuencias funcionales 

1.1. Las células tumorales de colon humano presentan mayor proliferación y entrada 

capacitativa de Ca2+ que las células normales 

En primer lugar para comenzar con el estudio del remodelado del transporte de Ca2+ 

en el cáncer de colon nos propusimos comparar la ECC en una serie de líneas celulares de 

colon humano. Como modelo de colonocitos normales utilizamos células NCM460 y NCM356, 

mientras que como modelo de adenocarcinoma de colon usamos células SW480-ADH, SW480-

R y HT29. Para el estudio de la ECC llevamos a cabo experimentos de imagen de fluorescencia 

en célula única con la sonda fura-2/AM que nos permite registrar la [Ca2+]C. Previamente, 

tratamos las células con tapsigargina 1 µM en medio libre de Ca2+ durante 10 minutos para 

vaciar los depósitos de Ca2+. Comenzamos cada experimento en medio libre de Ca2+ y, a 

continuación, perfundimos medio con Ca2+ 1 mM lo que va inducir una entrada de Ca2+ en el 

interior de la célula. Este procedimiento nos permite monitorizar la ECC máxima, ya que los 

depósitos de Ca2+ son vaciados por completo (Fig. 36A y 36B). Así, observamos que la ECC es 

mayor en las líneas celulares tumorales de colon que en las normales. La ECC de cada una de 

las líneas celulares tumorales está aumentada de modo significativo al compararla con la de 

cualquiera de las líneas de colonocitos normales. 

Puesto que se ha descrito que la ECC participa en la proliferación celular, el siguiente 

paso fue comparar la proliferación de las líneas celulares estudiadas. Para ello, llevamos a cabo 

un estudio para determinar el número de divisiones celulares que se producen en 72 horas de 

cultivo. Este experimento, además, permite validar nuestro modelo, ya que comprobamos que 

las células tumorales de colon se dividen más que las células normales. La proliferación de 

cada una de las líneas celulares de adenocarcinoma de colon es superior de forma 

estadísticamente significativa a las células normales NCM460, pero no a las células NCM356 

(Fig. 37). Esta última línea celular presenta una proliferación intermedia entre las células 

NCM460 y las células tumorales pudiendo no ser un buen modelo de células normales como, 

de hecho, ha sido descrito. 
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Figura 36. Comparación de la ECC entre células normales y tumorales de colon humano. La ECC fue 

registrada mediante imagen de fluorescencia
 
en células cargadas con fura-2/AM y tratadas con 

tapsigargina 1µM durante 10 min en medio libre de Ca
2+

. A. En la parte superior, se muestran 

imágenes de Ca
2+ 

codificadas en pseudocolor. Los trazados incluidos en la parte inferior son registros 

del ratio de fluorescencia excitando a 340 y 380 nm, indicativo de la [Ca
2+

]C correspondientes a 

células individuales. B. Valores medios del incremento de ECC de cada una de las líneas celulares 

estudiadas. Las barras muestran la media ± EEM de los incrementos del ratio de fluorescencia 

340/380 de tres experimentos independientes (*p˂0,05).  
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Figura 37. Proliferación de células normales y tumorales de colon humano. La proliferación fue 

cuantificada como el número de divisiones que tienen lugar en 72 horas de cultivo. Las barras 

muestran la media ± EEM del número de divisiones de tres experimentos independientes. Se 

obtuvieron diferencias estadísticamente significativas al comparar las células NCM460 con cada 

una de las líneas de adenocarcinoma de colon (*p˂0,05).  

 

Una vez que hemos cuantificado la ECC y la proliferación de cada una de las líneas 

celulares utilizadas en nuestro modelo, nos preguntamos si existe una correlación entre ambas 

variables. Para ello, realizamos una regresión lineal mostrando que existe una fuerte 

correlación entre la ECC y la proliferación de todas las líneas celulares estudiadas (R = 0,948) 

(Fig. 38). Además, comprobamos que la relación positiva entre ambas variables es 

estadísticamente significativa (p˂0,05). Por tanto, la proliferación celular aumenta de manera 

directamente proporcional con la ECC. Este resultado sugiere que el incremento de la ECC en 

las células tumorales con respecto a las normales podría contribuir al aumento de la tasa de 

proliferación. 
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Figura 38. Correlación lineal entre la proliferación y la ECC de las distintas líneas 

celulares utilizadas. Representación de la media ± EEM del número de divisiones celulares 

en 72 horas de cultivo frente a la media ± EEM del incremento del ratio 340/380. 

 

1.2. La invasión de las células de adenocarcinoma de colon está regulada por la 

entrada capacitativa de Ca2+ 

Se ha descrito que la ECC puede estar implicada en la migración e invasión de distintas 

células tumorales. Por tanto, nos propusimos estudiar si la ECC regula la invasión de las células 

tumorales de colon utilizadas en nuestro modelo. Con este propósito estudiamos el efecto del 

antagonista de la ECC 2APB sobre la capacidad de invasión de las células tumorales mediante 

un ensayo utilizando cámaras de invasión formadas por pocillos perforados con una capa de 

Matrigel situada en el fondo. Las células con capacidad de invasión deben desplazarse desde la 

parte superior a la parte inferior de la cámara atravesando, para ello, la capa de Matrigel que 

consiste en una matriz proteica (Fig. 39A). El 2APB reduce el porcentaje de invasión de las 

células tumorales lo que indica que la ECC participa en la invasión de las células HT29 (Fig. 

39B). 
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Figura 39. El 2APB inhibe la invasión de células de adenocarcinoma de colon (HT29). El 

ensayo se lleva cabo en una cámara de invasión con células HT29 en presencia o ausencia 

de 2APB 100 µM. Las células se fijan y se tiñen con azul de toluidina 1%. A. En la imagen se 

ilustra cómo las células invaden desde la parte superior a la inferior de un pocillo 

perforado con Matrigel. La duración del experimento es de 48 h. Las células siguen un 

gradiente de FBS. B. Las barras muestran la media ± EEM de células que invaden en 

presencia o ausencia de 2APB normalizada frente al control y expresada en porcentaje 

(n=3, *p˂0,05). 

 

1.3. Liberación y entrada de Ca2+ inducida por agonistas fisiológicos en células 

normales y tumorales de colon 

Una vez estudiada la ECC inducida por tapsigargina nos planteamos comparar esta vía 

de entrada de Ca2+ en células normales y tumorales de colon de una manera más fisiológica. 

Así, decidimos estudiar la entrada de Ca2+ inducida por agonistas fisiológicos que provocan la 

liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares. Con este fin y para el resto de 

experimentos, utilizamos como modelo de colonocitos normales a las células NCM460, ya que 

es la línea celular que menor ECC y proliferación presenta y que mejor ha sido caracterizada 

como célula normal de epitelio de colon humano. Por otra parte, como modelo de 

adenocarcinoma de colon se utilizaron las células HT29, la cual es una línea ampliamente 

usada en diferentes estudios. 
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La figura 40 muestra que el ATP en medio externo con Ca2+ 1 mM provoca un 

incremento de la [Ca2+]C tanto en las células normales como en las tumorales. Sin embargo, el 

aumento de la [Ca2+] es bastante más elevado y mantenido en las células tumorales que en las 

normales. Este incremento de la [Ca2+]C se debe, en una primera fase, a la liberación de este 

ión desde los depósitos a través de los receptores de IP3 activados tras la unión del agonista a 

los receptores purinérgicos. En una segunda fase, el vaciamiento de los depósitos de Ca2+ 

conlleva la activación de la ECC, lo que va a provocar una entrada mantenida de Ca2+. El 

decaimiento del incremento de Ca2+ que tiene lugar en la segunda fase del registro es mucho 

más rápido en las células normales que en las células tumorales. Este hecho podría ser debido 

a que la entrada de Ca2+ inducida tras la liberación con ATP en las células normales es 

notablemente menor que en las células tumorales. 

 

Figura 40. El ATP induce un incremento de la [Ca
2+

]C mayor en las células tumorales (HT29) que en 

las células normales (NCM460) de colon. Los experimentos tienen lugar en medio con Ca
2+ 

1 Mm 

(Ca1). El incremento de la [Ca
2+

]C se induce utilizando ATP 200 µM. A. Registros representativos del 

ratio de fluorescencia 340/380 de células NCM460 y HT29. Cada trazo es la media ± EEM de los 

registros de 19-23 células individuales. B. Área bajo la curva de registros de Ca
2+

 citosólico de células 

normales y tumorales. Las barras muestran la media ± EEM del área de los registros de fluorescencia 

de 4 experimentos independientes (*p˂0,05). 

 

Posteriormente, nos propusimos estudiar por separado la liberación de Ca2+ inducida 

por agonistas fisiológicos y la subsecuente entrada de Ca2+ (ECC) activada tras el vaciamiento 

de los depósitos en células normales y tumorales de colon. Para este cometido, utilizamos dos 

agonistas fisiológicos, ATP y carbacol. Ambos agonistas son perfundidos en medio libre de Ca2+ 

(Fig. 41). De esta forma, provocan un primer incremento en la [Ca2+]C debido a la liberación de 

Ca2+ del RE al unirse el agonista a receptores de la membrana plasmática acoplados a proteínas 

G. En el caso del ATP estos receptores son los purinérgicos P2Y, mientras que para el carbacol 

son los receptores muscarínicos. Tras el estímulo con el agonista y la liberación de Ca2+ se 

perfunde medio libre de agonista para retirar el estímulo y, a continuación con medio Ca2+ 1 

mM lo que permite evidenciar la ECC. De esta forma, observamos que la liberación de Ca2+ 

0,0

0,4

0,8

1,2

1,6

 NCM460

 HT29

 

Liberación de Ca
2+

+ Entrada de Ca
2+

 

R
a

ti
o

 3
4

0
/3

8
0

1 min

Ca1

ATP

A B

NCM460 HT29
0

50000

100000

150000

200000

 

Á
re

a




IV. RESULTADOS 

121 
 

inducida por ATP es aparentemente mayor en las células tumorales que en las normales (Fig. 

41A y C). El mismo resultado se obtiene, también, con carbacol (Fig. 41B y D). Además, 

sorprendentemente, se observa que los agonistas solo inducen ECC en el caso de las células 

tumorales, pero no en las células normales (Fig. 41A-D). Esto sugiere que en condiciones 

similares a las fisiológicas no se induce ECC en las células normales, al menos en el epitelio de 

colon. Por tanto, en la figura 40 el incremento de Ca2+ inducido por el ATP en medio con Ca2+ 1 

mM en las células normales se debe, exclusivamente, a la liberación de Ca2+, y en las células 

tumorales, tanto a la liberación de Ca2+ como a la ECC. 

 

Figura 41. La liberación de Ca
2+

 inducida por agonistas fisiológicos es superior en las células de 

adenocarcinoma de colon y la posterior entrada de Ca
2+

 tiene lugar solo en las células tumorales y 

no en las normales. La [Ca
2+

]C se registra mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. A y B. 

Registros de la liberación de Ca
2+

 inducida por ATP 200 µM (A) y carbacol 100 µM (B) en medio libre 

de Ca
2+

 (Ca0)
 
y posterior entrada de Ca

2+
 obtenida tras la perfusión de medio con Ca

2+
 1 mM. Los 

trazos corresponden a la media ± EEM de 3-7 experimentos. C y D. Media±EEM de los incrementos 

de Ca
2+

 debidos a la liberación y a la entrada de Ca
2+

 inducida por ATP (C) y carbacol (D) en células 

NCM460 y HT29 (n=3-7 experimentos, *p˂0,05). 
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El incremento de la liberación de Ca2+  inducida por agonistas fisiológicos en las células 

de adenocarcinoma de colon con respecto a las normales podría ser debido, al menos en 

parte, a diferencias en la expresión y/o actividad de los receptores de IP3 de ambos tipos 

celulares. Para averiguarlo, diseñamos un experimento para comparar la liberación de Ca2+ 

inducida directamente por IP3. Así, recurrimos al uso de una molécula de IP3 enjaulado o 

caged-IP3 que se libera mediante fotolisis al incidir sobre la misma luz láser de alta energía. Las 

células NCM460 y HT29 se cargan con fluo-4/AM y se registra el Ca2+ mediante un equipo de 

microscopía confocal en el que disponemos de control de la intensidad y duración de la 

excitación para promover una liberación controlada de IP3 (Fig. 42A-C). La figura 42C muestra 

que el área bajo la curva de los registros de Ca2+ obtenidos es significativamente superior en 

las células tumorales que en las normales, lo que sugiere que la liberación inducida por IP3 está 

aumentada en las células tumorales. Este resultado podría ser debido a que los receptores de 

IP3 de las células tumorales presentan una mayor expresión o muestran una mayor actividad 

que los de las células normales. 

 

Figura 42. La liberación de Ca
2+ 

inducida por IP3 es mayor en las células tumorales de colon que en 

las normales. Las células se cargan con fluo-4/AM e IP3 enjaulado 0,5 µM. La liberación del IP3 

enjaulado se produce al incidir sobre el mismo luz láser de 405 nm en el microscopio confocal con 

control de intensidad y duración de la iluminación. A. Imágenes de fluorescencia codificadas en 

pseudocolor antes y después de la fotolisis del IP3 enjaulado. B. Media ± EEM de los registros de 

fluorescencia de células NCM460 y HT29 de 4 experimentos independientes. C. Las barras muestran 

la media ± EEM de las áreas bajo la curva de los registros de fluorescencia (n=4, *p˂0,05). 
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1.4. El contenido de Ca2+ en los depósitos es menor en las células tumorales que en 

las células normales de colon 

La diferencia en la liberación de Ca2+ en las células tumorales podría estar relacionada 

con un aumento del contenido de Ca2+ de los depósitos en las mismas respecto a las células 

normales. Con el objetivo de contrastar esta hipótesis estudiamos el nivel de llenado de los 

depósitos intracelulares de Ca2+ en células normales y tumorales. Para ello, tratamos las 

células NCM460 y HT29 con ácido ciclopiazónico en medio libre de Ca2+. La [Ca2+]C se registra 

mediante imagen de fluorescencia, de nuevo, con fura-2/AM. El ácido ciclopiazónico es un 

inhibidor reversible de la SERCA que permite registrar la salida pasiva del Ca2+ contenido en los 

depósitos a través de los canales tipo fuga o leak. Seguidamente, se perfunde ATP en medio 

libre de Ca2+ para comprobar cuánto Ca2+ resta en los depósitos. Sorprendentemente, los 

apartados A y B de la figura 43 muestran que la salida pasiva de Ca2+ inducida por el ácido 

ciclopiazónico es menor en las células tumorales que en las normales lo que sugiere que el 

contenido de Ca2+ en las células tumorales es inferior que en las células normales. Al contrario 

de las células tumorales, las células normales todavía presentan algo de Ca2+ en sus depósitos 

tras el tratamiento con el ácido ciclopiazónico como podemos ver tras añadir ATP (Fig. 43).  

Otra forma de estimar el Ca2+ contenido en los depósitos es mediante el uso de la 

ionomicina a baja concentración (Bird et al., 2008) en medio libre de Ca2+ (Fig. 43C y D). La 

ionomicina es un ionóforo de Ca2+ que, a bajas concentraciones, se inserta en la membrana de 

los depósitos permitiendo la salida de este ión al citosol. El tratamiento en medio libre de Ca2+ 

evita que éste entre desde el exterior celular debido a la posible presencia del ionóforo en la 

membrana plasmática. El experimento nos permite observar, de la misma forma que con el 

ácido ciclopiazónico, que las células tumorales presentan un menor contenido de Ca2+ en sus 

depósitos que las células normales. La posterior perfusión con el ATP en medio libre de Ca2+ no 

muestra liberación lo que indica que la ionomicina nos permite estimar todo el Ca2+ contenido 

en los depósitos. El registro del Ca2+ citosólico con ionomicina lo llevamos a cabo con fura-

4F/AM, ya que el fura-2/AM se satura y no permite ver las diferencias entre los registros de 

ambos tipos celulares (resultados no mostrados). 
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Figura 43. El contenido de Ca
2+

 de los depósitos es menor en las células tumorales que en las 

normales. El contenido de Ca
2+

 de los depósitos fue registrado en células NCM460 y HT29 con 

ácido ciclopiazónico 30 µM (A y B) y con ionomicina 400 nM (C y D) en medio libre de Ca
2+

 (Ca0). 

Se utiliza fura-2/AM en los experimentos con ácido ciclopiazónico y fura-4F/AM en los 

experimentos con ionomicina para registrar el Ca
2+

 citosólico como ratio de fluorescencia 

340/380. Los registros de Ca
2+ 

son la media ± EEM de 4 experimentos independientes con ácido 

ciclopiazónico (A) y de 7 experimentos con ionomicina (C). Las barras muestran la media ± EEM 

del área bajo la curva de los registros con ácido ciclopiazónico (B) y con ionomicina (D) (n=4 

experimentos, *p˂0,05). 

 

1.5. El vaciamiento de los depósitos inducido por ATP es superior en las células 

tumorales que en las normales  

El resultado anterior sería contrario al esperado, ya que no es consistente con la mayor 

liberación de Ca2+ en las células tumorales. Sin embargo, podría explicar perfectamente por 

qué solo se induce la ECC con agonistas fisiológicos en estas células y no en las normales. Este 

hecho podría deberse a que los depósitos de Ca2+ están parcialmente vacíos en las células 

tumorales, y que además, la liberación de Ca2+ es más alta en estas células. Por consiguiente, el 

vaciamiento inducido por agonistas en las células de adenocarcinoma de colon sería más 

efectivo que en las células normales. Para comprobarlo nos propusimos estudiar el porcentaje 

de vaciamiento de los depósitos tanto de las células normales NCM460 como de las tumorales 

HT29. Así, inducimos la liberación de Ca2+ con un agonista fisiológico, ATP, y posteriormente, 

en tratamos las células con ionomicina en medio libre de Ca2+ para determinar cuál es el 

contenido restante de Ca2+ de los depósitos tras esa liberación (Fig. 44A y B). En las células 

tumorales el incremento de Ca2+ generado por la liberación parece superior al provocado por 
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la ionomicina lo que sugiere que en las células tumorales parece liberarse más de la mitad del 

contenido total de los depósitos de Ca2+ (Fig. 44A). Esto no ocurre en el caso de las células 

normales donde la liberación de Ca2+ inducida por ATP parece bastante menor que el 

contenido restante de Ca2+ de los depósitos (Fig. 44A). Este experimento nos va a permitir 

calcular el porcentaje de liberación de Ca2+ respecto al contenido total, o lo que es lo mismo, el 

porcentaje de vaciamiento inducido por el ATP. Para ello, determinamos los áreas bajo la curva 

de los incrementos generados por el ATP y por la ionomicina, y consideramos la suma de 

ambos como el total de Ca2+ contenido en los depósitos. Encontramos que el ATP vacía los 

depósitos de las células tumorales entorno a un 60%, mientras que los de las células normales 

tan solo se reducen en un 20% (Fig. 44B). 

 

Figura 44. El vaciamiento de los depósitos de Ca
2+

 inducido por ATP es mayor en las células 

tumorales de colon que en las normales. La cantidad de Ca
2+

 restante de los depósitos tras la 

liberación inducida por ATP 200 µM es determinada con ionomicina 400 nM en las mismas células. El 

registro de Ca
2+

 citosólico tiene lugar con fura-2/AM en medio libre de Ca
2+

. A. Media ± EEM de los 

registros del ratio 340/380 de menos 4-5 experimentos independientes. B. Porcentaje de vaciamiento 

de Ca
2+

 inducido por ATP calculado como porcentaje del área bajo la curva de la liberación de Ca
2+

 

respecto a la suma de los áreas bajo ambas curvas del registro. Las barras muestran la media ± EEM de 

los porcentajes de vaciamiento de células NCM460 y HT29 (n=4-5 experimentos, *p˂0,05). 

 

Por último, utilizando los resultados obtenidos realizamos una estimación del 

contenido de Ca2+ de los depósitos tras la liberación inducida por el ATP en células normales y 

tumorales. Para ello, tomamos como referencia del contenido total de Ca2+ el área bajo la 

curva del registro con ionomicina en medio libre de Ca2+ de la figura 43D y le aplicamos el 

porcentaje de vaciamiento reflejado en la figura 44B. Así, en la figura 45 se representa el 

contenido de Ca2+ de los depósitos antes y después de la liberación con el agonista fisiológico 

en células normales y tumorales. En la misma se aprecia que las células normales presentan un 

contenido de Ca2+ en los depósitos muy superior al que aparece en las células de 

adenocarcinoma y que la liberación, en las células normales, apenas provoca una pequeña 

disminución en su contenido. Por el contrario, los depósitos de Ca2+ de las células tumorales 

están parcialmente vacíos y la liberación con el agonista reduce su contenido de manera 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

 NCM460

 HT29

R
a

ti
o

 3
4

0
/3

8
0

1 min

Ca0

ATP Ionomicina
NCM460 HT29

0

10

20

30

40

50

60

70

%
 v

a
c

ia
m

ie
n

to
 d

e
 C

a
2

+
 

in
d

u
c

id
o

 p
o

r 
A

T
P


A B



IV. RESULTADOS 

126 
 

sustancial. Si consideramos que ambos tipos celulares presentan el mismo umbral de 

activación de la ECC, éste se alcanzaría tras la liberación de Ca2+ con ATP solo en el caso de las 

células tumorales lo que explicaría de un modo sencillo la ausencia de activación de ECC en 

células normales mediante estímulos fisiológicos.  

 

Figura 45. Contenido de Ca
2+ 

de los depósitos antes y después de la liberación inducida por ATP 

en células normales y tumorales de colon. Los valores del contenido de Ca
2+

 antes del ATP son 

tomados de la figura 42D a los que se le aplican los porcentajes de vaciamiento de la figura 43D 

para obtener los valores del contenido después del ATP. El umbral hipotético de activación de la 

ECC se estima teniendo en cuenta que solo en el caso de las células tumorales se activa la ECC 

tras la liberación de Ca
2+

 con ATP. 

 

1.6. Las células tumorales de colon son más resistentes a la muerte que las células 

normales 

El contenido de Ca2+ de los depósitos tiene un papel relevante en la regulación de la 

resistencia a la muerte celular y la supervivencia (Prevarskaya et al, 2014). Como consecuencia, 

dado que las células normales y tumorales de colon presentan diferencias en el contenido de 

Ca2+ de los depósitos nos propusimos comparar la resistencia a la muerte celular inducida por 

estrés oxidativo con H2O2 en ambos tipos celulares (Fig. 46A y B). Para llevar a cabo este 

cometido realizamos un ensayo de muerte celular con anexina V y yoduro de propidio 

mediante citometría de flujo. La anexina V se va a unir a las células que sufren apoptosis, tanto 

temprana como tardía, así como a las células necróticas. En cambio, el yoduro de propidio se 

une a células en apoptosis tardía y necrosis. Por tanto, este ensayo nos permite identificar el 

total de células que han sufrido muerte, tanto por apoptosis como por necrosis. El resultado 

del experimento muestra que la muerte celular es menor en las células tumorales que en las 

células normales, tanto en situación de reposo como tras el estímulo apoptótico. Es decir, que 

las células tumorales presentan mayor resistencia a la muerte inducida por estrés oxidativo 
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que las células normales. Este dato sugiere que la disminución del contenido de Ca2+ de los 

depósitos podría contribuir al aumento de la resistencia a la muerte de las células de 

adenocarcinoma de colon. 

 

Figura 46. Las células de adenocarcinoma de colon son más resistentes a la muerte que las 

células normales. A. Resistencia a la muerte celular inducida mediante estrés oxidativo en 

células NCM460 y HT29. A. Ensayo representativo de muerte celular de doble marcaje con 

anexina V-FITC y yoduro de propidio analizado mediante citometría de flujo. Las células se 

tratan con H2O2 2 mM durante 150 min. B. Porcentaje total de muerte de células tratadas y no 

tratadas con H2O2 (apoptosis temprana, tardía y necrosis). Las barras muestran la media ± EEM 

de un ensayo de tres replicas representativo de 5 experimentos. 
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1.7. El potencial de membrana y la [Ca2+] basal en el citosol son mayores en las 

células de adenocarcinoma de colon que en las células normales 

La entrada capacitativa de Ca2+ inducida por tapsigargina o por agonistas fisiológicos es 

superior en las células de adenocarcinoma de colon que en las normales. Esta característica de 

las células tumorales podría ser debida a un cambio en el potencial de membrana de las 

mismas, ya que éste contribuye a la fuerza electromotriz con la que se transporta el Ca2+ desde 

el exterior hacia el citosol. Por tanto, nos propusimos determinar el potencial de membrana de 

las células normales y tumorales. Para ello, llevamos a cabo registros electrofisiológicos de 

ambos tipos celulares en un equipo de patch-clamp planar en la configuración whole-cell 

fijando la corriente. El potencial de membrana de las células NCM460 resultó ser de -45 mV, 

mientras que el de las células HT29, de -64 mV (Fig. 47). Por tanto, las células tumorales están 

hiperpolarizadas si las comparamos con las células normales. Por consiguiente, el potencial de 

membrana más negativo de las células tumorales podría contribuir a que la entrada de Ca2+ 

sea superior en esas células. 

 

Figura 47. El potencial de membrana en reposo es más negativo en las células de 

adenocarcinoma de colon que en las normales. La determinación de los potenciales se lleva a 

cabo utilizando técnicas de patch-clamp planar en la configuración whole cell fijando la 

corriente. Las barras muestran la media ± EEM del potencial de membrana en reposo de 22 

células NCM460 y 33 células HT29. 

 

Las células tumorales, como hemos observado, presentan mayor potencial de 

membrana, mayor liberación de Ca2+ y mayor ECC. Todo ello pudiera contribuir al 

mantenimiento de la concentración basal de Ca2+. Por ello, nos propusimos comparar la [Ca2+]C 

en estado de reposo en ambos tipos celulares. Por consiguiente, registramos la [Ca2+]C con 

fura-2/AM en medio con Ca2+ 1 mM mediante imagen de fluorescencia en células NCM460 y 

HT29 (Fig. 48A y B). Como consecuencia, los resultados muestran que la [Ca2+]C en las células 

tumorales de adenocarcinoma de colon esta aumentada con respecto a las normales. 
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Figura 48. Los niveles basales de la [Ca
2+

]C son mayores en las células tumorales que en las células 

normales de colon. El registro de Ca
2+

 citosólico tiene lugar con fura-2/AM como ratio de 

fluorescencia 340/380 en medio con Ca
2+

 1 mM (Ca1). A. Media ± EEM de registros del ratio 340/380 

de 4 experimentos independientes en células NCM460 y HT29 con 19-33 células cada uno. B. Las 

barras representan la media ± EEM de los promedios de los datos del ratio 340/380 en cada captura 

de los registros (n=4 experimentos, *p˂0,05). 

 

1.8. La captación mitocondrial de Ca2+ en las células tumorales de colon es superior a 

la de las células normales 

La mitocondria se considera un orgánulo importante en la regulación de la ECC dentro 

de la célula puesto que actúa como un tampón de Ca2+ favoreciendo su activación y limitando 

su inactivación (Watson y Parekh, 2012). Dado que la ECC es superior en las células tumorales 

que en las normales, este hecho podría estar relacionado con la existencia de diferencias en la 

captación de Ca2+ mitocondrial de ambos tipos celulares. Por tanto, nos propusimos comparar 

la captación de Ca2+ a través de las mitocondrias de células normales y de adenocarcinoma de 

colon. Para ello, llevamos a cabo experimentos de imagen de bioluminiscencia utilizando 

aequorina mitocondrial. La aequorina se expresa en las células con el vector GFP-AEQmit y, a 

continuación, ésta se dirige a la matriz mitocondrial. La proteína GFP nos permite seleccionar 

en el campo del microscopio las células transfectadas. Para la monitorización del Ca2+ con 

aequorina es necesario reconstituir con celenterazina antes de iniciar el experimento. La unión 

del Ca2+ en la aequorina emite fotones de luz que son captados por la cámara de 

bioluminiscencia (Fig. 49A). 

En primer lugar, nos planteamos monitorizar la captación de Ca2+ mitocondrial 

inducida por la ECC en células normales y tumorales. Por consiguiente, tratamos las células 

NCM460 y HT29 previamente con tapsigargina en medio libre de Ca2+. A continuación, 

iniciamos el registro y perfundimos medio con Ca2+ 1 mM para inducir la entrada de Ca2+. La 

figuras 49B y 49C muestran que tanto en las células normales como en las tumorales las 

mitocondrias captan Ca2+ procedente de la ECC. Sin embargo, las mitocondrias de las células 

tumorales captan más Ca2+ que las de las células normales. Esta circunstancia es consistente 
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con el hecho de que la entrada de Ca2+ hacia el interior del citosol es mayor en las células 

tumorales. 

 

Figura 49. La captación de Ca
2+ 

mitocondrial inducida por la ECC es mayor en las células 

tumorales de colon que en las normales. Las células se transfectan con aequorina 

mitocondrial (GFP-AEQmit) y a las 24 h se reconstituyen con celenterazina wt. La [Ca
2+

]mit es 

registrada mediante imagen de bioluminiscencia. La ECC se registra pretratando las células 

normales y tumorales con tapsigargina 1 µM durante 10 min en medio libre de Ca
2+

 y 

perfundiendo, posteriormente, medio con Ca
2+

 1 mM. A. La imagen de la izquierda muestra 

una célula HT29 expresando la aequorina (unida a GFP) y la de la derecha, la misma célula 

emitiendo fotones tras la unión del Ca
2+

 a la aequorina en el interior de las mitocondrias. B. 

Media ± EEM de registros de la [Ca
2+

]mit de 5 experimentos independientes en NCM460 y 

HT29. C. Las barras representan la media ± EEM de los incrementos de la [Ca
2+

]mit de células 

normales y tumorales (n=5 experimentos, *p˂0,05). 
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La mitocondria regula la activación de los canales operados por depósitos actuando 

como un tampón del Ca2+ liberado a través del receptor de IP3 (Gilabert et al., 2001). Además, 

anteriormente observamos que la liberación de Ca2+ es superior en las células tumorales que 

en las normales por lo que nos propusimos comparar la captación mitocondrial de Ca2+ 

promovida por la liberación de Ca2+ inducida por ATP en ambos tipos celulares. El registro de la 

[Ca2+]mit se lleva a cabo en medio libre de Ca2+ para evitar la entrada de Ca2+ desde el exterior 

tras la liberación (Fig. 50A y B). De esta forma, la captación de Ca2+ mitocondrial procedente de 

la liberación se produce tanto en las células NCM460 como en las HT29, siendo de nuevo 

significativamente mayor en las células tumorales de colon que en las normales.  

 

Figura 50. La captación mitocondrial del Ca
2+

 liberado con ATP es superior en las células tumorales 

que en las células normales de colon. El registro de la [Ca
2+

]mit tiene lugar con GFP-AEQmit mediante 

imagen de bioluminiscencia. Las células se reconstituyen con celenterazina h. Se perfunde ATP 200 

µM en medio libre de Ca
2+

. A. Media ± EEM de registros de la [Ca
2+

]mit de al menos 6 experimentos 

independientes en células NCM460 y HT29 con 5-18 células por experimento. B. Las barras muestran 

la media ± EEM de los incrementos de la [Ca
2+

]mit de las mismas células (n≥6, *p˂0,05). 

 

La captación de Ca2+ mitocondrial estudiada en las figuras 49 y 50 depende del 

aumento de la [Ca2+]C consecuencia de la ECC o de la liberación de Ca2+ inducida por agonistas, 

respectivamente. Es decir, el aumento de la entrada de Ca2+ en las mitocondrias de las células 

tumorales con respecto a las normales podría deberse simplemente a la presencia de una 

mayor ECC o liberación de Ca2+, según corresponda. Para registrar la captación de Ca2+ 

mitocondrial de manera independiente de la magnitud del incremento de Ca2+ en el citosol 

realizamos un ensayo de captación de Ca2+ mitocondrial en células permeabilizadas. De esta 

forma, monitorizamos la entrada de Ca2+ en la mitocondria inducida por el mismo incremento 

en la [Ca2+]C en ambos tipos celulares. Para ello, permeabilizamos las células con digitonina 10 

µM, y perfundimos medio con Ca2+ 200 nM, ya que ésta es una [Ca2+] similar a la del citosol en 

reposo. Seguidamente, aplicamos medio con Ca2+ 5,7 µM simulando un incremento en la 

[Ca2+]C que va a provocar un aumento en la entrada de Ca2+ en la mitocondria (Fig. 51A y B). 

Así, observamos que el mismo incremento en la [Ca2+]C induce, también, una captación de Ca2+ 
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con digitonina 10 µM. Esto indica que las mitocondrias de las células tumorales presentan 

mayor capacidad intrínseca para captar Ca2+ que las de las células normales.  

 

Figura 51. La entrada de Ca
2+ 

en la mitocondria es mayor en las células permeabilizadas tumorales 

que en las normales. Las células fueron transfectados con GFP-AEQmit y la reconstitución tuvo lugar 

con celenterazina n. La permeabilización de las células fue llevada a cabo con digitonina 10 µM en 

medio con Ca
2+

 200 nM  y la entrada de Ca
2+

 en las mitocondrias fue inducida con medio intracelular 

con Ca
2+

 5,7 µM. A. Media ± EEM de los registros de la [Ca
2+

]mit de 49 células NCM460 y de 15 células 

HT29. B. Las barras muestran la media ± EEM de los incrementos de la [Ca
2+

]mit de las de células 

normales y tumorales permeabilizadas (*p˂0,05). 

 

1.9. Los niveles de expresión de MCU y MICU1 no varía entre células normales y 

tumorales de colon 

La mayor captación intrínseca de Ca2+ por parte de las mitocondrias de las células 

tumorales al compararla con la de las células normales podría explicarse por cambios en la 

expresión del canal de Ca2+ que permite la entrada del mismo en la matriz mitocondrial y de 

algunos de sus reguladores. Por tanto, decidimos estudiar la expresión de MCU, el uniportador 

de Ca2+ mitocondrial, y de MICU1, uno de sus principales reguladores, en las células NCM460 y 

HT29. Para ello, realizamos una RT-PCR con la que comprobamos que ambos se expresan a 

nivel de mRNA tanto en las células normales como en las tumorales de colon humano (Fig. 52A 

y B).  

A continuación, determinamos los niveles de expresión de su mRNA mediante qRT-PCR 

utilizando a la β-actina como gen de referencia. Así, observamos que no hay diferencias 

significativas en la expresión de mRNA de MCU ni de MICU1 entre células normales y 

tumorales (Fig. 52C). El resultado sugiere que las diferencias en la captación de Ca2+ 

mitocondrial entre células normales y tumorales no se deben a cambios en la expresión de dos 

de sus participantes moleculares, MCU y MICU1. 
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Figura 52. Expresión de MCU y MICU1 a nivel de mRNA en células normales y tumorales de 

colon. A y B. RT-PCR de MCU y MICU1 en células NCM460 Y HT29. Las imágenes muestran las 

bandas correspondientes a la expresión de MCU (A) y MICU1 (B). Cada imagen se corresponde 

con una RT-PCR representativa de tres experimentos independientes. La β-actina es utilizada 

como un control endógeno. C. qRT-PCR que muestra los niveles de expresión de MCU y MICU1 

normalizados respecto a la β-actina en células normales y tumorales de colon. Las barras se 

corresponden con la abundancia relativa del mRNA expresada como 2
-ΔCt 

de al menos tres 

experimentos independientes (*p˂0,05). 

 

1.10. Las mitocondrias de las células tumorales están hiperpolarizadas 

El potencial mitocondrial determina la fuerza electromotriz que impulsa la entrada de 

Ca2+ en el interior de la mitocondria. Por consiguiente, un cambio en el potencial mitocondrial 
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matriz mitocondrial de acuerdo a su potencial. Cuanto mayor es la acumulación de esta sonda 

en la mitocondria más negativo será su potencial y, como consecuencia, mayor será la fuerza 
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acumulación del TMRM es superior en las células tumorales lo que indica que las mitocondrias 

en estas células están hiperpolarizadas con respecto a las de las células normales. El resultado 

es consistente con el aumento de la entrada de Ca2+ en la mitocondria de las células tumorales 

frente a las normales. 

 

Figura 53. Comparación del potencial mitocondria determinado con TMRM en células 

normales y de adenocarcinoma de colon. Las células se cargan con TMRM 50 nM durante 

15 min y se capturan imágenes mediante microscopía de fluorescencia. A. Imágenes de 

fluorescencia representativas codificadas en pseudocolor de células NCM460 y HT29 

cargadas con TMRM. B. Las barras muestran la media ± EEM de la fluorescencia de 6 

experimentos independientes con 13-49 células por cada uno de ellos (*p˂0,05). 
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2. Estudio de las corrientes iónicas operadas por depósitos de 

células normales y tumorales de colon 

Para caracterizar en más detalle el remodelado de la entrada de Ca2+ en las células 

tumorales se estudiaron las corrientes iónicas mediadas por los SOCs en ambos tipos celulares. 

Para el registro de la ISOC utilizamos técnicas electrofisiológicas de patch-clamp planar en 

configuración whole-cell fijando el voltaje. La activación de esta corriente se lleva a cabo con 

una solución interna que contiene EGTA 20 mM. El alto contenido en EGTA de la solución 

permite tamponar el Ca2+ intracelular provocando el vaciamiento pasivo de los depósitos e 

impidiendo la inactivación de las corrientes. 

Las células normales NCM460 presentan una ISOC con un componente entrante que 

muestra una baja amplitud de corriente a -80 mV y que carece de un componente saliente. La 

relación corriente-voltaje de la misma contiene una fuerte rectificación entrante y un potencial 

de reversión a valores muy positivos (Fig. 54A). Todas estas características de la ISOC parecen 

indicar que se trate de una corriente similar a la ICRAC (Hoth y Penner, 1992). En la figura 53B 

aparece representado el curso temporal de la corriente a -80 mV en el que se aprecia la 

activación con EGTA 20 mM. Sin embargo, no se observa inactivación, como consecuencia de 

la alta concentración del tampón. En cuanto a la corriente ISOC de las células tumorales HT29, 

observamos que ésta difiere bastante de la de las células normales. Los registros muestran dos 

perfiles distintos de corriente ISOC. El primero, presente en el 36% de las células examinadas se 

trata de una corriente parecida a ICRAC, ya que en la relación corriente-voltaje obtenemos solo 

un componente entrante con una fuerte rectificación (Fig. 54C, D). El segundo, observado en el 

64 % restante, podría ser una mezcla de corrientes ICRAC e ISOC no selectiva. Presenta una 

relación corriente-voltaje con un componente entrante de amplitud de corriente similar al 

primero y un componente saliente con rectificación (Fig. 54E). 

Si comparamos la magnitud de la ISOC obtenemos que la amplitud máxima del 

componente entrante de la corriente de las células tumorales medida a -80 mV es superior al 

de las células normales y que solo las células tumorales presentan un componente saliente a 

+80 mV (Fig. 54F). Por tanto, el aumento de la ECC de las células tumorales con respecto a las 

células tumorales podría ser explicado por una mayor amplitud de la ISOC en las células de 

adenocarcinoma de colon. 
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Figura 54. Corrientes ISOC en células normales y tumorales de colon. Las corrientes se registran 

mediante técnicas electrofisiológicas de patch-clamp planar en configuración whole-cell fijando el 

voltaje y son normalizadas respecto a la capacitancia de la célula. La activación de la ISOC se lleva a 

cabo con una solución interna de EGTA 20 mM. A. Media ± EEM de los registros I-V de ISOC de 18 

células NCM460. B. Registro curso temporal de la ISOC a -80 mV en células NCM460 (media ± EEM, 

n=18 células). C. Media ± EEM de los registros I-V de ISOC del 36% de las células HT29 estudiadas 

(n=11 células). D. Registro curso temporal de la ISOC a -80 mV en células HT29 (media ± EEM, n=31 

células). E. Media ± EEM de los registros I-V de ISOC del 64% de las células HT29 estudiadas (n=20 

células). F. Media ± EEM de la amplitud máxima de la ISOC a -80 mV (componente entrante) y a +80 

mV (componente saliente) de 18 células normales y 31 células tumorales (*p˂0,05). 
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Además de registrar la ISOC inducida por EGTA 20 mM, llevamos a cabo experimentos 

con tapsigargina y con ATP como agonista fisiológico en células normales y tumorales. Los 

resultados obtenidos de esta forma fueron similares a los descritos anteriormente en cuanto a 

la presencia de distintos perfiles de ISOC y de la diferencia en la magnitud de corriente entre 

ambos tipos celulares (resultados no mostrados). 

A continuación, decidimos estudiar la selectividad a Ca2+ de las corrientes obtenidas en 

las células tumorales. La corriente de las células normales solo tiene un componente que 

parece ICRAC, por tanto, selectivo a Ca2+. Sin embargo, la corriente de las células tumorales 

presenta al menos dos componentes que debemos caracterizar. El objetivo del siguiente 

experimento es comprobar si la ISOC de las células tumorales se corresponde con una corriente 

de Ca2+. Para ello, sustituimos el Na+ por N-metil-D-glutamina (NMDG+) en la solución externa. 

La NMDG+ no es transportada a través de la membrana por lo que reduce la amplitud de la 

corriente que estaría mediada por Na+ en condiciones fisiológicas. En este caso, la ISOC es 

activada con tapsigargina que induce el vaciamiento pasivo de los depósitos de Ca2+. Al 

representar la relación corriente-voltaje observamos que el componente entrante de la 

corriente no varía al sustituir el Na+ por la NMDG+ lo que indica que no está mediada por Na+ 

(Fig. 55A). El mismo resultado aparece en las figuras 55B y 55C donde se muestran la secuencia 

temporal y la amplitud máxima de la corriente a -80 mV, respectivamente. Al descartar que el 

componente entrante de la corriente fuera selectivo a Na+ implicaría que pudiera ser selectiva 

a Ca2+. La selectividad a Ca2+ del componente entrante es confirmado sustituyendo el Ca2+ por 

Ba2+, puesto que comprobamos que la amplitud del mismo se reduce al llevar a cabo esta 

operación (Fig. 55D). Por consiguiente, el componente entrante podría ser en su mayoría ICRAC, 

en la que estaría participando ORAI1, ya que es el canal implicado en la misma más selectivo 

para este ión. En cambio, el componente saliente de la corriente desaparece prácticamente 

por completo con NMDG+ lo que sugiere que el principal ión transportado es el Na+ siendo, por 

tanto, esta corriente no selectiva a Ca2+ (Fig. 55A). 
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Figura 55. Selectividad iónica
 
de la ISOC  en células tumorales HT29. Las corrientes son registradas 

mediante técnicas electrofisiológicas de patch-clamp planar en configuración whole-cell fijando el 

voltaje y son normalizadas respecto a la capacitancia de la célula. A. Registro I-V representativo 

de ISOC en células tumorales conteniendo Na
+
 o NMDG

+
 en la solución externa. La activación de la 

ISOC se lleva a cabo con tapsigargina 1 µM en la solución externa. B. Media ± EEM de los registros 

curso temporales de la ISOC a -80 mV de 9 células tumorales. El registro comienza con NMDG
+
 y es 

sustituido por Na
+
. C. Media ± EEM de la amplitud máxima de la ISOC a -80 mV de 9 células 

tumorales en presencia de Na
+
 o NMDG

+
 externa (*p˂0,05). D. Media ± EEM de los registros 

curso temporales de la ISOC a -80 mV en células tumorales en presencia de Ca
2+ 

o Ba
2+ 

extracelular 

(n≥6 células). La ISOC es activada con EGTA 20 mM en la solución externa. 

 

El siguiente paso fue estudiar la sensibilidad a antagonistas de las corrientes 

encontradas en ambos tipos celulares. El ión La3+, un antagonista clásico de los SOCs, inhibe 

casi por completo la corriente parecida a ICRAC en las células normales, así como el componente 

entrante y saliente de la corriente de las células tumorales (datos no mostrados). El inhibidor 

de la ECC 2APB a una concentración de 30 µM reduce de manera sustancial la corriente 

parecida a ICRAC de las células normales (Fig. 56A). El 2APB, utilizado a la misma concentración, 

inhibe, también, considerablemente el componente entrante de la corriente de las células 

tumorales. Sin embargo, no inhibe el componente saliente de la corriente en esas células (Fig. 

56B y D). El aumento de la concentración de 2APB a 100 µM inhibe ahora tanto el componente 

entrante como el saliente de las células tumorales (Fig. 56C y D). Por tanto, el 2APB a baja 

concentración puede que nos permita separar las dos corrientes presentes en las células 

tumorales. Este resultado sugiere que la parte sensible a 2APB 30 µM del componente 

entrante de la corriente de las células tumorales se correspondería con una corriente parecida 
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a ICRAC y que el componente saliente en su totalidad conjuntamente con la parte restante del 

componente entrante pertenecería a una corriente ISOC no selectiva a Ca2+. 

Por otra lado, se ha descrito que el 2APB potencia la ISOC mediada por ORAI3 (Lis et al., 

2007). Nuestros resultados sugieren, por tanto, que Orai3 no participa en las corrientes 

estudiadas ni en células normales ni en las tumorales.  

 

Figura 56. Sensibilidad de la ISOC a 2APB en células normales y tumorales de colon. Las corrientes 

son registradas mediante técnicas electrofisiológicas de patch-clamp planar en configuración 

whole-cell fijando el voltaje y son normalizadas respecto a la capacitancia de la célula. La 

activación de la ISOC se lleva a cabo con tapsigargina 1 µM en la solución externa. A. Registro I-V 

representativo de ISOC en presencia o ausencia de 2APB 30 µM en células NCM460 (n=11 células). 

B. Registro I-V representativo de ISOC en presencia o ausencia de 2APB 30 µM en células HT29 

(n=6 células). C. Registro I-V representativo de ISOC en presencia o ausencia de 2APB 100 µM en 

células HT29 (n=12 células). D. Media±EEM de la amplitud máxima de la ISOC a -80 mV 

(componente entrante) y a +80 mV (componente saliente) en presencia o ausencia de 2APB 30 y 

100 µM en células tumorales (n=5-12 células, *p˂0,05).  
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3. Bases moleculares del remodelado de la entrada capacitativa 

de Ca2+ 

3.1. Expresión de los posibles componentes moleculares de la entrada capacitativa 

de Ca2+ en células normales y tumorales de colon a nivel de mRNA 

Las diferencias en la ECC y la ISOC de las células normales y tumorales observadas hasta 

el momento podrían ser debidas a una expresión diferencial de los componentes moleculares 

implicados en las mismas. Por tanto, nos propusimos estudiar la expresión de los posibles 

participantes de la ECC en ambos tipos celulares, NCM460 y HT29. Primero, decidimos 

identificar qué participantes se expresan a nivel de mRNA para lo cual llevamos a cabo un 

estudio basado en RT-PCR. 

 

Figura 57. Expresión de canales de la familia de los TRPCs a nivel de mRNA en células 

normales y tumorales de colon. La expresión fue estudiada mediante RT-PCR en células 

NCM460 y HT29. Las imágenes muestran las bandas de expresión de los TRPCs y de la β-actina 

que fue utilizada como control endógeno. El RNA de las células A549 fue usado como control 

positivo de la expresión de TRPC3 y TRPC6 y el de las hCASMCs, como control positivo de 

TRPC5. Las imágenes que se muestran son resultados representativos de al menos 3 

experimentos independientes. 
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La mayoría de los canales integrantes de la familia de los TRPCs han sido relacionados 

con la ECC por lo que comenzamos realizando una RT-PCR de todos ellos, excepto de TRPC2, ya 

que en humanos se trata de un pseudogen (Fig. 57). Como consecuencia, observamos que solo 

los mRNA de TRPC1 y TRPC4 se expresan tanto en las células normales como en las tumorales 

de colon. En cambio, TRPC7 solo está presente en los colonocitos normales, mientras que 

TRPC3, TRPC5 y TRPC6 no aparecen en ninguna de las dos líneas celulares. Además, nos 

planteamos estudiar la expresión a nivel de mRNA de otros tres canales que han sido 

relacionados con la ECC y que pertenecen a la superfamilia de los TRPs: TRPV4, TRPV6 y 

TRPM8 (Fig. 58). Encontramos que TRPV4 no se expresa en ninguno de los dos tipos celulares. 

Sin embargo, TRPV6 y TRPM8 aparecen solo en las células normales. Por consiguiente, TRPC7, 

TRPV6 y TRPM8 podrían participar solo en la ECC de las células normales y TRPC1 y TRPC4, en 

la de ambos tipos celulares. 

 

Figura 58. Expresión a nivel de mRNA de los canales TRPV4, TRPV6 y TRPM8 en células 

normales y tumorales de colon. Las imágenes muestran las bandas específicas de los productos 

de RT-PCR de TRPV4, TRPV6 y TRPM8 en células NCM460 y HT29. La expresión de la β-actina 

fue usada como control endógeno. El RNA de las hCASMCs fue utilizado como control positivo 

de la expresión de TRPV4. Las imágenes que se muestran son resultados representativos de al 

menos 3 experimentos independientes. 

 

Los componentes moleculares de la ECC más ampliamente reconocidos son los canales 

de la familia ORAI (1-3) y la de los sensores de Ca2+, STIM (1 y 2). Algunos de ellos son 

responsables de la ICRAC, corriente presente, como hemos visto, tanto en las células normales 

como en las tumorales. La RT-PCR de ORAI1-3, STIM1 y STIM2 pone de manifiesto su expresión 

a nivel de mRNA en ambas líneas celulares (Fig. 59). Este resultado implica que todos ellos 

podrían contribuir a la ECC tanto en colonocitos normales como en células de adenocarcinoma 

de colon. 
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Figura 59. Expresión génica de las familias ORAI y STIM en células normales y tumorales de 

colon. Las imágenes muestran las bandas de expresión de mRNA de ORAI1, ORAI2, ORAI3, 

STIM1 y STIM2 en células NCM460 y HT29. La expresión de la β-actina fue utiliza como control 

endógeno. Las imágenes que se muestran son resultados representativos de al menos 3 

experimentos independientes. 

 

A continuación, determinamos cuáles son los niveles de expresión de mRNA de los 

participantes moleculares que pueden estar implicados en la ECC de las células normales y 

tumorales de colon. Para ello, llevamos a cabo una qRT-PCR de los posibles participantes de la 

ECC que se expresan en ambos tipos celulares: TRPC1, TRPC4, ORAIs y STIMs. En la figura 60 

observamos la abundancia relativa del mRNA de estos candidatos normalizada frente a la β-

actina. El perfil de expresión de los genes estudiados en las células normales resultó ser el 

siguiente: STIM2 ≈ ORAI2 > STIM1 ≈ ORAI1 > ORAI3 >> TRPC4 > TRPC1. En las células tumorales 

el perfil relativo es muy similar. Sin embargo, los niveles de expresión de parte de los genes 

aparecieron incrementados significativamente en las células tumorales.  

Si nos centramos en comparar la expresión de cada una de los genes estudiados, 

encontramos que TRPC1, ORAI2, STIM1 y STIM2 se sobreexpresan en las células tumorales de 

forma estadísticamente significativa. Sin embargo, no hay diferencias de expresión en el caso 

de TRPC4, ORAI1 y ORAI3 (Fig. 60A y B). Por tanto, las diferencias observadas en la ECC e ISOC 

entre células normales y tumorales podrían deberse a las variaciones en la expresión de los 

transcritos de TRPC1, ORAI2, STIM1 y STIM2. 
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Figura 60. Abundancia relativa de mRNA de los posibles participantes de la ECC en células 

normales y tumorales de colon. La expresión del mRNA de TRPC1, TRPC4, ORAIs y STIMs en 

células NCM460 y HT29 fue determinada mediante qRT-PCR. A. Las barras muestran la 

media±EEM de la abundancia relativa de los transcritos normalizada frente a la β-actina y 

expresada como 2
-∆Ct 

(n=3-6 experimentos, *p˂0,05). B. Barras de expresión de mRNA 

ampliadas correspondientes a TRPC1 y TRPC4 (n=3-6 experimentos, *p˂0,05). 

 

3.2. Expresión de los posibles componentes moleculares de la entrada capacitativa 

de Ca2+ en células normales y tumorales de colon a nivel de proteína 

El patrón de expresión de los posibles componentes moleculares de la ECC a nivel de 

mRNA puede diferir del patrón a nivel proteico. Por tanto, realizamos un western-blotting para 

estudiar la expresión de las proteínas candidatas a participar en la ECC e ISOC de las células 

normales y tumorales. La figura 61 muestra que todos los candidatos de la ECC que se 

expresaban a nivel de mRNA en ambos tipos celulares lo hacen, también, a nivel de proteína. 

Sin embargo, se producen bastantes diferencias teniendo en cuenta los niveles de expresión 

de la proteína. Así encontramos que ORAI2, TRPC1 y STIM1 se siguen sobreexpresando en las 

células tumorales a nivel de proteína (Fig. 61B, D y F). Además, la abundancia relativa de 

ORAI1, ORAI3 y TRPC4 era significativamente mayor en las células tumorales a pesar de que a 

nivel de mRNA el cambio no resultó significativo. (Fig. 61A, C y E). Por consiguiente, el 

aumento de la expresión de los ORAIs, TRPC1, TRPC4 y STIM1 puede contribuir al incremento 

de la ECC e ISOC de las células tumorales con respecto a las normales. 
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Figura 61. Niveles de expresión de posibles proteínas implicadas en la ECC en células 

normales y tumorales de colon. Western blotting  de ORAI1 (A), ORAI2 (B), ORAI3 (C), 

TRPC1 (D), TRPC4 (E), STIM1 (F) y STIM2 (G) en células NCM460 y HT29. Las imágenes se 

corresponden con las bandas de expresión de cada proteína y de la β-actina que fue 

utilizada como control endógeno. Las barras representan la media ± EEM del porcentaje de 

expresión de cada proteína con respecto a la β-actina en las células tumorales normalizado 

frente a las normales (n=9-18 experimentos, *p˂0,05). 
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En la tabla 9 aparece el incremento relativo de las proteínas estudiadas en las células 

tumorales con respecto a las normales. De esta forma, apreciamos que el incremento más alto 

de expresión de proteína es el de TRPC1 que aumenta 5,2 veces en las células tumorales con 

respecto a las normales seguido de STIM1, que aumenta 3,7 veces. Sorprendentemente, 

STIM2 cuya expresión a nivel de mRNA era la que más se incrementaba en las células 

tumorales, a nivel de proteína, no solo no aumenta, sino que disminuye de manera 

considerable (Fig. 61G). Se trata del mayor cambio de expresión de las proteínas relacionadas 

con la ECC puesto que el número de veces que se expresa en las células tumorales con 

respecto a las normales es 0,15 o lo que es lo mismo, su abundancia disminuye 6,7 veces.  

 

Tabla 9. Número de veces que las proteínas posiblemente implicadas en la ECC se 

incrementan en las células tumorales de colon con respecto a las normales. Si el número es 

mayor que 1 indica que la proteína aumenta en las células tumorales con respecto a las 

normales, sin embargo si es menor que 1 indica que disminuye. 

 

Por otra parte es interesante tener en cuenta la variación de unas proteínas con 

respecto a la variación de las otras cuando comparamos la expresión de cada una de ellas en 

las células normales y tumorales, ya que nos da una idea del posible cambio de la 

estequiometría de las mismas, la cual se ha descrito que es importante en la ECC (Saul et al., 

2013). Por consiguiente, calculamos el ratio del número de veces que cambia una proteína en 

las células tumorales con respecto al cambio de las otras (tabla 10). El valor de cada ratio es el 

número de veces que la proteína del numerador aumenta en la estequiometría de las células 

tumorales con respecto a la de las normales. Así, valores de ratio superiores a la unidad 

indican que la contribución de la proteína objeto de estudio aumenta con respecto a la 

proteína con la que se compara en las células tumorales. Por el contrario, valores inferiores a 

la unidad sugieren que la proteína de interés disminuiría. De manera llamativa, los ratios 

Incremento relativo 
(células tumorales vs 

normales)

TRPC1 5,2

TRPC4 1,4

ORAI1 2,3

ORAI2 2,9

ORAI3 1,5

STIM1 3,7

STIM2 0,15
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TRPC1/TRPC4, TRPC1/ORAI1, TRPC1/ORAI2, TRPC1/ORAI3 son todos mayores que 1 lo que 

indica que en la estequiometría de las células tumorales se ha favorecido el incremento de 

TRPC1 frente al resto de canales relacionados con la ECC (tabla 10). En cambio, los ratios de 

STIM2 frente al resto de proteínas son los más bajos y en su totalidad menores de 1 lo que 

sugiere que STIM2 disminuye de manera considerable en la estequiometría de los posibles 

componentes moleculares de la ECC en las células tumorales con respecto al resto de las 

proteínas (tabla 10). La disminución de su contribución en la estequiometría de las células 

tumorales dificultaría una posible interacción de STIM2 con el resto de las proteínas debido a 

su menor disponibilidad en estas células comparada con la de las células normales. 

 

Tabla 10. Ratio de los incrementos de expresión de las proteínas posiblemente implicadas en la 

ECC en las células tumorales de colon con respecto a las normales. El ratio se calcula a partir de 

los valores del número de veces que se incrementa cada proteína en las células tumorales con 

respecto a las normales que se incluyen en la tabla 2. Consiste en el cociente del número de 

veces que se incrementa una proteína y el número de veces que se incrementa otra con la que se 

quiere comparar. Por ejemplo, el ratio TRPC1/STIM2 es 5,2/0,15=35. Este valor nos indica que la 

abundancia de TRPC1 aumenta 35 veces en la estequiometría TRPC1:STIM2 de las células 

tumorales con respecto a la de las normales.  

 

 

 

 

 

 

NUMERADOR

TRPC1 TRPC4 ORAI1 ORAI2 ORAI3 STIM1 STIM2

D
EN

O
M

IN
A

D
O

R

TRPC1 0,3 0,4 0,6 0,3 0,7 0,02

TRPC4 3,7 1,6 2 1,1 2,6 0,1

ORAI1 2,2 0,6 1,2 0,7 1,6 0,06

ORAI2 1,8 0,5 0,8 0,5 1,3 0,05

ORAI3 3,5 0,9 1,5 1,9 2,5 0,1

STIM1 1,4 0,4 0,6 0,8 0,4 0,04

STIM2 35 9 13 19 10 25



IV. RESULTADOS 

147 
 

4. Efecto del silenciamiento de los canales y sensores de Ca2+ implicados 

en el remodelado sobre la entrada de Ca2+, las corrientes operadas por 

depósitos y los depósitos de Ca2+ 

4.1. ORAI1, y no TRPC1, participa en la entrada capacitatica de Ca2+ y la Isoc de los 

colonocitos normales 

Una vez identificados diferentes candidatos susceptibles de participar tanto en la ECC 

como en la ISOC de las células normales y tumorales de colon nos propusimos determinar su 

implicación en las mismas. Para ello, llevamos a cabo el silenciamiento de los posibles 

componentes moleculares de la ECC y estudiamos las consecuencias funcionales del mismo. 

Comenzamos por el estudio del silenciamiento de ORAI1 y TRPC1 en la ECC de las 

células normales. Con este propósito llevamos a cabo el silenciamiento de los mismos en las 

células NCM460 con RNA pequeño de interferencia (siRNA, del inglés, small interfering RNA). 

Para ello, transfectamos las células con el siRNA específico para un gen determinado y 

paralelamente utilizamos otro siRNA que funciona como control. Primero, comprobamos la 

efectividad del silenciamiento mediante qRT-PCR que muestra que la expresión tanto de ORAI1 

como de TRPC1 se reduce con el siRNA específico para cada uno de ellos (Fig. 62A y B). Tras el 

silenciamiento, registramos la ECC inducida por tapsigargina mediante imagen de fluorescencia 

con fura-2/AM. El silenciamiento de ORAI1 en las células normales reduce la ECC de manera 

significativa (Fig. 62C y E) lo que indica que ORAI1 contribuye a dicha entrada de Ca2+ en las 

células normales. Sin embargo, el silenciamiento de TRPC1 no induce cambios en la ECC con 

respecto al control (Fig. 62D y F) sugiriendo que este canal no está implicado en la ECC de las 

células normales. 
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Figura 62. El silenciamiento de ORAI1, pero no el de TRPC1, reduce la ECC en las células 

normales de colon. El silenciamiento de ORAI1 y el de TRPC1 tienen lugar mediante la 

transfección de las células NCM460 con siRNAs. Los resultados del silenciamiento de ambos 

canales son comparados con los del siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente con 

tapsigargina 1 µM en medio libre de Ca
2+ 

para, a continuación, inducir la ECC perfundiendo medio 

con Ca
2+ 

1 mM. A. qRT-PCR de ORAI1 en células normales transfectadas con siRNA Control y 

siRNA ORAI1. La β-actina fue usada como gen de referencia (media ± EEM, n=3 experimentos). B. 

qRT-PCR de TRPC1 en células normales transfectadas con siRNA Control y siRNA TRPC1. La β-

actina fue usada como gen de referencia (media ± EEM, n=3 experimentos).  C y D. El registro de 

la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. Media ± EEM de los 

registros de la ECC de 8 experimentos independientes en células normales con siRNA ORAI1 (C) y 

siRNA TRPC1 (D). E y F. Las barras muestran la media ± EEM del incremento del ratio de los 

registros de la ECC de 8 experimentos independientes en los que se silencia ORAI1 (E) y TRPC1 (F) 

(*p˂0,05). 

 

Seguidamente, nos planteamos comprobar si ORAI1 y TRPC1 están participando en la 

ISOC de las células normales. Por tanto, silenciamos ambos canales con siRNA por separado en 

células NCM460 y, a continuación, registramos la corriente activada con tapsigargina mediante 

patch-clamp planar en configuración whole cell fijando el voltaje (Fig 63A-E). El silenciamiento 

de ORAI1 provoca una reducción de la corriente observada en las células normales patente 
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tanto en la amplitud de la relación corriente-voltaje (Fig. 63A) como en la amplitud de la 

secuencia temporal de la corriente a -80 mV (Fig. 63C y E). En cambio, el silenciamiento de 

TRPC1 en las mismas células no produce cambios significativos en la ISOC de las células 

normales (Fig 63B, D y E). Estos resultados sugieren que solo ORAI1 está implicado en la ISOC de 

las células normales. Este hecho, apoya la idea de que la ISOC de las células normales se trata de 

una ICRAC mediada por ORAI1 que es un canal selectivo para Ca2+. Además, es consistente con la 

participación de este canal en la ECC al contrario que TRPC1. 

 

Figura 63. Solo el silenciamiento de ORAI1 reduce la ISOC en las células normales de colon. Las 

células NCM460 fueron transfectadas con siRNA ORAI1 y siRNA TRPC1. Los datos procedentes del 

silenciamiento de estos canales son comparados con los del siRNA Control. La corriente fue 

registrada mediante patch-clamp planar en la configuración whole cell y voltage clamp. ISOC fue 

activada con tapsigargina 1 µM. A. Registro I-V representativo de ISOC en células normales 

transfectadas con siRNA Control y siRNA ORAI1. B. Registro I-V representativo de ISOC en células 

normales transfectadas con siRNA Control y siRNA TRPC1. C. Media ± EEM de los registros curso 

temporales de la ISOC a -80 mV en células normales transfectadas con siRNA Control y siRNA ORAI1 

(n=12-14 células). D. Media ± EEM de los registros curso temporales de la ISOC a -80 mV en células 

normales transfectadas con siRNA Control y siRNA TRPC1 (n=8-12 células). E. Media±EEM de la 

amplitud máxima de la ISOC a -80 mV en células no silenciadas (control) y células transfectadas con 

siRNA Control, siRNA ORAI1 y siRNA TRPC1 (n=8-14 células, *p˂0,05). 
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4.2. STIM1 y STIM2 están implicados en la entrada capacitativa de Ca2+ de las células 

normales de colon 

STIM1 y STIM2 parecen funcionar como sensores de Ca2+ en la ECC. STIM1 activa la 

entrada de Ca2+ operada por depósitos de la mayoría de las células donde se ha estudiado, sin 

embargo, hay más controversia sobre la función de STIM2. Por tanto, decidimos estudiar 

primero el papel de ambos sensores de Ca2+ en la ECC de las células normales de colon. Para 

ello, silenciamos STIM1 y STIM2 con siRNA en células NCM460 y registramos la ECC inducida 

por tapsigargina mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM (Fig. 64A-F). Realizando una 

qRT-PCR comprobamos que tanto la expresión de STIM1 como la de STIM2 se reducen con los 

siRNAs específicos con respecto al siRNA Control (Fig. 64A y B). Encontramos que la ECC en las 

células normales silenciadas con siRNA STIM1 es menor que la de las células transfectadas con 

siRNA Control lo que sugiere que la reducción de la expresión de STIM1 provoca una 

disminución en la ECC (Fig. 64C y E). Por otra parte, el silenciamiento de STIM2 también reduce 

la ECC en las células normales (Fig. 64D y F). Los datos sugieren que tanto STIM1 como STIM2 

participan en la ECC inducida por tapsigargina de los colonocitos normales. 

Por otro lado, llevamos a cabo un silenciamiento doble de STIM1 y STIM2 con siRNA y 

registramos la ECC inducida por tapsigargina en las células normales (Fig. 65A-D). La expresión 

de STIM1 y STIM2 es menor tras la transfección conjunta de los siRNAs específicos con 

respecto al siRNA Control como muestra la qRT-PCR (Fig. 65A y B). La reducción de ambos 

integrantes de la familia STIM provoca una disminución de la ECC (Fig. 65C y D). Asimismo, el 

doble silenciamiento da lugar a un efecto aditivo, es decir, provoca aproximadamente la 

misma reducción en la entrada de Ca2+ que la suma de las reducciones consecuencia de cada 

silenciamiento por separado. Este resultado confirma la importancia de ambos sensores de 

Ca2+ en la ECC de las células normales. 
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Figura 64. Los silenciamientos de STIM1 y STIM2 reducen la ECC en las células normales de 

colon. El silenciamiento de STIM1, así como el de STIM2 tienen lugar mediante la transfección 

de las células NCM460 con siRNAs. Los resultados del silenciamiento de ambos sensores son 

comparados con los del siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente con 

tapsigargina 1 µM para inducir la ECC. A. qRT-PCR de STIM1 en células normales transfectadas 

con siRNA Control y siRNA STIM1. La β-actina fue usada como gen de referencia (media ± 

EEM, n=3 experimentos). B. qRT-PCR de STIM2 en células normales transfectadas con siRNA 

Control y siRNA STIM2. La β-actina fue usada como gen de referencia (media ± EEM, n=3 

experimentos).  C y D. El registro de la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con 

fura-2/AM. Media ± EEM de los registros de la ECC en células normales con siRNA STIM1 (C) y 

siRNA STIM2 (D) (n=9 experimentos). E y F. Las barras muestran la media ± EEM del 

incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia STIM1 (E) y STIM2 (F) 

(n=9 experimentos, *p˂0,05). 
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Figura 65. El silenciamiento doble de STIM1 y STIM2 reduce drásticamente la ECC en las células 

normales de colon. Las células NCM460 son transfectadas con siRNA STIM1 y siRNA STIM2 de 

manera conjunta. Los resultados del silenciamiento doble son comparados con los del siRNA 

Control. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 µM para inducir la ECC. A y B. 

qRT-PCR de STIM1 (A) y STIM2 (B) que muestra la reducción de la expresión de ambos STIMs 

consecuencia del silenciamiento doble. La β-actina fue usada como gen de referencia. C. El 

registro de la ECC es llevado a cabo mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. 

Media±EEM de los registros de la ECC en células normales con siRNA STIM1 y siRNA STIM2 

comparada con la del siRNA Control (n=4 experimentos). D. Las barras muestran la media ± EEM 

del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia conjuntamente STIM1 y 

STIM2 (n=4 experimentos, *p˂0,05). 

 

4.3. Solo ORAI1, y no ORAI2, ORAI3 ni TRPC1, está implicado en la entrada 

capacitativa de Ca2+ de las células de adenocarcinoma de colon 

El silenciamiento de ORAI1 en las células normales ha dejado clara su implicación en la 

ECC de esas células. A continuación, nos preguntamos si ORAI1 tiene un papel relevante en la 

ECC de las células tumorales, ya que es donde este canal se sobreexpresa con respecto a las 

células normales de colon. Por tanto, silenciamos ORAI1 con siRNA en las células tumorales 

HT29 y registramos la ECC mediante imagen de fluorescencia. Antes, demostramos que el 

siRNA utilizado reduce la expresión de ORAI1 mediante qRT-PCR (Fig. 66A). Seguidamente, 

observamos que el silenciamiento de ORAI1 en las células tumorales disminuye la ECC inducida 

por tapsigargina (Fig. 66B y C) lo que sugiere que ORAI1 está participando como canal de Ca2+ 

en la ECC de las células de adenocarcinoma de colon. Este dato indica que el aumento de la 
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expresión de ORAI1 en las células tumorales con respecto a las normales puede contribuir al 

incremento de la ECC en las mismas. 

 

Figura 66. El silenciamiento de ORAI1 reduce la ECC en las células tumorales de colon. El 

silenciamiento de ORAI1 se lleva a cabo mediante la transfección de las células HT29 con 

siRNA. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 µM en medio libre de Ca
2+ 

para, a continuación, inducir la ECC perfundiendo medio con Ca
2+ 

1 mM. A. qRT-PCR de ORAI1 

en células tumorales transfectadas con siRNA Control y siRNA ORAI1. La β-actina fue usada 

como gen de referencia (media ± EEM, n=3 experimentos). B. Media ± EEM de los registros de 

la ECC en células tumorales siRNA Control y siRNA ORAI1 (n=16 experimentos). El registro de 

la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. C. Las barras muestran la 

media ± EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC (n=15 experimentos, 

*p˂0,05). 

 

Además de ORAI1, se ha descrito que el resto de isoformas de ORAI, ORAI2 y ORAI3 

funcionan como canales de Ca2+ activados por depósitos (Mercer et al., 2006). Así, puede que 

estas isoformas también participen en la ECC de las células tumorales de colon. Para 

comprobarlo, llevamos a cabo su silenciamiento en células HT29 mediante la transfección con 

siRNAs y utilizamos técnicas de imagen de fluorescencia para registrar la ECC (Fig. 67A-F). La 

reducción de la expresión de ambos ORAI2 y ORAI3 con los siRNAs es demostrada mediante 

qRT-PCR (Fig. 67A y B). El silenciamiento de ORAI2 no provoca ningún efecto en la ECC 

registrada en las células tumorales (Fig. 67C y E). El mismo resultado se obtiene en el caso del 

silenciamiento de ORAI3 en esas células (Fig. 67D y F). Por tanto, parece que ni ORAI2 ni ORAI3 

están implicados en la ECC de las células tumorales de colon. Para asegurarnos de que el 
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efecto del silenciamiento de uno de estos canales es suplido por el otro realizamos un doble 

silenciamiento de los mismos. 

 

Figura 67. Los silenciamientos de ORAI2 y de ORAI3 no producen ningún efecto sobre la ECC de 

las células tumorales de colon. El silenciamiento de ORAI2, así como el de ORAI3 tienen lugar 

mediante la transfección de las células HT29 con siRNAs. Los resultados del silenciamiento de 

ambos canales son comparados con los del siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente 

con tapsigargina 1 µM para inducir la ECC. A. qRT-PCR de ORAI2 que muestra la reducción de la 

expresión de este gen mediante el silenciamiento con siRNA ORAI2. B. qRT-PCR de ORAI3 que 

muestra la reducción de la expresión de este gen mediante el silenciamiento con siRNA ORAI3. La 

β-actina fue usada como gen de referencia en A y B. C y D. El registro de la ECC es llevado a cabo 

mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. Media±EEM de los registros de la ECC en células 

tumorales con siRNA ORAI2 (C) y siRNA ORAI3 (D) (n=7 experimentos). E y F. Las barras muestran la 

media±EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia ORAI2 (E) y 

ORAI3 (F) (n=7 experimentos, *p˂0,05). 

 

En la figura 68 se muestra que la reducción de la expresión conjunta de ORAI2 y ORAI3 

con siRNAs no produce ningún cambio significativo en la ECC registrada en las células 

tumorales. De esta forma, confirmamos que ORAI2 y ORAI3 no están implicados en la ECC de 
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esas células. Por consiguiente, ORAI1 es la única isoforma que participa en la ECC y puede 

contribuir a su amento en las células de adenocarcinoma de colon. 

 

Figura 68. El silenciamiento doble de ORAI2 y ORAI3 no produce cambios en la ECC de las 

células normales de colon. Las células HT29 fueron transfectadas con siRNA ORAI2 y siRNA 

ORAI3 de forma conjunta. Los resultados del silenciamiento doble son comparados con los del 

siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 µM para inducir la 

ECC. A y B. qRT-PCR de ORAI1 (A) y ORAI2 (B) que muestra la reducción de la expresión de 

ambos ORAIs consecuencia del silenciamiento doble. La β-actina fue usada como gen de 

referencia. C. El registro de la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. 

Media ± EEM de los registros de la ECC en células tumorales con siRNA ORAI2 y siRNA ORAI3 

comparada con la del siRNA Control (n=5 experimentos). D. Las barras muestran la media ± 

EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia conjuntamente 

ORAI2 y ORAI3 (n=5 experimentos, *p˂0,05). 

 

Otro canal considerado operado por depósitos que se encuentra presente en las 

células tumorales y que podría explicar el aumento de la ECC en las mismas con respecto a las 

células normales es el TRPC1. Por tanto, nos propusimos estudiar su participación en la ECC de 

las células HT29 y, para ello, silenciamos TRPC1, de nuevo, con siRNA en esas células (Fig. 69A-

C). Una qRT-PCR permite comprobar la eficacia del silenciamiento de TRPC1 en las células 

HT29 tras la transfección con el siRNA (Fig. 69A). El registro de Ca2+ mediante imagen de 

fluorescencia muestra que no hay diferencias significativas entre la ECC de las células 

transfectadas con el siRNA TRPC1 y con el siRNA Control (Fig. 69B y C). Este resultado indica 

que el silenciamiento no produce ningún efecto en la entrada de Ca2+ inducida por tapsigargina 

de lo que se deduce que TRPC1 no está implicado en la ECC de las células tumorales de colon. 
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Por tanto, el incremento de expresión de TRPC1 en las células tumorales con respecto a las 

normales no contribuye al aumento de la ECC en estas células. 

 

Figura 69. El silenciamiento de TRPC1 no modifica la ECC de las células de adenocarcinoma de 

colon. El silenciamiento de TRPC1 se lleva a cabo mediante la transfección de las células HT29 

con siRNA. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 µM para inducir la ECC. A. 

qRT-PCR de TRPC1 en células tumorales transfectadas con siRNA Control y siRNA TRPC1 

(media±EEM, n=3). La β-actina fue usada como gen de referencia. B. El registro de la ECC tiene 

lugar mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. Media ± EEM de los registros de la ECC 

en células tumorales con siRNA Control y siRNA TRPC1 (n=15-16 experimentos). C. Las barras 

muestran la media ± EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia 

TRPC1 (n=15-16 experimentos, *p˂0,05). 

 

4.4. ORAI1 y TRPC1 intervienen en la Isoc de las células tumorales de colon 

Las diferencias observadas en la ISOC de las células normales y tumorales de colon nos 

hacen pensar que esta corriente podría estar mediada por canales distintos en ambos tipos 

celulares. Anteriormente, mostramos que la ISOC de las células normales estaba mediada por 

ORAI1 y no por TRPC1 lo que confirma que esa corriente se trata de una ICRAC. Ahora, nos 

planteamos estudiar la participación de ORAI1 y TRPC1 en la ISOC de las células tumorales de 
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colon. Con este propósito, silenciamos ambos canales iónicos en las células HT29 con siRNA y 

registramos ISOC mediante patch-clamp planar en la configuración whole cell fijando el voltaje 

(Fig 70A-D). Si recordamos, en las células tumorales encontrábamos una corriente parecida a 

ICRAC que presenta solo un componente entrante y otra corriente ISOC no selectiva formada en 

su mayoría por un componente saliente, pero también, por un componente entrante. El 

silenciamiento de ORAI1 provoca una reducción tanto en la amplitud del componente entrante 

como del saliente (Fig. 70A, B y D). Igualmente, la reducción de la expresión de TRPC1 produce 

una disminución en la amplitud de ambos componentes de la ISOC, siendo mayor el efecto 

sobre el componente saliente (Fig. 70A, C y D). Este hecho sugiere que ORAI1 y TRPC1 son 

canales clave en la ISOC de las células tumorales, al contrario que en las células normales, cuya 

corriente solo depende de ORAI1. Estos resultados contrastan con los encontrados en el 

estudio del efecto del silenciamiento de los canales sobre la ECC de las células tumorales 

puesto que mostraban que solo ORAI1 participa en la entrada de Ca2+. 

 

Figura 70. Los silenciamientos de ORAI1 y TRPC1 reducen tanto el componente entrante como 

el saliente de la ISOC en las células tumorales de colon. Las células HT29 fueron transfectadas con 

siRNA Control, siRNA ORAI1 y siRNA TRPC1. La corriente fue registrada mediante patch-clamp 

planar en la configuración whole cell y voltage clamp. La ISOC fue activada con tapsigargina 1 µM. 

A. Media±EEM de los registros curso temporales de la ISOC a -80 mV (componente entrante) y +80 

mV (componente saliente) de 13 células tumorales transfectadas con siRNA Control. B. Media ± 

EEM de los registros curso temporales de la ISOC a -80 mV (componente entrante) y +80 mV 

(componente saliente) de 19 células células tumorales transfectadas con siRNA ORAI1. C. Media ± 

EEM de los registros curso temporales de la ISOC a -80 mV (componente entrante) y +80 mV 

(componente saliente) de 17 células tumorales transfectadas con siRNA TRPC1. D. Amplitud 

máxima de la ISOC a -80 mV en células no silenciadas (control) y células transfectadas con siRNA 

Control, siRNA ORAI1 y siRNA TRPC1 (media±EEM, n=13-19 células, *p˂0,05). 
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4.5. Papel de STIM1 y STIM2 en la entrada capacitativa de Ca2+ de las células 

tumorales de colon 

Previamente describimos que tanto STIM1 como STIM2 participan en la ECC de los 

colonocitos normales. Por lo que, a continuación nos propusimos estudiar si ambos sensores 

de Ca2+ ejercen una función similar en la ECC de las células de adenocarcinoma de colon. Para 

ello, como en los experimentos con las células normales, silenciamos ambos STIMs por 

separado con siRNA, en este caso, en las células HT29 (Fig. 71A-F). El silenciamiento de STIM1 y 

STIM2 se confirma mediante qRT-PCR (Fig. 71A y B). La ECC es inducida por tapsigargina y 

registrada mediante técnicas de imagen de fluorescencia. Encontramos que el silenciamiento 

de STIM1 provoca una reducción de la ECC en las células tumorales (Fig. 71C y E). En cuanto al 

silenciamiento de STIM2, la reducción de la expresión de este sensor de Ca2+ no conduce a 

ningún cambio significativo de la ECC en las células tumorales (Fig. 71D y F). Por tanto, los 

resultados obtenidos sugieren que solo STIM1 está implicado en la ECC de las células de 

adenocarcinoma de colon. 

La reducción de la expresión de solo uno de los sensores de Ca2+ puede provocar que la 

pérdida de función de éste pueda ser suplida al menos en parte por el otro. En este caso 

particular, la reducción de la función de STIM2 en la ECC podría ser compensada por STIM1, ya 

que el silenciamiento de STIM2 no produjo ningún efecto en la entrada de Ca2+. Por 

consiguiente, nos preguntamos si esta posibilidad tiene lugar en los experimentos de 

silenciamiento anteriores. Para comprobarlo, llevamos a cabo un silenciamiento doble en las 

células tumorales de colon. Los registros de Ca2+ citosólico indican que la reducción conjunta 

de la expresión de STIM1 y STIM2 disminuye de manera significativa la ECC en esas células (Fig. 

72A-D). Además, esa disminución de la ECC es sustancialmente mayor a la causada tan solo por 

el silenciamiento de STIM1. Este resultado podría ser consecuencia de que el efecto de la 

disminución de la expresión de STIM2 es compensada por STIM1 en las células tumorales de 

colon. Por tanto, STIM2 también puede participar en la ECC de las células tumorales, sin 

embargo, su función puede ser llevada a cabo por STIM1 y no al contrario. 
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Figura 71. El silenciamiento de STIM1 reduce la ECC de las células tumorales de colon, 

mientras que el de STIM2 no produce ningún efecto. El silenciamiento de STIM1 y STIM2 se 

lleva a cabo mediante la transfección de las células HT29 con siRNAs. Los resultados del 

silenciamiento de ambos canales son comparados con los del siRNA Control. Las células 

fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 µM para inducir la ECC. A. qRT-PCR de STIM1 

en células normales transfectadas con siRNA Control y siRNA STIM1 (n=3 experimentos). La β-

actina fue usada como gen de referencia (media ± EEM, n=3 experimentos). B. qRT-PCR de 

STIM2 en células normales transfectadas con siRNA Control y siRNA STIM2 (n=3 

experimentos). La β-actina fue usada como gen de referencia (media ± EEM, n=3 

experimentos).  C y D. El registro de la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con 

fura-2/AM. Media ± EEM de los registros de la ECC en células tumorales con siRNA STIM1 (C) y 

siRNA STIM2 (D) (n=6-10 experimentos). E y F. Las barras muestran la media ± EEM del 

incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia STIM1 (E) y STIM2 (F) 

(n=6-10 experimentos, *p˂0,05). 
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Figura 72. El silenciamiento doble de STIM1 y STIM2 disminuye significativamente en la ECC 

de las células tumorales de colon. Las células HT29 son transfectadas con siRNA STIM1 y siRNA 

STIM2 de forma conjunta. Los resultados del silenciamiento doble son comparados con los del 

siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 µM para inducir la 

ECC. A y B. qRT-PCR de STIM1 (A) y STIM2 (B) que muestra la reducción de la expresión de 

ambos STIMs consecuencia del silenciamiento doble. La β-actina fue usada como gen de 

referencia. C. El registro de la ECC es llevado a cabo mediante imagen de fluorescencia con fura-

2/AM. Media ± EEM de los registros de la ECC en células tumorales con siRNA STIM1 y siRNA 

STIM2 comparada con la del siRNA Control (n=4 experimentos). D. Las barras muestran la 

media ± EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia 

conjuntamente STIM1 y STIM2 (n=4 experimentos, *p˂0,05). 

 

4.6. STIM2 participa en la regulación del contenido de Ca2+ de los depósitos y en la 

resistencia a la muerte celular 

La elevada reducción de la expresión de STIM2 observada en las células tumorales de 

colon con respecto a las normales induce a pensar que esta proteína puede funcionar como un 

supresor tumoral. Por tanto, nos propusimos estudiar cuál es el papel de STIM2 en la 

tumorogénesis del cáncer de colon. 

Se ha descrito que STIM2 es importante en la regulación del contenido de Ca2+ de los 

depósitos (Brandman et al., 2007). Puesto que las células tumorales presentan una menor 

expresión de STIM2 que las células normales, esta característica podría contribuir a que el 

contenido de Ca2+ de los depósitos sea, como encontramos anteriormente, inferior en las 
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células tumorales. Para contrastar esta hipótesis, decidimos estudiar el efecto del 

silenciamiento de STIM2 sobre el contenido de Ca2+ de los depósitos. Para ello, utilizamos 

como modelo a las células NCM460, en las cuales, STIM2 se sobreexpresa con respecto a las 

células HT29 y donde el contenido de Ca2+ es más elevado. Por tanto, transfectamos las células 

normales con siRNA Control y siRNA STIM2 y estimamos el contenido de Ca2+ de los depósitos 

con ionomicina en medio libre de Ca2+ (Fig. 73A y B). Así, observamos que el incremento de 

Ca2+ inducido por ionomicina es menor en el caso del silenciamiento de STIM2 lo que sugiere 

que la reducción de la expresión de STIM2 en las células normales de colon provoca una 

disminución en el contenido de Ca2+ de los depósitos. 

 

Figura 73. El silenciamiento de STIM2 reduce el contenido de Ca
2+ 

de los depósitos en las células 

normales de colon. El silenciamiento de STIM2 se lleva a cabo mediante la transfección de las células 

NCM460 con siRNA. El contenido de Ca
2+

 de los depósitos es registrado en células NCM460 con 

ionomicina 400 nM en medio libre de Ca
2+

 (Ca0). Se utiliza fura-4F/AM para registrar el Ca
2+

 

citosólico. A. Media±EEM de los registros del contenido de Ca
2+

 de los depósitos en células normales 

con siRNA STIM2 comparada con la del siRNA Control (n=8 experimentos). Las barras muestran la 

media±EEM del área bajo la curva de los registros del contenido de Ca
2+

 de los depósitos de las 

células normales silenciadas (n=8 experimentos, *p˂0,05). 

 

El contenido de Ca2+ de los depósitos puede influir en la resistencia a la muerte celular, 

ya que cuanto mayor es ese contenido, más elevada es la cantidad de Ca2+ disponible para que 

se induzca la apoptosis en la célula (Pinton et al., 2008). Por tanto, estudiamos si STIM2 

controla la muerte celular a través de su papel en la regulación del contenido de Ca2+ de los 

depósitos. Para lo cual, silenciamos de nuevo STIM2 en las células normales y, a continuación, 

llevamos a cabo un experimento de muerte celular inducida por estrés oxidativo. Así, tratamos 

las células con H2O2, las marcamos con anexina V y yoduro de propidio y las analizamos 

mediante citometría de flujo. La figura 74 muestra que el silenciamiento de STIM2 reduce la 

diferencia entre el porcentaje de muerte celular inducida por H2O2 y el control. Como 

consecuencia, la reducción de la expresión de STIM2 en las células normales incrementa su 

resistencia a la muerte inducida por estrés oxidativo. Por tanto, estos resultados sugieren que 

STIM2 controla la resistencia a la muerte celular a través de la regulación del contenido de Ca2+ 
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de los depósitos. Así, durante la tumorogénesis la reducción de su expresión provoca un 

incremento de la resistencia a la muerte en las células tumorales de colon.  

 

Figura 74. El silenciamiento de STIM2 aumenta la resistencia a la muerte en las células 

normales de colon. El silenciamiento de STIM2 tiene lugar mediante la transfección de las 

células NCM460 con siRNA. La muerte celular se induce mediante estrés oxidativo con H2O2 

1 mM durante 30 min. A. Ensayo representativo de muerte celular de doble marcaje con 

anexina V-FITC y yoduro de propidio analizado mediante citometría de flujo. B. Las barras 

muestran el porcentaje de muerte de células normales transfectadas con siRNA Control o 

siRNA STIM2 tratadas y no tratadas con H2O2 correspondiente al ensayo representado en A. 
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Hace unos años, nuestro grupo demostró que el salicilato, el principal metabolito de la 

aspirina, inhibía la ECC y la proliferación celular en la línea de adenocarcinoma de colon 

humano HT29 a través de un mecanismo dependiente de la mitocondria (Núñez et al., 2006; 

Valero et al., 2008). Puesto que existen múltiples evidencias que indican que la aspirina y otros 

AINEs podrían proteger frente al cáncer de colon, este trabajo pretérito sugería que la ECC 

podría ocupar un lugar relevante en la tumorogénesis del cáncer colorrectal lo que indicaba la 

necesidad de estudiar esta vía de entrada de Ca2+ en células tumorales y sus posibles cambios 

respecto a las células normales. Durante, el inicio y el desarrollo de este trabajo de Tesis 

Doctoral, se han ido acumulando evidencias que indican que el Ca2+ intracelular parece tener 

un papel clave en la carcinogénesis. En esta tesis doctoral nos propusimos estudiar el posible 

remodelado del transporte de Ca2+ en el cáncer de colon, sus bases moleculares y sus 

consecuencias funcionales. El tema es tan amplio que nos hemos centrado principalmente en 

el papel de la ECC en la tumorogénesis. Para el estudio, utilizamos líneas celulares de epitelio 

de colon normal y de adenocarcinoma de colon.  

El primer hallazgo fue encontrar que la ECC inducida por tapsigargina es mayor en las 

líneas celulares tumorales que en las normales (Fig. 75). Este incremento de la ECC es 

reportado por primera vez en células de cáncer de colon y es consistente con el descrito 

recientemente en otros tumores como el glioblastoma (Motiani et al., 2013), el melanoma 

(Umemura et al., 2014) y el cáncer escamoso esofágico (Zhu et al., 2014). Además, mostramos 

una correlación positiva entre el grado de proliferación celular y la amplitud de la ECC de todas 

las líneas celulares estudiadas. Estos datos sugieren que cambios en la ECC contribuyen al 

aumento de la tasa de proliferación de las células de adenocarcinoma colorrectal (Fig. 75). La 

implicación de la ECC en la proliferación de estas células fue previamente descrita por nuestro 

laboratorio al observar que  antagonistas de esta entrada de Ca2+ como BTP2 o 2-APB inhiben 

la proliferación celular (Nuñez et al., 2006; Valero et al., 2008). Además, demostramos en su 

día la perfecta correlación entre la inhibición de la ECC y la inhibición de la proliferación celular 

en las mismas células. Por otro lado, la ECC también ha sido implicada en otras características 

de las células tumorales como son la capacidad de migración e invasión. Nuestros resultados 

muestran que 2-APB inhibe la invasión de las células HT29 en un ensayo de Matrigel. Por tanto, 

los datos indican que el aumento de la entrada capacitativa de Ca2+ o ECC podría contribuir a la 

proliferación excesiva y la capacidad invasiva de las células de adenocarcinoma de colon 

humano. 
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Figura 75. Cambios funcionales y moleculares observados en el remodelado del transporte de Ca
2+

 en 

el cáncer de colon. Entre los cambios funcionales que tienen lugar en las células tumorales destacan el 

aumento de la ECC, de la ICRAC, de la captación mitocondrial de Ca
2+

, de la liberación de Ca
2+

, de la [Ca
2+

]C 

basal, del potencial de membrana, así como la aparición de una ISOC no selectiva y la reducción del 

contenido del Ca
2+

 de los depósitos. El incremento de la captación mitocondrial de Ca
2+

 puede ser 

debido al aumento del potencial mitocondrial. El incremento de la ECC se traduce en un aumento de la 

proliferación y la disminución del contenido del Ca
2+

 de los depósitos, en un incremento de la resistencia 

a la muerte celular. Entre los cambios moleculares se produce la pérdida de expresión de TRPC7, TRPM8 

y TRPV6, el incremento de ORAI1, ORAI2, ORAI3, TRPC1, TRPC4 y STIM1 y la reducción de STIM2. El 

aumento de la expresión de ORAI1 y de STIM1 puede explicar el incremento de la ECC y de la ICRAC. 

Además, el incremento de TRPC1 conjuntamente con el de STIM1 puede ser responsable de la aparición 

de la ISOC. Por otra parte, el descenso en el contenido de Ca
2+

 podría ser debido a la disminución de la 

expresión de STIM2. MIT, mitocondria y RE, retículo endoplásmico. 
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A continuación, nos planteamos estudiar los mecanismos por los cuales la ECC se 

incrementa en las células de cáncer de colon. Para ello, decidimos usar como modelos de 

células normales y tumorales a las células NCM460 y HT29, respectivamente, los cuales han 

sido validados recientemente desde un punto de vista metabólico (Acarraz-Vizan et al., 2013). 

Asimismo, descartamos utilizar las NCM356 como modelo de células normales en 

experimentos sucesivos puesto que su proliferación es superior a la de las células NCM460 y se 

aproxima a la de las células tumorales. Además, son positivas para algunos marcadores 

tumorales como mutantp53 y TAG72 (Stauffer et al., 1995). Por otro lado, apenas hay trabajos 

realizados con esta línea celular, sin embargo, las células NCM460 han sido ampliamente 

utilizadas. 

El estudio de la ECC inducida por tapsigargina no es una forma muy fisiológica de 

inducir esta entrada de Ca2+, por lo que, también, decidimos estudiar esta entrada de Ca2+ con 

agonistas como ATP y carbacol que movilizan Ca2+ de depósitos intracelulares tras la activación 

de receptores metabotrópicos. El uso de estos agonistas nos llevó a una observación 

sorprendente: los agonistas fisiológicos inducen liberación de Ca2+ en células normales y 

tumorales, pero solo inducen entrada de Ca2+ en las células tumorales. Además, la liberación 

de Ca2+ inducida por ATP o carbacol es mucho mayor en las células tumorales de colon que en 

las normales, a pesar de que, paradójicamente, el contenido de Ca2+ de los depósitos es 

sensiblemente inferior en las tumorales con respecto a las normales (Fig. 75). La mayor 

liberación podría deberse a mayor expresión de receptores para ATP y carbacol que darían 

lugar, por tanto, a una mayor producción de IP3. Sin embargo, en condiciones controladas en 

las que se generó la misma cantidad de IP3, las células tumorales todavía liberaban más Ca2+ 

que las células normales.  Ello podría ser debido a una expresión diferencial de receptores de 

IP3 o una diferente sensibilidad al agonista IP3. Estos extremos deben ser investigados todavía, 

pero en otros tipos celulares los IP3R podrían contribuir a las características tumorales 

(Szatkowsky et al., 2010; Kang et al., 2010; Prevarskaya et al., 2014). 

El análisis cuantitativo del Ca2+ liberado por agonistas respecto al contenido total de 

Ca2+ estimado con el ionóforo ionomicina, sugiere que las células normales tienen unos 

depósitos de Ca2+ mucho mayores que las células tumorales, donde éstos están parcialmente 

depletados. Además, puesto que los agonistas fisiológicos liberan mucha menor cantidad de 

Ca2+ que en las células tumorales, es muy posible que el umbral de activación de la ECC no se 

alcance con los agonistas fisiológicos en las células normales. Sin embargo, en las células 

tumorales, con un nivel de llenado mucho más cerca al del umbral, cualquier estímulo es 

suficiente para activar la ECC. Por tanto, el bajo nivel de llenado de los depósitos favorece la 

ECC y, secundariamente, la excesiva proliferación y puede que la invasión. Por otro lado, se ha 

descrito que un elevado nivel de llenado de los depósitos puede promover muerte celular. En 

este caso, el depletado parcial de los depósitos de las células tumorales podría aumentar la 

resistencia a la muerte. Así, una reducción en el contenido de Ca2+ de los depósitos previene la 

inducción de la apoptosis en la célula, ya que evita la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial (Smaili et 
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al., 2013). De manera consistente, mostramos que las células tumorales de colon son más 

resistentes a la apoptosis que las células normales (Fig. 75).  

Consistentemente, observamos que la captación mitocondrial de Ca2+ es superior en 

las células de adenocarcinoma de colon que en las normales, tanto si el Ca2+ proviene de la 

ECC, de la liberación o, incluso, en células permeabilizadas donde se simula el mismo 

incremento de Ca2+ en ambos tipos celulares (Fig. 75). La mitocondria por su capacidad para 

captar Ca2+ regula la activación e inactivación de la ECC actuando principalmente como un 

tampón. Así, las mitocondrias pueden retrasar la inactivación de los receptores de IP3 y el 

rellenado de los depósitos lo que favorece la activación de la ECC y, además, dificulta la 

inactivación de los canales CRAC (Watson y Parekh, 2012). De esta forma, la mitocondria 

podría favorecer el aumento de la entrada de Ca2+ en las células tumorales, retirando más Ca2+ 

que en las células normales de colon. Además, mostramos que el potencial mitocondrial de las 

células tumorales es más negativo que en las normales (Fig. 75). Este incremento en el 

potencial mitocondrial podría explicar el aumento de la captación de Ca2+ por parte de la 

mitocondria de las células tumorales, ya que la fuerza motriz con la que se transporta el Ca2+ 

hacia este orgánulo subcelular se incrementa en esas células. El aumento del potencial 

mitocondrial puede ser debido a la sobreexpresión del factor de la H+-ATP sintasa mitocondrial 

1 (IF1; del inglés, ATPase inhibitory factor 1) en el cáncer de colon (Sánchez-Aragó et al., 2013). 

Las células tumorales obtienen la energía principalmente de la glucolisis aeróbica a lo que se le 

denominó el efecto Warburg. Así, estas células transforman la mayoría de la glucosa en lactato 

independientemente de la disponibilidad de O2 (Vander Heiden et al., 2009). Recientemente, 

este hecho se ha explicado por la sobreexpresión del IF1 en el cáncer, un factor que inhibe la 

H+-ATP sintasa de la mitocondria lo que limita la disipación del potencial mitocondrial que 

ocurriría durante la síntesis de ATP pero que está ausente o es muy limitada en las células 

tumorales. Es decir, la inhibición de la H+-ATP sintasa por la sobreexpresión de IF1 en el cáncer 

de colon disminuye el bombeo de H+ al interior de la mitocondria lo que podría aumentar el 

potencial mitocondrial de las células tumorales (Sánchez-Cenizo et al., 2010). Por tanto, el 

aumento del potencial mitocondrial en las células tumorales de colon con respecto a las 

normales permite a la mitocondria captar más Ca2+ incrementando su eficiciencia para regular 

la ECC.  

Por otra parte, las diferencias en la captación mitocondrial podrían ser debidas, 

también, a un remodelado en la expresión del MCU y de MICU1. Una mayor expresión de MCU 

explicaría el incremento de la entrada de Ca2+ en la mitocondria de las células tumorales. Así 

como, un aumento de MICU1 provocaría un incremento de la captación de Ca2+ por parte de la 

mitocondria a consecuencia de un aumento en la [Ca2+]C, en cambio, produciría una 

disminución de la captación a la [Ca2+]C basal (Marchi y Pinton, 2014). Sin embargo, no 

obtenemos diferencias significativas en la expresión ni de MCU ni de MICU1 entre células 

normales y tumorales de colon (Fig. 75), por lo que los cambios en la captación mitocondrial 

no son debidos a una variación en su expresión. 
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Por otro lado, mostramos que la [Ca2+]C basal es superior en las células tumorales de 

colon que en las normales. Este hecho puede ser debido al incremento tanto de la ECC como 

de la liberación de Ca2+ en las células tumorales. Por otro lado, estudiamos el potencial de 

membrana en reposo y notamos que éste es más negativo en las células tumorales que en las 

normales (Fig. 75). Este factor podría contribuir al incremento de la ECC en las células 

tumorales. El estudio de la ECC mediante imagen de fluorescencia está condicionado, por 

tanto, por el potencial de membrana de las células normales y tumorales de colon. Así, 

decidimos estudiar las corrientes operadas por depósitos en ambos tipos celulares en 

condiciones de whole-cell y voltage-clamp o fijación de voltaje. Además, el estudio de la ISOC 

nos aportó indicios interesantes sobre cuáles podrían ser los componentes moleculares que 

median la ECC en cada caso. Los resultados revelaron que tanto las células normales como las 

tumorales presentan una corriente ICRAC caracterizada por su alta selectividad a Ca2+, 

independencia de voltaje, pequeño tamaño, gran rectificación entrante y sensibilidad a La3+ y 

bajas concentraciones de 2-APB. Sin embargo, la densidad de corriente era diferente en ambos 

tipos celulares, siendo la ICRAC de las células normales de menor tamaño que la de las células de 

adenocarcinoma de colon (Fig. 75). 

Por otro lado, observamos que en las células tumorales aparecía otra corriente 

operada por depósitos, una ISOC no selectiva, la cual no está presente en las células normales 

(Fig. 75). La existencia de diferentes ISOC en el mismo tipo celular ha sido reportada en otras 

ocasiones (Gusev et al., 2003; Kim et al., 2009; Cheng et al., 2011; Skopin et al., 2013). En 

cambio, es la primera vez que se observa un remodelado de la ISOC en el cáncer. Las diferencias 

en las corrientes operadas por depósitos indican que puede haber diferencias de expresión de 

los componentes moleculares de la ECC entre las células normales y tumorales. 

La ICRAC en las células normales y tumorales puede estar mediada por cualquiera de los 

canales de la familia ORAI o por una combinación de ellos, ya que se ha descrito que todos 

pueden funcionar como canales CRAC (Prakriya et al., 2006; Yeromin et al., 2006; Mercer et al., 

2006; Lis et al., 2007). Sin embargo, la inhibición de esta corriente por el 2-APB descarta la 

implicación de ORAI3, puesto que se ha reportado que la corriente mediada por el mismo es 

potenciada por ese agonista (Lis et al., 2007). Además, la ICRAC no fue alterada en ausencia de 

Na+ extracelular y fue reducida al sustituir el Ca2+ por Ba2+ lo que demuestra su alta selectividad 

a Ca2+ y sugiere que esta corriente está mediada al menos por Orai1 (Dehaven et al., 2007; Lis 

et al., 2007).  

En cuanto a la corriente ISOC no selectiva a Ca2+ presente en las células tumorales de 

colon, por sus características podría estar mediada por alguno o varios integrantes de la 

superfamilia de los TRPs. La baja selectividad a Ca2+ y la relación corriente-voltaje 

aproximadamente lineal, así como el potencial de reversión próximo a 0 mV es similar a la 

mediada por TRPC1 por lo que sería posible su implicación en la misma (Lui et al., 2003). 
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Incluso, esta corriente no selectiva podría estar llevada a cabo por la formación de 

heterómeros TRPC1/TRPC3 (Lui et al., 2005) o TRPC1/TRPV4 (Ma et al., 2011b). 

Para determinar los participantes de la ECC en células normales y tumorales llevamos a 

cabo un detallado estudio a nivel molecular. Para ello, estudiamos la expresión de diferentes 

canales y sensores de Ca2+ con la finalidad de averiguar directamente cuáles son los 

componentes moleculares de la ECC y de las ISOC presentes en las células normales y tumorales 

de colon. Para ello, seleccionamos una serie de candidatos que previamente han sido 

relacionados con la ECC y/o la ISOC. Entre ellos, se encuentran los integrantes de la familia de 

los TRPCs (Potier y Trebak, 2008; Cheng et al., 2013), TRPV4 (Ma et al., 2011b), TRPV6 (Vanden 

Abeele et al., 2003), TRPM8 (Thebault et al., 2005) y todas las isoformas de ORAI y STIM (Potier 

y Trebak, 2008). Encontramos que TRPC7, TRPV6 y TRPM8 solo se expresan en las células 

normales de colon (Fig. 75). Como consecuencia, estos canales no podrían explicar el 

incremento de la ECC en las células tumorales ni las diferencias en la ISOC entre ambos tipos 

celulares. En cambio, la ausencia de su expresión puede estar relacionada con una pérdida de 

función en las células tumorales. En el caso de TRPV6, se ha descrito que tiene un papel 

fisiológico importante en el transporte transcelular del Ca2+ en algunos epitelios absortivos 

intestinales, entre los que destaca el epitelio del colon (Peng et al., 2000).  

TRPC1, TRPC4 y las isoformas de ORAI y STIM se expresan tanto en las células normales 

como en las tumorales. A nivel de mRNA, la expresión de TRPC1, ORAI2, STIM1 y STIM2 es 

superior en las células tumorales con respecto a las normales y la de TRPC4, ORAI1, ORAI2 y 

ORAI3 no varía significativamente. Sin embargo, a nivel de proteína, se sobreexpresan todos 

ellos en las células tumorales excepto STIM2, cuya expresión se reduce (Fig. 75). Por tanto, el 

incremento de la ECC podría ser debido al aumento de la expresión de TRPC1, TRPC4, ORAI1-3 

y STIM1. Además, puesto que sabemos que las isoformas de ORAI y STIM1 sabemos que 

median ICRAC en otros tipos celulares, su sobreexpresión podría contribuir al aumento de esta 

corriente en las células tumorales con respecto a las células normales. Por otra parte, la ISOC no 

selectiva encontrada solo en las células de adenocarcinoma de colon podría estar mediada 

principalmente por TRPC1, ya que, como mencionamos previamente, las características de la 

misma son muy similares a las corrientes llevadas a cabo por este canal (Fig. 75). Además, el 

incremento de su expresión es de 5,2 veces, se trata de la proteína que más aumenta su 

expresión en las células tumorales. TRPC4, también, podría estar implicado en esa corriente, 

sin embargo, su expresión tan solo aumenta 1,4 veces y puede que no sea suficiente para 

promover la aparición de la ISOC no selectiva exclusivamente en las células tumorales. 

Asimismo, se ha descrito que TRPC4 forma una corriente ISOC conjuntamente con TRPC1, pero 

ésta tiene un potencial de reversión cercano a +40 mV (Cioffi et al., 2012) distinto del de la 

corriente encontrada en las células tumorales de colon, el cual es cercano a 0 mV. Por tanto, 

no es demasiado probable que TRPC4 medie la ISOC no selectiva de las células tumorales. 
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La contribución de estas proteínas a la ECC e ISOC fue estudiada mediante 

silenciamiento génico. Encontramos que el silenciamiento de ORAI1 reduce la ECC tanto en las 

células normales como en las tumorales de colon lo que indica que está implicado en la 

entrada de Ca2+ en ambos tipos celulares. Su sobreexpresión en las células tumorales, por 

tanto, podría explicar el aumento de la ECC en esas células con respecto a las normales. En 

cambio, los resultados del silenciamiento de ORAI2 y ORAI3 apuntan a que ninguno de ellos 

participa en la ECC de las células tumorales y que no son relevantes en el remodelado de la 

misma en el cáncer de colon. Por su parte, la reducción de la expresión de TRPC1 no produce 

ninguna variación en la ECC ni de las células normales ni de las tumorales. Como consecuencia, 

TRPC1 parece no estar implicado, al menos, en la ECC inducida por tapsigargina. Como 

consecuencia, el aumento de la ECC en las células tumorales, en principio, no se debe a la 

sobreexpresión de este canal.  

Los resultados muestran que la implicación de STIM1 en la ECC de las células normales 

y tumorales de colon es clara, ya que su silenciamiento reduce significativamente esta entrada 

de Ca2+ en ambos tipos celulares. Sin embargo, la reducción de la expresión de STIM2 solo 

disminuye significativamente la ECC en las células normales. Los datos sugieren por tanto que 

STIM1 media la ECC en ambos tipos celulares, pero STIM2 participa fundamentalmente en la 

entrada de Ca2+ de las células normales. No obstante, el doble silenciamiento de STIM1 y 

STIM2 en las células tumorales provoca una disminución superior a la producida tan solo por la 

reducción de la expresión de STIM1 lo que sugiere que STIM2, también, puede participar en la 

ECC de las células tumorales. En estas células en las que la expresión de STIM1 aumenta 3,7 

veces y la de STIM2 se reduce cerca de 7 veces con respecto a las células normales puede que 

el sensor de Ca2+ que medie mayoritariamente la ECC sea STIM1. De esta forma, en las células 

tumorales el efecto del silenciamiento de STIM2 sobre la ECC podría ser compensado por 

STIM1. Debemos tener en cuenta que este resultado se obtiene al inducir la ECC con 

tapsigargina, lo que provoca un vaciamiento máximo de los depósitos y, como consecuencia, la 

activación de ambos sensores de Ca2+. Puede que un vaciamiento más leve no produjera la 

compensación de ese efecto, ya que en ese caso la ECC es activada principalmente por STIM2 

(Brandman et al., 2007). Sin embargo, en las células normales el ratio STIM1/STIM2 es inferior 

al de las células tumorales y, probablemente, STIM2 tenga un papel más relevante mediando 

la ECC. 

En cuanto a los efectos sobre las corrientes, el silenciamiento de ORAI1 provoca una 

disminución en esa corriente tanto en células normales como en tumorales. Por tanto, este 

hecho confirmaría que la ICRAC está mediada por ORAI1 en ambos tipos celulares. Por otro lado, 

el silenciamiento de TRPC1 en las células normales no reduce la ICRAC, lo que descarta su 

participación en la corriente selectiva a Ca2+. En cambio, la reducción de la expresión de TRPC1 

disminuye tanto el componente entrante como el saliente de la ISOC total de las células 

tumorales. La reducción de la corriente saliente sugiere que TRPC1 está participando en la ISOC 

no selectiva. Por otra parte, la reducción de la corriente entrante puede ser debido a que el 
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silenciamiento tiene un efecto sobre el componente entrante de la ISOC no selectiva. Además, 

es poco probable que TRPC1 participe en la ICRAC, ya que la baja selectividad de este canal a 

Ca2+ ha sido ampliamente descrita. Alternativamente, este resultado podría ser debido a que 

ORAI1 y TRPC1 puede formar un complejo conjuntamente con STIM1 para llevar a cabo la 

corriente operada por depósitos (Kim et al., 2009). Esta posibilidad se ve reforzada por el 

hecho de que la reducción de la expresión de ORAI1 en las células tumorales disminuye, 

también, la ISOC no selectiva. Además, la implicación de ORAI1 en una corriente no selectiva a 

Ca2+ podría explicarse también por su participación en la inserción en la membrana de TRPC1, 

puesto que se ha descrito que la entrada de Ca2+ mediada por ORAI1 puede controlar el 

reclutamiento de TRPC1 a la membrana plasmática (Cheng et al., 2011). 

Se hace necesario discutir cuál podría ser la función de TRPC1 en el remodelado del 

cáncer de colon, puesto que nuestros resultados apuntan a que participa en la corriente ISOC no 

selectiva de las células tumorales, pero no está implicado en la ECC. Este resultado es 

consistente con su papel de canal no selectivo a Ca2+ capaz de permear también Na+, ya que el 

componente saliente de la ISOC no selectiva observado está mediado principalmente por este 

último ión. Por tanto, su implicación en la tumorogénesis puede que no venga dada por el 

transporte de Ca2+. De esta manera, TRPC1 puede que ejerza su función controlando el 

potencial de membrana y, como consecuencia, la fuerza motriz para la entrada de Ca2+ durante 

la ECC (Gees et al., 2010). Además, se ha reportado que este canal puede regular la progresión 

del ciclo celular a través del control del volumen celular (Madsen et al., 2012). Así, de esta 

forma podría aumentar la proliferación de las células tumorales. La contribución de TRPC1 a la 

proliferación en otros cánceres como glioma (Bomben y Shontheimer, 2010), cáncer de 

pulmón microcítico (Tajeddine y Gailly, 2012) y de ovario (Zeng et al., 2013) es clara, por lo que 

el aumento de expresión de 5,2 veces en el cáncer de colon puede ser clave en el desarrollo 

del mismo aumentando la proliferación de las células tumorales.  

Una vez descrito el remodelado del Ca2+ intracelular en las células de adenocarcinoma 

de colon, las principales bases moleculares del mismo y su implicación en algunas de las 

características tumorales como la excesiva proliferación, capacidad de invasión y resistencia a 

la muerte celular, se hace necesario saber cómo se insertan estos cambios en la historia 

molecular del cáncer y si son comunes a otros tipos de tumor o son específicos de colon. 

También deberíamos conocer las rutas señalización, oncogenes, genes supresores de tumores 

y/o mutaciones particulares que pueden llevar al remodelado del Ca2+ intracelular en el cáncer 

colorrectal. Evidentemente queda mucho por saber al respecto, pero cabe discutir algunas 

posibilidades. Por ejemplo, el aumento de expresión de TRPC1 en las células tumorales con 

respecto a las normales podría ser explicado por la reducción en el contenido de Ca2+ de los 

depósitos en las células de adenocarcinoma de colon. Este hecho, es posible debido a que se 

ha descrito que el vaciamiento de los depósitos con tapsigargina incrementa la expresión de 

este canal sin afectar a la ECC en células de cáncer de próstata (Pigozzi et al., 2006). Además, 

de forma similar, en la enfermedad de Darier, la cual afecta al epitelio de la piel, una mutación 
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en la SERCA2 reduce el contenido de Ca2+ de los depósitos aumentando, también, la expresión 

de TRPC1 y con ello la proliferación celular (Pani et al., 2006). 

ORAI1 está implicado a través de su participación en la ECC en la proliferación de las 

células procedentes de numerosos cánceres como glioblastoma (Liu et al., 2011), cáncer renal 

(Kim et al., 2014), cáncer escamoso esofágico (Zhu et al., 2014) y melanoma (Umemura et al., 

2014). Así, la implicación de ORAI1 tanto en la ECC como en la ISOC de las células normales y 

tumorales de colon sugiere que el incremento de ambas observado en el cáncer de colon 

puede ser consecuencia del aumento de la expresión de este canal selectivo a Ca2+. 

Por otra parte, la sobreexpresión de STIM1 en las células tumorales de colon podría 

explicar, también, el aumento de la ECC y de la ICRAC por medio de su interacción con ORAI1 

(Peinelt et al., 2006). Asimismo, puede contribuir a la aparición de la ISOC no selectiva en las 

células tumorales por la posibilidad de interaccionar con TRPC1 (Huang et al., 2006; López et 

al., 2006; Yuan et al., 2007). Previamente, se ha descrito que STIM1 está implicado en la 

proliferación de células de cáncer cervical (Chen et al., 2011), epidermoide (Yoshida et al., 

2012), glioblastoma (Liu et al., 2011; Li et al., 2013), cáncer hepático (Wu et al., 2015). Como 

consecuencia, el aumento de la proliferación en las células de cáncer de colon obtenido en 

nuestro estudio podría ser debido al incremento de la expresión de STIM1 en esas células con 

respecto a las normales. Además, de manera consistente con nuestros resultados, se observó 

que este sensor de Ca2+ se encuentra sobreexpresado en tejido de cáncer colorrectal respecto 

a muestras de tejido normal del mismo paciente. En ese caso, el incremento de su expresión 

fue relacionado con la migración e invasión del tumor (Wang et al., 2014). 

También, es importante tener en cuenta cómo cambia el ratio STIM1/STIM2 en las 

células tumorales. Así, en cáncer de mama un ratio elevado STIM1/STIM2 es asociado con un 

mal pronóstico (McAndrew et al., 2011). Nuestro trabajo apunta que en las células tumorales 

se produce un aumento del cociente STIM1/STIM2 de 25 veces a favor de STIM1. Por otra 

parte, en células epiteliales de intestino de rata se ha mostrado que el aumento de la 

expresión de STIM2 dificulta la translocación de STIM1 a la membrana plasmática y la 

interacción con TRPC1, la cual es esencial para la migración celular cuando se produce un daño 

(Rao et al., 2012). De esta forma, en nuestro modelo de células de adenocarcioma de colon se 

reduce la expresión de STIM2 considerablemente con respecto a STIM1. Por tanto, puede que 

el remodelado de la expresión de ambos sensores de Ca2+ favorezca la interacción entre STIM1 

y TRPC1 dando lugar a la aparición de la ISOC no selectiva en las células tumorales. Es 

interesante destacar que la expresión STIM2 se reduce a nivel de proteína, en cambio, 

observamos que ésta aumenta a nivel de mRNA. El incremento de la expresión del mRNA de 

STIM2 ha sido documentado previamente en tumores de cáncer colon lo que puede sugerir 

que este aumento contribuye a la tumorogénesis. Por el contrario, el estudio muestra que el 

silenciamiento de STIM2 provoca un aumento de la proliferación en células de cáncer de colon 

lo que indica que pudiera funcionar como un supresor tumoral (Aytes et al., 2012). Puede que 
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la determinación de la expresión de STIM2 a nivel de proteína en ese trabajo hubiera sido 

esencial en el esclarecimiento de su función en el cáncer de colon. El aumento de la expresión 

de mRNA de este sensor de Ca2+ en las células tumorales de colon puede que se trate de un 

mecanismo de compensación a la reducción de la expresión de la proteína. 

Por último, nos queda aclarar cuál sería el posible mecanismo implicado en la 

disminución del contenido de Ca2+ de los depósitos en las células de adenocarcinoma de colon 

con respecto a las células normales. Éste puede consistir en el cambio de expresión de STIM2, 

ya que se ha descrito que tiene un papel importante en la regulación de la [Ca2+]RE (Brandmann 

et al., 2007). Tanto STIM1 como STIM2 se activan con el vaciamiento de los depósitos de Ca2+ 

lo que va a permitir su rellenado posterior. Sin embargo, STIM1 presenta una afinidad a Ca2+ 

superior a la de STIM2. De esta manera, STIM2 es capaz de sentir descensos más leves de la 

[Ca2+]RE (Brandmann et al., 2007). En las células normales de colon el ratio STIM1/STIM2 es 

mayor, es decir, la diferencia de expresión de ambos sensores de Ca2+ no es tan acusada como 

en las células tumorales. En este caso, STIM2 va a controlar el rellenado de los depósitos 

cuando se producen descensos leves en su concentración manteniendo así, el contenido de 

Ca2+ de los depósitos. En cambio, en las células tumorales de colon el ratio STIM1/STIM2 se 

incrementa 25 veces por lo que el rellenado de los depósitos es controlado principalmente por 

STIM1. Este sensor de Ca2+ induce el rellenado solo cuando se produce un gran vaciamiento de 

los depósitos. El rellenado de los depósitos a consecuencia de vaciamientos leves en las células 

tumorales es menor que en las células normales lo que disminuye su contenido en Ca2+. Por 

tanto, la reducción de la expresión de STIM2 en las células tumorales de colon produce una 

disminución en el contenido de Ca2+ de los depósitos. Este hecho fue confirmado con el 

silenciamiento de STIM2 en las células normales, puesto que provocó una reducción del 

contenido de Ca2+ de los depósitos en esas células. Además, esta disminución de la expresión 

de STIM2 aumentó la resistencia a apoptosis de las células normales de colon. Por tanto, 

STIM2 podría actuar como supresor tumoral incrementando la sensibilidad de las células a la 

apoptosis al contribuir a mantener un elevado contenido de Ca2+ de los depósitos. Asimismo, 

su papel como supresor tumoral es consistente con la localización de su gen en la región 4p15, 

una zona susceptible de sufrir pérdida de heterozigosidad y con la disminución de su expresión 

en la transición de moderado a alto grado Gleason en cáncer de próstata (Ashida et al., 2012). 

Además de la reducción de la expresión de STIM2 en las células tumorales, puede 

haber otros mecanismos que disminuyan el contenido de Ca2+ de los depósitos. Así, en el 

cáncer se ha descrito que tanto un aumento de la función del canal leak de Ca2+ de los 

depósitos como una disminución de la SERCA pueden provocar ese mismo efecto (Prevarskaya 

et al., 2014). Anteriormente, se ha propuesto que IP3R puede operar, también como canal leak 

(Szlufcik et al., 2006) y puesto que nuestros resultados muestran que en las células tumorales 

hay una mayor expresión o actividad del IP3R que en las células normales, pudiera ser que esas 

células presentaran, también, una mayor función del canal leak de Ca2+. Por otra parte, la 

SERCA puede estar regulada por la proteína supresora tumoral p53, ya que modifica su estado 
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de oxidación aumentando la carga del RE y con ello la apoptosis (Giorgi et al., 2015). En las 

células HT29 se ha observado una mutación en el gen de esta proteína (Ahmed et al., 2013), 

por lo que puede que la pérdida de función de p53 disminuya el contenido de Ca2+ de los 

depósitos al reducir la actividad de la SERCA aumentando la resistencia a la apoptosis de las 

células tumorales de colon. Para confirmar el papel del canal leak de Ca2+ del RE y de la SERCA 

en la tumorogénesis del cáncer de colon sería necesario llevar a cabo más experimentos 

centrados en estudiar la actividad de ambos en las células normales y tumorales. 

En resumen, nuestros resultados muestran que se produce un remodelado del Ca2+ en 

el cáncer de colon consistente principalmente en un aumento de la ECC y una reducción del 

contenido de Ca2+ de los depósitos. El incremento de la ECC se correlaciona perfectamente con 

un aumento en la proliferación, así como, la disminución del contenido de Ca2+ provoca un 

incremento de la supervivencia en las células de adenocarcinoma de colon. También, 

observamos que las células tumorales presentan una liberación de Ca2+ superior a la de las 

células normales lo que podría ser explicado por un aumento en la actividad y/o expresión de 

los IP3R. Asimismo, las células de adenocarcinoma de colon presentan un potencial de 

membrana más negativo, así como una [Ca2+]C basal incrementada.  Por otro lado, la captación 

mitocondrial de Ca2+ es superior en las células tumorales de colon posiblemente a 

consecuencia del aumento del potencial de la mitocondria lo que puede contribuir al 

incremento de la ECC. Por primera vez, reportamos que el aumento de la ECC y de la ICRAC en 

las células tumorales de colon puede deberse a un incremento en la expresión de ORAI1. 

Además, es muy relevante el elevado aumento de la expresión de TRPC1, ya que puede estar 

involucrado en la aparición de una ISOC no selectiva que podría ser clave en la tumorogénesis. El 

remodelado de la ECC y de la ICRAC, también, puede deberse a una mayor expresión de STIM1 

en el cáncer de colon. Por último, es interesante destacar que la reducción de la expresión de 

STIM2 es responsable de la disminución del contenido de Ca2+ en las células tumorales de 

colon lo que aumenta la resistencia a la apoptosis de esas células (Fig. 75). Así, el estudio del 

remodelado del transporte de Ca2+ en el cáncer de colon presentado en esta tesis pone de 

manifiesto que tanto la ECC como el contenido de Ca2+ de los depósitos y las proteínas 

implicadas en ambos procesos pueden ser una buena diana terapéutica o, incluso, pueden ser 

útiles a la hora de diseñar un nuevo método de diagnóstico de los tumores de colon. 
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1. La entrada capacitativa de Ca2+ inducida tanto por tapsigargina como por agonistas 

fisiológicos es mayor en las células de adenocarcinoma de colon humano que en las 

células epiteliales normales. Ese incremento de la entrada capacitativa de Ca2+ en las 

células tumorales de colon se correlaciona con un aumento en la proliferación celular y su 

inhibición previene la invasión de las células de adenocarcinoma de colon. 

2. Las células de adenocarcinoma de colon presentan una liberación de Ca2+ de los depósitos 

intracelulares mayor que las células normales debido posiblemente a un aumento de la 

actividad y/o de la expresión de los receptores de IP3. 

3. El contenido de Ca2+ de los depósitos de las células tumorales de colon es menor que el de 

las células normales lo que podría contribuir a la resistencia a la muerte y a la entrada 

capacitativa de calcio inducida por agonistas fisiológicos. 

4. Las células tumorales de colon muestran una [Ca2+]C basal mayor, así como un potencial 

de membrana en reposo más negativo que las células normales. El aumento del potencial 

de membrana en reposo de las células tumorales podría favorecer, al menos en parte, el 

aumento de la entrada capacitativa de Ca2+. 

5. La captación mitocondrial de Ca2+ es mayor en las células de adenocarcinoma de colon 

que en las células normales lo que puede ser explicado por el aumento del potencial 

mitocondrial en las células tumorales. Este aumento de la entrada de Ca2+ en la 

mitocondria no es debido a cambios en la expresión ni de MCU ni de MICU1. El 

incremento en la captación de Ca2+ mitocondrial en el cáncer de colon podría contribuir al 

aumento de la entrada capacitativa de Ca2+. 

6. Las células tumorales de colon muestran una ICRAC mayor que las células normales, así 

como una ISOC no selectiva presente solo en las mismas. 

7. Los canales TRPV6, TRPM8 y TRPC7 se expresan en las células normales de colon pero 

desaparecen en las células tumorales lo que puede estar relacionado con una pérdida de 

función en estas células. 

8. La expresión de todas las isoformas de ORAI, así como de STIM1 está incrementada en las 

células tumorales de colon. El aumento de ORAI1 y STIM1 podría explicar el incremento 

de la entrada capacitativa de Ca2+ y de la ICRAC. Por el contrario, ORAI2 y ORAI3 no 

participan en la ECC de las células de cáncer de colon. 

9. TRPC1 se sobreexpresa de manera importante en las células de adenocarcinoma de colon 

con respecto a las células normales, mientras que TRPC4 solo aumenta ligeramente en 

esas células. Asimismo, TRPC1 está implicado en la ISOC no selectiva lo que indica que el 

aumento de su expresión puede ser el responsable de la aparición de esa corriente en las 

células tumorales. 
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10. La expresión de STIM2 se reduce considerablemente en las células tumorales de colon lo 

que podría ser responsable del vaciamiento de los depósitos y la resistencia a la muerte 

de las células tumorales. 
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